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Resumen

Esta investigacion se basdé en la obtencion y evaluacion del extracto
hidroalcohdlico de la flor de caléndula (Calendula officinalis L.), empleandolo en la
estabilizacién de la pulpa de araza, como antioxidante y conservante natural. Este
estudio surgi6 debido a que la flor de caléndula tiene importantes propiedades que
pueden ser empleadas en la industria de alimentos. Entre los compuestos de la
caléndula con mayor interés se encuentran los antioxidantes, compuestos que
previenen el deterioro de los alimentos, adicionalmente se han encontrado
sustancias con una alta actividad antibacteriana. Por esta razon se pretendio
aplicar estas propiedades en beneficio de la industria de alimentos, buscando un
remplazo para los antioxidantes y conservantes quimicos que han sido utilizados
tradicionalmente. El extracto hidroalcohdlico se obtuvé mediante extraccion por
maceracion con un rendimiento en base seca del 29,80%. La caracterizacion
guimica del extracto mediante ensayo fitoquimico preliminar dio idea de la posible
presencia metabdlitos como; taninos, quinonas, carotenoides y cumarinas.
Posteriormente a través del espectro infrarrojo se determinaron frecuencias
caracteristicas que pueden relacionarse con grupos funcionales y enlaces
guimicos especificos que tienen algunos de los compuestos antioxidantes y
antifangicos presentes en la flor de caléndula. En la cuantificacion de carotenos se
encontré un contenido de luteina de 1,81*10° mg luteina/mg de extracto y de B-
caroteno de 5,68+*10° mg B-caroteno/mg de extracto, mostrando un alto contenido
de compuestos antioxidantes. La determinacion de la capacidad antioxidante del
extracto dio como resultado un 74,33% en porcentaje de decoloracion DPPH vy
142,8mmol de trolox/g extracto por ABTS. De esta manera los resultados de
caracterizacion sefalan al extracto de caléndula como un posible antioxidante
natural que como gran valor agregado presenta propiedades terapéuticas
beneficiosas para la salud humana. Después de obtener y caracterizar el extracto
se procedié a emplearlo en una matriz alimenticia, que en este caso fue la pulpa
de arazd (Eugenia stipitata), la cual normalmente presenta problemas por
pardeamiento enzimatico y pérdida de calidad microbiolégica por hongos y
levaduras. La evaluacion del extracto como conservante y antioxidante en la
pulpa, se realizé mediante el control de los parametros: pardeamiento enzimatico,
calidad microbiolégica y calidad sensorial, durante un periodo de 2 meses a 2
temperaturas de almacenamiento. El extracto fue incluido en dos concentraciones,



el umbral de deteccién ([1]) y el umbral de identificacién ([2]); 8.26x10°y 1,90*10
’g de extracto en 100g de pulpa respectivamente. Los resultados obtenidos
demostraron que el pardeamiento enzimético no se vio modificado por la adicién
del extracto en las concentraciones evaluadas. Las variaciones en el cambio de
color solo se vieron influenciadas por la temperatura de almacenamiento, con
menores cambios es el almacenamiento a temperatura ambiente. En cuanto a la
evaluacién microbiolégica se concluye que la combinacién entre la adicion del
extracto y el almacenamiento en refrigeracion es una buena opcidén para la
conservacion de la pulpa de araza en términos de hongos y levaduras, en este
caso los recuentos muestran que la pulpa permanece con una buena calidad
durante todo el periodo de almacenamiento. Por otra parte la evaluacién sensorial
mostré que la adicién del extracto disminuye la calidad en los parametros sabor y
aroma, sin verse modificados los parametros de color y textura. Concluyéndose de
esta manera que aungue el extracto presenta importantes propiedades para la
industria de alimentos debe emplearse algun tratamiento previo que disminuya el
sabor amargo del mismo, posibilitando el uso de concentraciones mas altas y asi
poder aprovechar el poder antioxidante y antifGngico de manera mas efectiva.

Palabras clave: Pardeamiento enzimatico — hongos y levaduras — Antioxidantes -
Araza (Eugenia stipitata) — Calidad sensorial.



Abstract

This research was based on the collection and evaluation of the hydroalcoholic
extract of calendula flower (Calendula officinalis L.) used in the stabilization of the
pulp araza, as an antioxidant and natural preservative. This research arose
because marigold flower has important properties that can be used in the food
industry. Among the compounds of this flower with greater interest is the
antioxidants, these compounds prevent food spoilage, in addition it has been found
that essential oils have antibacterial activity. For this reason we tried to apply these
properties to benefit the food industry, in search of a replacement for antioxidants
and chemical preservatives that have been used traditionally. The extract was
obtained by maceration with a yield of 29.80% dry basis. The chemical
characterization of the extract by preliminary phytochemical testing study showed
the possible presence as metabolites tannins, quinones, carotenes and coumarins.
Subsequent to the spectrum infrared were determined characteristics frequencies
that may relate to specific chemical groups and links with some of the antioxidant
and antifungal compounds present in marigolds. In the quantification of carotenes
found to contain lutein of 1.81*10-3mg lutein/mg of extract and 5.68*10-3mg B-
carotene/mg of extract, thus found the content of antioxidant compounds in
significant proportions. The determination of the antioxidant capacity of the extract
was 74.33% in percentage of discoloration DPPH and 142.8 mmol of trolox/g
extract by ABTS. The characterization results point to the marigold extract as a
potential natural antioxidant with therapeutic properties beneficial to health, such
as value added. After obtaining and characterizing the extract proceeded to use it
in a food matrix, which in this case was araza pulp (Eugenia stipitata), this usually
presents problems for enzymatic browning and loss of microbial quality of fungal
and yeast. The evaluation of the extract as a preservative and antioxidant in the
pulp was carried out by controlling the parameters: enzymatic browning,
microbiological quality and sensory quality during a period of 2 months to 2 storage
temperatures. The extract was included in two concentrations, the detection
threshold ([1]) and the identification threshold ([2]); 8.26x10°y 1,90*10g of extract
in 100g of pulp respectively. The results showed that enzymatic browning was not
modified by the addition of extract in the concentrations tested. Variations in the
color change alone were influenced by storage temperature; the color changes
were smaller in storage at 18°C. Moreover, microbiological evaluation reveals that
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the combination of adding the extract and refrigeration storage is a good option for
conservation araz4 pulp in term of fungi and yeast, counts in this case show that
the pulp remains a good quality throughout the storage period, parameters
unchanged color and texture. Thus concluded that although the extract has
important properties for the food industry, should be used some treatment to
decreased the bitter taste, enabling the use of higher concentrations and harness
the antioxidant power and more effective antifungal.

Key words: Enzymatic browning — Fungi and yeasts — Antioxidants — Araza
(Eugenia stipitata) — Sensory quality.
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Introduccidén

La ubicacion geografica de Colombia y su diversidad de climas permite el cultivo
de una amplia variedad de frutas tropicales, algunas de ellas consideradas como
innovadoras y promisorias para el desarrollo del pais. Estos frutos son vistos como
productos potencialmente atractivos en los mercados internacionales, con nuevas
propiedades organolépticas y nutricionales, con una gran potencialidad de
demanda y con altas posibilidades comerciales en el mediano y largo plazo. Sin
embargo el desempefio de estos frutales ha sido lento, y con altos requerimientos
tecnoldgicos, con bajos volumenes y con poca continuidad, revelando la falta de
nucleos productivos regionales tanto en el cultivo como en el procesamiento, que
permitan el desarrollo de economias a escala y el aprovechamiento mercados
internacionales. De ahi la importancia de concentrar esfuerzos en desarrollar
procesos que permitan el crecimiento, mejoramiento y consolidacion del sector
fruticola y la cadena comercial en Colombia.

Entre los frutos promisorios se encuentra el araza (Eugenia stipitata) es una fruta
cultivada principalmente en la Amazonia colombiana norte y sur y en menor
proporcion en los Llanos orientales, Santander, Eje cafetero y Valle del cauca.
Dicha fruta constituye una oferta natural que ha sido vista por propios y extrafios
como una alternativa productiva, promisoria y como elemento fundamental del
desarrollo sostenible de estas regiones (Hernandez y Barrera, 2000). Es una fruta
con agradable aroma y sabor acido caracteristico, con un contenido de fibra del
12% en base seca, vitamina C (27 mg/100g de pulpa), vitamina A (0,4 mg/100g de
pulpa) (Aguilar, 1983). En el Primer Simposio Colombiano sobre Produccion,
Agroindustria y Comercializacion de Frutas Tropicales, realizado en noviembre del
2007, se reportan 48 especies frutales entre perennes mayores, transitorios y
perennes menores, de importancia econdmica, comercial y social para el pais.
Entre ellas se encuentra el fruto de araza (Eugenia stipitata) ocupando el puesto
18 entre 21 especies perennes menores con 75 hectareas de cultivo que
corresponde al 0,034% del total del area cultivada por frutas en Colombia, esta
clasificacion corresponde a frutas con una menor importancia desde el punto de
vista de su impacto econdémico y social. Sin embargo es de resaltar que 23
especies frutales reportadas como perennes mayores corresponden a frutales
introducidos que no son nativos en Colombia, es decir que provienen de otros
paises, como la naranja, mango, banano, mandarina, coco, lima Tabhiti, maracuya,
bananito, vid, melén y fresa entre otros, estas especies representan el 56% del
13



area nacional de cultivo 124.324 hectareas. Esto refleja la importancia de apoyar
el desarrollo de los frutales propios de Colombia, como el cultivo de araza, y que
aunque en el momento se considere como una especie perenne menor, puede
representar una nueva oportunidad econdémica para el desarrollo del sector
fruticola tanto en el mercado nacional como en el internacional (Corpoica y CVR,
2007).

El fruto de Araza debido a sus caracteristicas; elevada humedad y ausencia de
tejido esclerenquimatico y colenquimatico de sostén, evidencia una gran
susceptibilidad al deterioro, con una duracion entre 3 y 5 dias sin ningun
tratamiento (Hernandez y Fernandez, 2004), 15 dias como maximo, almacenado a
temperatura de 12°C y humedad relativa del 85% con una previa labor de
enfriamiento (Hernandez et al., 2009; Orduz y Ledn, 2001) y 15 dias con
tratamiento de choque térmico entre calentamiento a 50°C por 30 minutos y
refrigeracion a 7°C (Narvaez, 2003), razon por la cual ha tomado gran importancia
y factibilidad econémica su procesamiento y transformacion para prolongar su vida
atil.

El proceso de transformacidon mas importante para este tipo de frutos es la
elaboracién de pulpas las cuales pueden tener destino industrial o doméstico,
siendo el principal producto procesado indispensable en la elaboracion de otros
subproductos como jugos, néctares, refrescos, mermeladas, bocadillos etc.
Segun el boletin del perfil de producto, bebidas a base de frutas del 2001, el
40.6% de la demanda industrial de frutas frescas se destina a la industria de pulpa
de frutas. La evolucién comercial de la pulpa de fruta en términos generales,
muestra durante los dltimos afos reportados hasta el 2000, una tendencia
desfavorable para Colombia evidenciado en la caida de las exportaciones; cerca
de un 16% anualmente, constituyéndose Estados Unidos, Brasil y Chile como los
principales productores y exportadores de pulpa de frutas. Teniendo en cuenta
estos hechos es necesario generar nuevas alternativas de produccion e
innovacion que impulsen el crecimiento comercial de Colombia en la industria
fruticola, una de estas alternativas es indudablemente el procesamiento de frutas
tropicales colombianas, aprovechando su caracter exotico y novedoso, ofreciendo
nuevos productos que pueden llegar a ser muy atractivos para los demas paises.

En las pulpas de fruta se presentan problemas de estabilidad causados por un
desequilibrio en los procesos quimicos y biolégicos ocasionados entre otras cosas
por microorganismos y enzimas. Uno de los principales problemas de estabilidad

en la pulpa es el pardeamiento enzimatico reaccion bioquimica que va en
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detrimento de la calidad sensorial, afectando de manera directa el color de la
pulpa. Adicionalmente se presentan problemas de calidad por microorganismos
principalmente hongos y bacterias constituyéndose de esta forma en parametros
criticos a controlar (Quifiones M, 2005).

La calidad de un alimento esta definida, por el cumplimiento de las normas, asi
como por la percepcion que tenga el consumidor de él. En este punto, las
caracteristicas sensoriales son de gran importancia como reflejo de condiciones
microbiolégicas, fisicas y quimicas, siendo una herramienta valiosa en el
diagnostico de la calidad de un producto alimenticio (Mejia et al., 2006). El color
una de las primeras caracteristicas sensoriales de un alimento que percibe el
consumidor, y una buena parte de su aceptacion depende de esta primera
impresion, incidiendo de esta manera directamente en su valor comercial
(Remacha et al., 2002).

En la produccion de pulpas de fruta las mejores son aquellas en las que se logra
gue cambien lo menos posible las caracteristicas sensoriales, sanitarias y
nutricionales, es decir que sean lo mas parecidas a las pulpas recién obtenidas de
las frutas frescas. El pardeamiento enzimatico es el proceso causante del cambio
en el color de este tipo de productos y la aparicion de hongos y levaduras causa
en general cambios en todos los aspectos sensoriales de la pulpa; olor, sabor,
color y textura. Por consiguiente el desarrollo del pardeamiento enzimatico y la
presencia de hongos y levaduras son indicativos de una mala calidad de la pulpa.
Estos procesos son evitados o minimizados agregando sustancias quimicas
antioxidantes y conservantes, en la industria alimentaria estas sustancias son
ampliamente utilizadas sin embargo, debido a la toxicidad y efectos cancerigenos
de algunas de ellas, se ha restringido legalmente su uso y en muchos casos son
evitadas directamente por los consumidores. De alli depende el gran interés en la
busqueda de conservantes naturales que sustituyan dichos compuestos, sin
efectos secundarios indeseables (Barreira et al., 2008) y que sean benéficos en la
calidad del producto final y la salud de los consumidores.

Existen mdultiples estudios en donde se ha probado productos naturales como
antioxidantes y conservantes en productos alimenticios. Algunos de los
antioxidantes naturales mas conocidos son los tocoferoles, el acido ascorbico, los
carotenos, algunos flavonoides y extractos de plantas (Valenzuela, 2003) como:
romero (Ramalho, 2008), salvia, cacao, ajo, jengibre, cebolla roja, orégano y
tomillo, entre otros. Los antioxidantes naturales pueden, ademas, reforzar la

actividad de los sistemas antioxidantes endégenos aportando una proteccion extra
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para el estrés oxidativo. Los alimentos adicionados de antioxidantes naturales
pueden ser considerados como alimentos funcionales ya que proveerian de una
mejor condicion de salud al consumidor (Valenzuela, 2003).

Existen investigaciones en donde se han evaluado los productos naturales como
conservantes, por ejemplo el efecto antioxidante y antimicrobiano de algunos
extractos de plantas naturales como: jojoba, jatropha, ginseng y jengibre, fueron
evaluados al agregarse al pastel de cordero, determinando que la adicién de estos
extractos naturales fue efectiva como agente antioxidante y antimicrobiano en la
mejora de las propiedades del pastel de cordero (Hayam, 2011). En otro se evalu6
el efecto del extracto de aceite de salvia en embutidos de bufalo, indicando a dicho
extracto como un antioxidante natural, obteniendo un producto final con unos
niveles de aminas biogénicas y de oxidacion lipidica aceptable, asi como con una
calidad sensorial mejorada (Ferial, 2010). Por otra parte han sido desarrolladas
investigaciones en donde se han empleado productos naturales en recubrimientos
comestibles para la conservacion de los alimentos, aprovechando basicamente su
actividad antimicrobiana y antifungica, para mejorar las propiedades fisicoquimicas
y sensoriales, prolongar la vida util, y retener vitaminas (Sanchez, 2008).
Recientemente los agentes antimicrobianos naturales han sido empleados en la
conservacion de frutas y hortalizas descubriendo cada vez mas plantas o partes
de estas que contienen antimicrobianos naturales, por ejemplo los que incluyen
compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores, acidos
organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas, que no solo se
mejoraria la seguridad, sino también la calidad de los alimentos ya que este tipo
de antimicrobianos se consideran como fuentes potencialmente seguras
(Rodriguez, 2011).

Segun estudios preliminares, la flor de caléndula presenta importantes
propiedades funcionales derivadas de su composicion, como el alto contenido de
antioxidantes (carotenos, flavonoides y compuestos fendlicos) (Lastra y Piquet,
1999; Fuentes et al, 2000; Abdullabekova y Tulaganov, 2001; Bilia et al, 2001;
Schmid y Zulli, 2003; Abril, 2008; Dominguez, 2009), la capacidad fotoestabilizante
de los extractos hidroalcohdlicos (Guzman et al., 2009), la actividad fungistéatica de
los aceites esenciales (Soliman y Badeaa, 2002; Szakiel et al., 2005]) y la
actividad antibacterial del extracto hidroaceténico (Pires, 2003) y del extracto
etandlico ( Aguila et al., 2000; Acosta et al., 2001; Deineka et al., 2007),
propiedades funcionales que pueden ser aprovechables en su conjunto para la
estabilizaciéon de pulpas de fruta.
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Adicionalmente esta flor tiene amplias propiedades terapéuticas, entre las cuales
se pueden destacar la actividades antiinflamatoria, antiséptica y cicatrizante, su
accion antiespasmodica y antiulcerosa, y las actividades colerética, hepatica,
antitumoral y citotdéxica (Acosta, 2001), también resulta eficaz para malestares
gastricos, tratamiento de la hipertensién, taquicardia, arritmia, enfermedades del
sistema urinario y del sistema nervioso central y periférico (Lastra, 1999; Garcia,
1996; Szakiel, 2005; Balch, 2002). En la actualidad, hay muchos productos
médicos derivados de la caléndula, para tratamiento de tumores de la piel,
lesiones dermatoldgicas, ulceras e hinchazones (Szakiel, 2005). Ademas del uso
medicinal se refiere su empleo en cosméticos, asi como en la industria alimentaria,
en la fabricacion de galletas, caramelos, licores, como colorante natural de la
mantequilla o como sucedaneo del azafran (Acosta, 2001).

Al reunir todas estas propiedades benéficas de la flor de caléndula y centrandose
basicamente en su capacidad antioxidante, fotoestabilizante, antifangica y
antibacterial surgié la presente investigacion en donde se evaluo el efecto del
extracto hidroalcohdlico de flores de Caléndula como aditivo natural en la
mitigacion del pardeamiento enzimatico y la obtencion de wuna calidad
microbiolégica satisfactoria en la pulpa de Araza (Eugenia stipitata), producto
promisorio para la economia colombiana, por su origen exotico, propiedades
nutricionales y organolépticas, buscando de esta manera obtener una pulpa
natural, de buena calidad y con posibles propiedades benéficas para la salud del
ser humano, que represente para los productores y comercializadores mejores
ingresos con un valor agregado en el producto y una nueva oportunidad
competitiva en el sector fruticola. Esta investigacion se llevé a cabo en las
instalaciones y con la colaboracion y asesoramiento de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota, el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
I.C.T.Ay El Instituto Amazdnico de Investigacion Cientifica SINCHI.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto hidroalcohdlico de flores de caléndula (Calendula
officinalis L.) en la mitigacion del pardeamiento enzimatico y la calidad
microbiolégica de la pulpa de araza (Eugenia stipitata).

Objetivos especificos
Evaluar la obtencion y calidad del extracto hidroalcohdlico de flores de caléndula

Establecer a través de métodos sensoriales la concentracion del extracto
hidroalcoholico de caléndula en la pulpa de Araza aceptada por el consumidor.

Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico de flores de caléndula en el
pardeamiento enzimatico, calidad microbiolégica y sensorial de la pulpa de Araza
almacenada a 18°C y 5 °C durante dos meses.
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1.Capitulo 1

CALENDULA (Calendula officinalis L.) INGREDIENTE POTENCIAL EN LA
INDUSTRIA ALIMENTICIA

CALENDULA (Calendula officinalis L.) POTENTIAL INGREDIENT IN THE
FOOD INDUSTRY

Lady Elizabeth Dominguez Marin, Néstor Ariel Algecira Enciso, Maria Soledad
Hernandez

1.1 Resumen

La flor de caléndula (Calendula officinalis L.) tiene propiedades funcionales
importantes para la industria alimenticia derivadas de su composicion quimica.
Entre los compuestos con mayor interés se encuentran los antioxidantes
(Carotenos, flavonoides y compuestos fendlicos). El uso de los antioxidantes
naturales previene o disminuye el desarrollo de las enfermedades degenerativas y
la formacion de colores y olores desagradables en los alimentos, derivados de la
peroxidacion lipidica. Entre los antioxidantes identificados en la caléndula se
encuentran flavoxantina, Iluteoxantina, [(-caroteno, licopeno, a-caroteno,
rutinosido, isorhamnetina, narcisina. Adicionalmente esta flor presenta otros
compuestos de interés, como aceites esenciales, luteina, esteres de luteina,
xantofilas, alcoholes triterpenicos, acidos fendlicos y taninos entre otros. Los
aceites esenciales de la caléndula evidencian actividad antibacteriana frente a la
bacteria gran negativa Escherichia coli y antifingica especialmente contra
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis y cepas de hongos patégenos y
toxigénicos. Por otra parte la caléndula presenta actividad fotoestabilizante lo que
puede ser aprovechado en la estabilizacion del color de alimentos. Este conjunto
de propiedades puede ser utilizado en la industria alimenticia como remplazo
natural de los preservantes sintéticos. Esta revision presenta los aspectos mas
importantes de la flor de caléndula; composicién quimica, propiedades, actividad
antioxidante, accién antibacteriana y fungicida.
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Palabras clave

Caléndula (Calendula officinalis L.), carotenos, flavonoides, actividad antioxidante,
propiedades antibacteriales y antifungicas, fotoproteccion.

Abstract

The flower Calendula (Calendula officinalis L.) has many important functional
properties for the food and cosmetic industry due toits chemical composition.
Principal compounds extracted are antioxidants (carotenes, flavonoids and
phenolic compounds). Previous results indicated that natural antioxidants
contained in some part of calendula plant prevents or reduces the development of
degenerative diseases and the formation of food's colors and flavors coming from
lipid peroxidation. The antioxidants identified in calendula, are flavoxantina,
luteoxantina, B-carotene, lycopene, a-carotene, rutinoside, isorhamnetin,
narcisina. Additionally, this flower has other valuable compounds like essential oils,
lutein, lutein esters, xanthophylls, triterpene alcohols, phenolic acids, tannins,
among others. The essential oils of calendula show antibacterial activity against
the Gram-negative bacteria Escherichia coli and antifungal especially against
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis and pathogens and toxigenic
fungi's strains. Moreover, the calendula has photostabilizer activity which can
be used to stabilize food's color. These properties can be taken in to account as a
natural replacement of synthetics additives in food industry. This review presents
the most important aspects of the calendulas' flowers, chemical composition,
properties, antioxidant, antibacterial and fungicide activity.

Key words

Calendula (Calendula officinalis L.), carotenoid, flavonoids, antioxidant activity,
antifungical and antibacterial activity, photoprotection.

1.2 Introduccion

En Colombia existe una gran diversidad de plantas medicinales y comestibles,

entre las mas cultivadas y utilizadas en la industria farmacéutica del pais se

encuentra la caléndula, considerada como la que presenta mayor volumen de

venta en el mercado nacional. Las partes utilizadas para fines industriales son las

flores y las hojas. Los cultivos estan ubicados principalmente en la Vega, Alban,
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Tenjo y otros municipios del departamento de Cundinamarca-Colombia con una
temperatura entre 12 y 24°C y una altitud entre 1000 y 2800 metros sobre el nivel
del mar. Las variedades cultivadas en Colombia son caléndula naranja fiesta,
caléndula naranja reina, caléndula doble mezcla, caléndula doble naranja,
caléndula doble amarillo oro, algunas de estas variedades se observan en la
Figura 1.1.

Figura 1.1 Flor de caléndula, variedades cultivadas en Colombia

Esta planta se utiliza tradicionalmente en cosmetologia como antiséptico y
antiinflamatorio. En el campo culinario también es utilizada dando un sabor
penetrante a algunas comidas, como decoracion o como tinte natural en productos
lacteos y pasteles. Existen diversos estudios que se han realizado en torno a esta
planta, principalmente estudiando su composicion y accion quimica, a
continuacién se presenta una revision respecto a estos temas, enfatizando en las
aplicaciones de la flor en la industria alimenticia.

1.3 Caléndula (Calendula officinalis L.)
Descripcion de la planta

La caléndula es una planta herbacea, anual, su floracién dura casi todo el afio,
tiene una altura media entre los 30-50 cm., su tallo es semi-erecto, angular y
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ramificado y sus hojas son alternas, oblongas o lanceoladas y sensibles. Presenta
flores tubulares amarillas o anaranjadas, con una corona de 15-20 ligulas, y frutos
encorvados, provistos casi todos de alas membranosas o puas dorsales [1] como
se muestran en la Figura 1.2. La caléndula pertenece a la familia de las
Asteraceae (compuestas) que incluye alrededor de 20.000 especies, entre las que
se encuentran arboles, arbustos y plantas herbaceas. Se usa como planta
ornamental, medicinal y cosmética debido a sus cualidades terapéuticas [2], en
paises como Cuba la Calendula officinalis L. es una de las especies de origen
vegetal aprobadas por el Ministerio de Salud Publica para su utilizacion como
materia prima en la confeccion de fitofarmacos [3] El cultivo de esta planta es
conocido por sus beneficios medicinales en diversos paises [4], las partes mas
utilizadas para estos propositos y para fines industriales son las flores y las hojas

[5].

Figura 1.2 Flores de Caléndula

La planta tiene un gusto amargo en algunas especies los pétalos florales y hojas
tiernas son comestibles, estas partes son utilizadas para decorar ensaladas y
otros platos por su intenso color, también para aromatizar bebidas, elaborar dulces
y postres. Otra de sus aplicaciones es como tinte natural en la industria avicola
para pigmentar pollos de engorde y huevos. En Estados Unidos el uso de
Calendula officinalis L. esta contemplado y monitoreado por la FDA (Food and

Drug Administration), donde se encuentra clasificado como suplemento dietario y
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es reconocido como ingrediente alimenticio seguro [6, 7]. Su clasificacion
taxondmica se puede observar en la Tabla 1.1.

Clasificacién taxonémica

Tabla 1.1 Clasificacion taxondmica de la caléndula

REINO Plantae

DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Asteridae

ORDEN Asterales

FAMILIA Asteraceae
SUBFAMILIA Asteroideae

TRIBU Calenduleae
GENERO Caléndula

ESPECIE Calendula officinalis L.

Fuente: [5, 8, 9]
Principales componentes

La flor de caléndula tiene una composicion quimica compleja, con un amplio
namero de familias lo cual concuerda con sus innumerables propiedades
farmacoldgicas y antioxidantes. Los compuestos antioxidantes de esta planta que
han tomado un mayor interés son los carotenoides y los flavonoides.

1.4 Antioxidantes

El oxigeno forma, en los organismos aerobios intermediarios, compuestos
conocidos como especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “Reactive Oxigen
Species”), como un proceso natural, constante, inevitable y beneficioso para la
supervivencia; no obstante, si las especies reactivas se encuentran en exceso
seran perjudiciales para el organismo. Asi pues, son necesarias defensas
antioxidantes que neutralicen estos compuestos, manteniendo un equilibrio entre
las especies reactivas y los antioxidantes [10, 11], estos sistemas o procesos de
defensa comprenden procesos enzimaticos y no enzimaticos [12].

La excesiva oxidaciéon de biomoléculas da lugar a diversos dafios en el organismo,

y a procesos fisiologicos y patolégicos que limitan la calidad y expectativa de vida,

[10, 11, 13, 14] debido a una mayor incidencia de diversas enfermedades

degenerativas como cancer [15] Alzheimer, Parkinson [12] enfermedades
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cardiacas, inflamacion, artritis, disfuncion cerebral, accidentes cerebrovasculares,
enfermedades coronarias, aceleracion del envejecimiento [15, 16, 17]
transformaciones moleculares y mutaciones de genes en muchos tipos de
organismos. Los radicales libres también se consideran responsables de la
peroxidacion lipidica y el pardeamiento enzimético causando el deterioro de los
alimentos [12, 14, 16].

Los antioxidantes son compuestos que al retardar o inhibir la degradacion
oxidativa de las moléculas organicas, previenen la formacién de colores y olores
desagradables en los alimentos y la aparicién de enfermedades degenerativas en
el ser humano. Los antioxidantes pueden ser de origen natural o sintético, pero la
mayoria de los utilizados comercialmente son de origen sintético, sin embargo
algunos de estos compuestos, son altamente inestables, ocasionando efectos
adversos sobre la salud. Es por ello que muchas investigaciones se han centrado
en encontrar antioxidantes naturales, mas estables, eficaces, versatiles y/o menos
toxicos. Por ejemplo, entre los compuestos antioxidantes de origen natural se
encuentran carotenoides, vitamina C y E, tocoferoles, tocotrienoles, flavonoides y
licopenos [14, 18, 19, 20] estos antirradicales actian principalmente en
reacciones de terminacion de cadenas de radicales libres, impidiendo la oxidacion
de lipidos y otras moléculas cediendo atomos de hidrogeno de forma que se
neutralizan los radicales libres [15].

El uso de antioxidantes naturales en la inhibicion del pardeamiento enzimatico de
frutas y vegetales, se ha convertido en un area de investigacion importante debido
a su relevancia en la industria alimentaria. El oscurecimiento enzimatico se
presenta en la superficie de la pulpa de fruta y es causado por la accion de la
enzima polifenoloxidasa, esta enzima, al ocurrir la ruptura de las células, se pone
en contacto con los sustratos fendlicos y en presencia de oxigeno inicia la
reaccion que conduce a la formacion de quinonas, las que reaccionan entre si con
otros compuestos formando melaninas, que son complejos macromoleculares de
color oscuro. EI mecanismo de los antioxidantes en la inhibicion del pardeamiento
enzimatico se basa en la reduccion de las quinonas a sus formas fendlicas
originales, evitando, por lo tanto, las reacciones secundarias que dan lugar a los
compuestos poliméricos de colores oscuros. De esta manera el uso de
compuestos naturales, presentan una alternativa en la conservacion de productos
a base de frutas que son susceptibles al oscurecimiento [21].

Respecto a la capacidad antioxidante de la flor de caléndula (Calendula officinalis

L.) Montoya y sus colaboradores (2003) [13] realizaron una seleccién de plantas
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medicinales, utilizando como criterio la habilidad de los extractos vegetales para
desactivar al radical libre estable DPPH. La capacidad antioxidativa de la
caléndula fue determinada a los 30 minutos (1pg extracto inicial en 1 mL del medio
metandlico con 35 uM DPPH) encontrando un porcentaje de decoloraciéon del
DPPH de 16.67%, porcentaje ubicado en un rango medio comparado con las otras
especies vegetales que fueron evaluadas.

Las flores de caléndula también han sido utilizadas en salsa para carnes con el fin
de incluir las propiedades de la flor como antioxidante natural en un producto
alimenticio. En este estudio se determing la actividad antioxidante de la flor de
caléndula, la salsa estandar para carnes y la salsa para carnes con adicién de
flores de caléndula (pétalos) 1%p/p. Los resultados obtenidos mostraron un
aumento en la actividad antioxidante entre la salsa para carnes y la salsa para
carnes con adicion de flores de caléndula, aunque no fue estadisticamente
significativo. En el contenido de fenoles se encontré un aumento significativo entre
la salsa para carnes y la salsa para carnes con adicion de caléndula.
Sensorialmente se determino la concentracion en la cual se puede incluir la flor sin
gue su sabor amargo sea percibido siendo de 3,57 g de caléndula en 100 g de
salsa por lo cual el aumento en la actividad antioxidante puede ser mucho mayor
gue con la concentracion con la cual se hicieron los analisis quimicos [22].

Carotenos

Los carotenoides son tetraterpenos, compuestos de 40 atomos de carbono,
simétrico y lineal, formados a partir de 8 unidades isoprenoides de 5 carbonos
unidos de manera tal que el orden se invierte en el centro, estos compuestos
generalmente son derivados del fitoeno [23] y pueden ser de dos clases: los
carotenos, compuestos hidrocarbonados, y las xantofilas, derivados oxigenados
de los carotenos [24].

Los carotenoides son pigmentos que proporcionan colores amarillos, anaranjados
y rojizos a las frutas, verduras y flores. Colores que son caracteristicos de la flor
de caléndula, puede cambiar el tono o intensidad de acuerdo a factores como la
variedad y las condiciones climaticas. Los carotenoides estan presentes en todos
los tejidos fotosintéticos, junto con las clorofilas, asi como en tejidos vegetales no
fotosintéticos como componentes de cromoplastos. El contenido de carotenoides
en las frutas y flores aumenta durante los procesos de desarrollo o maduracion.
Los carotenoides también se pueden encontrar en algas, hongos, bacterias y en
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animales, sin embargo estos ultimos no pueden sintetizarlos. Entre los principales
carotenoides se encuentran q, y y B caroteno, luteina, zeaxantina.

Estos compuestos también son de gran importancia a nivel fisioldgico y dietético,
ya que algunos de ellos tienen actividad como provitamina A, esencial para la
vision nocturna y necesaria para mantener sana la piel y los tejidos superficiales.
Puede aportarse como vitamina, llamada retinol, también como algunos analogos
menos activos, 0 como sus precursores los carotenoides.

Sin embargo, el hecho de que los carotenoides estén suscitando Ultimamente un
gran interés se debe a una serie de estudios que demuestran su actividad
antioxidante. La actividad antioxidante de estos pigmentos depende de una serie
de factores, como su estructura quimica (tamafio, nimero de sustituyentes,
configuracion cis o trans, etc.), su concentracion, la presién parcial de oxigeno o
Su interaccion con otros antioxidantes, sobre todo las vitaminas C y E. En un
principio estos estudios se llevaron a cabo basandose principalmente en el [3-
caroteno; el mecanismo de la actividad antioxidante de este compuesto esta
relacionado con su caracter hidrofébico y con su capacidad para “retirar" el
oxigeno singlete (principal agente oxidante en sistemas biologicos) y desactivar
radicales libres [24, 25, 26, 27].

La cadena poliénica de los carotenoides es altamente reactiva y rica en
electrones, consecuentemente, en presencia de oxidantes forma facilmente
radicales libres de vida corta, ejerciendo una proteccion contra el dafo
fotooxidativo [25].

Los extractos de plantas son usados como fuentes de carotenoides, en especial
de B caroteno y xantofilas, tradicionalmente se usan como aditivos en alimentos,
bebidas y forrajes, ya sea en forma de extractos naturales o0 como compuestos
puros [25] en reemplazo de los aditivos sintéticos [28]. Los carotenoides se
encuentran en las partes verdes, amarillas y colores semejantes de las plantas y
frutos, las frutas y las flores tienen mayor diversidad de carotenoides de los que se
derivan por sus colores atractivos. Por el momento se considera que quiza los
carotenoides y retinoides pueden tener un efecto fisioldgico en los humanos [26].

Fuentes y sus colaboradores (2000) realizaron una investigacion en donde
muestran que la caléndula presenta una humedad del 10,8% y de 10,7% en la
variedad fiesta gitana y radio respectivamente; variedades que se presentan en
México [3]. Se encontré un contenido de 0,078 y 0,017% de carotenoides totales
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(familia C40 pigmentos isoprenoides) en las flores y en los receptaculos,
identificando algunos compuestos como lo son; a, b, y g-caroteno, violaxantina,
rubixantina, citroxantina, flavocromo, flavoxantina, galenina, luteina, licopeno,
valentiaxantina, auroxantina, microxantina, 5,6 epoxicaroteno, b-zeacaroteno,
mutatoxantina y luteina epoxido [2], aunque han sido identificadas cerca de 600
estructuras diferentes de carotenoides. Segun Moehs y sus colaboradores las
flores de caléndula acumulan una cantidad de estos compuestos 20 veces
superior que en sus hojas, presentandose variedades que van desde el blanco con
amarillo claro hasta el naranja oscuro dependiendo del contenido de carotenoides.
Estos compuestos son de gran interés en la alimentacion humana debido a que
ellos son precursores de la vitamina A y su deficiencia en el cuerpo causa ceguera
y mortalidad precoz [29].

Bako y sus colaboradores (2002) identificaron los carotenoides presentes en
pétalos, polen, hojas y tallos en cinco diferentes tés de caléndula cultivada en el
sur de Hungria, dichos compuestos fueron extraidos con metanol y dietileter,
identificando los compuestos mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) [30]. Los resultados se muestran en la Tabla 1.2.

Algunos carotenoides presentan un papel protector contra la cardiopatia
isquémica, accidentes cerebrovasculares, fotoproteccion, degradaciéon de
cataratas, respuesta inmune, envejecimiento y cancer. La actividad protectora de
los carotenoides de la caléndula se deriva de su actividad antioxidante, el
componente principal responsable de la coloracion en esta flor es la luteina, un
carotenoide soluble en grasa. Comercialmente los pigmentos de la caléndula son
extraidos mediante prensado, secado, molienda y extraccidon con hexano, los
cuales se destinan principalmente para la coloracion de la piel del pollo. Sin
embargo este proceso tiene perdidas de cerca del 50% de los carotenoides y
genera grandes pérdidas de hexano que difundido en el aire causa problemas en
la salud. Por esta razon Delgado y Paredes (1997) en su trabajo realizaron un
estudio acerca de la extraccion de carotenoides en la caléndula utilizando enzimas
gue degradan la pared celular (hemicelulasa, celulasa, pectinasa, proteasa,
glucosidasa) con miras a una mejora en el rendimiento [31].
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Tabla 1.2 Composicion de carotenoides en pétalos, polen, hojas, y tallos de
Caléndula (Calendula officinalis L.)

Carotenoide Pétalos % | Polen % Hojas % Tallos%
36 Neoxantina 1,22 0,93 0,65 1,41
9Z-Neozantina 0,52 0,51 1,61 0,76
Violaxantina 0,32 0,36 10,02 1,58
(33) Luteoxantina 11,81 2,23 1,97 2,83
(27) Auroxantina 9,54 4,48 0 0
9Z-Violaxantina 2,56 2,03 0 0,52
Flavoxantina 21,09 32,45 0 0
Mutatoxantina epimero 1 0 0 0 1,33
Mutatoxantina epimero 2 0 0 0 1,58
(35) Mutatoxantina 3,03 0 0 0
(26) Anteraxantina 0 0 29 1,29
9Z-Anteraxantina 5,14 10,51 0 0
(30) Luteina 5,69 11,78 34,93 28,08
9/9Z — Luteina 2,64 6,44 2,57 5,42
13/13Z - Luteina 1,79 2,41 2,07 2,35
(31)a-Criptoxantina 5,51 2,14 1,17 2,01
(31)B-Criptoxantina 2,11 2,45 0,47 0,73
Z-Criptoxantina 0 0,52 0 0
(34) Licopeno 7,37 0,41 0 0
(28)a-Caroteno 5,67 5 0 0
(29)B-Caroteno 6,46 6,54 26,7 20,82
Total carotenoides (mg/g peso 771 1,61 0.85 0.18
seco)

Fuente: [5]

La enzima utilizada fue de origen fungico, el contenido de carotenoides fue
determinado usando dos métodos espectrofotométricos de la AOAC, para las
muestras tratadas con enzima y las no tratadas. Los resultados de esta
investigacion muestran que la enzima (Econase-cep) tiene un efecto en el
contenido total de carotenoides extraidos, ya que a medida que aumentaba la
concentracion de la enzima aumentaba la cantidad de carotenoides extraidos.
Cuando no se usaba la enzima, el total de carotenoides extraidos era de 13.5 g
por kg de muestra seca (flor de caléndula) y al usar la enzima la cantidad de
carotenoides extraidos aumentaba, al utilizar una concentracion de 0,2% de la
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enzima el total de carotenoides extraidos fue de 20,5 g por kg de muestra seca.
También se determiné que el rendimiento en la extraccion aumentaba cuando se
eliminaban las sustancias solubles en agua de la muestra. Adicionalmente los
autores sugieren que mediante el tratamiento enzimético se podria aumentar la
digestibilidad de las comidas a base de caléndula que se suministra a los pollos.

Flavonoides

Los flavonoides constituyen uno de los subgrupos de los compuestos fendlicos
mas importantes debido a su actividad antioxidante, encontrandose ampliamente
distribuidos en el reino vegetal localizados en la savia vacuolar de las células
como hojas, flores y raices. Los flavonoides pueden clasificarse segun las
iIsomerizaciones y los grupos funcionales que les son adicionados, en seis clases
principales: las chalconas, las flavonas, los flavonoles, los flavandioles, las
antocianinas, taninos condesados y las auronas, también pueden sufrir
modificaciones y convertirse en isoflavonoides o neoflavonoides [5]. La mayoria se
caracteriza por ser hidrosolubles y estables al calor siendo susceptibles a los
cambios quimicos como la maduracion, fisicos en el procesamiento de alimentos
como picado Y trituracion (rotura de estructuras, lixiviacion y destruccion parcial en
contacto con el aire) y térmicos, ya que el calor excesivo altera los pigmentos de
los alimentos [32].

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, contienen en
su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos y
excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo
gue les confiere una gran capacidad antioxidante, desempefiando un papel
esencial frente a los fendmenos de dafio oxidativo [33] constituyéndose en una
nueva fuente de antioxidantes naturales para la industria alimenticia.
Adicionalmente son capaces de modular la actividad de las enzimas y ejercen
actividades importantes como: antiinflamatorio, antialérgico, antiplaguetario,
antiulceroso, antiosteoporotico. Sin embargo a pesar de todas las propiedades que
presentan los flavonoides su frecuencia de consumo es muy variable de acuerdo a
los habitos alimenticios en el mundo, el valor medio de ingesta de flavonoides se
estima como 23 mg/dia, siendo la quercitina el predominante con un valor medio
de 16mg/dia [33].

Recientemente se han llevado a cabo estudios acerca del contenido de
flavonoides y la actividad quimiopreventiva contra en cancer en flores de
Paulownia tomentosa, flores que han sido utilizadas como medicina tradicional en
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china para el tratamiento de la enteritis, amigdalitis, bronquitis y disenteria [34]. En
la flor de caléndula los flavonoides se presentan con un contenido de 0,88 y 0,33%
de flavonoides totales en las flores y en los receptaculos, entre los cuales se
identifican : Rutinosido, heterdsidos de isorramnetina, isorhamnetina 3-0 glicésido,
isorhamnetina,  neohesperidésido, quercetina  glucésido, calendoflosido,
calendoflavosido, calendoflavobiosido, narcisina, isoquercetina, quercetina,
rutosido y kaemferol [2, 3].

Cetkovic y sus colaboradores (2004) realizaron un estudio en donde determinaron
las propiedades antioxidantes de los extractos obtenidos de Calendula arvensis L.
silvestre y Calendula officinalis L. siendo la ultima la que presentdé mejor
comportamiento por su mayor contenido de metabdlitos fendlicos y de flavonoides
con una concentracion de compuestos fendlicos totales de 6,6 +0,3 mg/g extracto
de planta, flavonoides totales de 3,4 +0,1 mg/g extracto de planta, % de inhibicion
de DPPH del extracto metanolico 12,9 +0,8 [35].

Segun Bilia y sus colaboradores (2001), los flavonoides se consideran como los
principios activos de los medicamentos a base de hierbas y plantas medicinales,
en esta investigacion se estudiaron los flavonoides presentes en tinturas agua-
etanol de flores de caléndula por HPLC-MS con deteccion UV a 350nm,
identificando siete flavonoides como se muestran en la Tabla 1.3 [36].

Tabla 1.3 Contenido en mg/mL de flavonoides identificados en las tinturas de
Caléndula (60% y 40% v/v solucion hidroetandlica)

Tintura 60% v/v Tintura 40%
v/v

Quercetina-3-rutgle 2.1+0.08 1.840.09
Rutina 4, +0.23 4,0+£0.29
Isorhamnetina-3-rutgle |16.6+0.52 18.6+0.80
Isorquercitrina 2.0£0.06 1.610.10
Isorhamnetina-3-glegle |7.1+0.060 9.4+0.64
Narcisina 21.4+0.72 20.4+0.86
Isorhamnetina-3-gle 3.2+0.11 2.61+0.13
Flavonoides totales 57.1 58.4

Fuente: [36]

Los flavonoides presentes en la flor de caléndula tienen una gran importancia, por
lo cual se han desarrollado métodos especificos para su identificacion, por ejemplo
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Abdullabekova y Tulaganov (2001) desarrollaron un método cromato-
espectrofotométrico para el analisis cuantitativo de isorhamnetina diglicosido, uno
de los principales flavonoides responsables de la actividad farmacoldgica,
mediante procesos de extraccion, aislamiento y analisis espectrofotométrico,
usando como solvente de extraccion una solucién de butanol, acido acético, agua,
encontrando un contenido final del flavonoide de 0,6% [37].

En un estudio realizado por Osorio y sus colaboradores (2009) en donde
caracterizan fitoquimicamente una fraccion bioflavonoide (FB) de Garcinia
madruno (Clusiaceae), destacan la capacidad de los flavonoides para actuar como
dadores de electrones o quelantes de iones metdlicos, protegiendo a los tejidos
frente a las ROS y a la peroxidacion lipidica, evidenciando a los compuestos con
enlace inter-flavonoide C3—C8: morelloflavona y volkensiflavona como los
mejores inhibidores de la peroxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), mediante esta investigacion los autores proponen a la FB de Garcinia
madruno como un excelente candidato para ser utilizado como antioxidante [10].

1.5 Otros componentes

Crabas y sus colaboradores (2003) realizaron la extraccion del aceite de
caléndula mediante fluidos supercriticos con CO2 y su respectiva caracterizacion
encontrando una composicién de hexadecanoato de metilo (23.8%), linoleato de
metilo (18.6%), 9-12-15-octadecatrienoato de metilo (17,2 %), octadecanoato de
metilo (4,8%), tetradecanoato de metilo (4,6%), y-cadineno y cubenol [4%], a-
cadinol (1.8%), y oplonanona (1.3%) [38].

Los aceites esenciales se presentan en un porcentaje de (0,1-0,4%) en las flores y
en los receptaculos [39]. Algunos autores han identificado su composicidn
encontrando los compuestos que se muestran en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4 Compuestos identificados en el aceite esencial de caléndula

COMPUESTO IDENTIFICADO Fuente
a-cadinol (25%) [40]
la mentona, isomentona, terpineno, g-muuroleno, a-cadineno,
cariofileno, peduncolatina, a y b ionona, dihidroacnidiolido, carvona,
geranilacetona, cariofilenocetona, sesquiterpenos (epicubebol, [39]
aloaromadendrol), oxido-transcariofileno, b-ionona-5,6-epoxido,
dihidroactinidiolido, guaiol y torryol.

Timol, a-cubebeno, (8) a-copaeno, (-)-a-grujueno, (7)B-Cariofileno, B-
grujueno, a-humuleno, cis-4-muurola-5-dieno, (5) y-muuroleno, D-
germacrene, B-ionona, ledeno, a-muuroleno, y-cadineno, cadina-1,4-
dieno, a-cadineno, a-calacoreno, ledano, ledol, cubenol, T-cadinol+T-
muurolol, B-eudesmol, (4) a-cadinol, acido hexadecanioco, 2-
pentadecanona, heptadecano, octadecano, nonadecano, n-eicosano.

[41]

Jiang y colaboradores (2005) determinaron por métodos cromatograficos el
contenido de luteina y esteres de luteina, inicialmente realizaron un espectro
ultravioleta (UV) para la luteina en donde se encontré que la maxima longitud de
onda de absorcion para este compuesto estaba en 460nm. Posteriormente por
HPLC fue determinado el contenido de luteina y los esteres de luteina
encontrando diez picos en la grafica que corresponden al mismo numero de
compuestos [42].

Los picos corresponden a:
1. Luteina libre R1=OH, R2=0OH
2. Monomiristato R1 = OH, R2 = OCO(CHy>)12,CH3
3. Monopalmitato R1 = OH, R2 = OCO(CH3)14CH3
4. Monoestearato R1 = OH, R2 =OCO(CH;)14CH3
5. Dimiristato R1 = OCO(CH,)1,CHs, R2 = OCO(CH.)1,CHs
6. Plamitato miristato R1 =OCO(CH,)1,CH3, R2 = OCO(CH)14CH3

7. Dipalmitato R1 = OCO(CHz)lGCH3, R2 = OCO(CH2)16CH3
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8. Estearato palmitato R1 = OCO(CH>)16CH3, R2 = OCO(CH>)18CH3
9. Diestearato R1 = OCO(CH2)18CH3, R2 = OCO(CH2)18CH3
10.Desconocido

La mayor concentracion correspondié a la luteina libre, seguida del monoesterato
y el monopalmitato y la menor concentracion fue para el monomiristato. Mediante
este perfil cromatogréafico determinaron que en la flor de caléndula existen ocho
tipos de esteres de luteina, que poseen los anillos principales de luteina pero
difieren en la esterificacidon. Los esteres pueden ser divididos en dos grupos, uno
tiene un hidroxilo esterificado por el acido graso y un tiempo de retencién mas
corto y otro tiene dos hidroxilos esterificados y el tiempo de retencion es mayor.

El contenido de luteina y esteres de luteina fue cuantificado en extracto de hexano
y en muestras saponificadas como se muestra en la Tabla 1.5.

Tabla 1.5 Contenido de luteina y esteres de luteina en extractos de hexano y
muestras saponificadas

Pico No. Extracto de hexano Muestras saponificadas
(%m/m) (%m/m)
1 18.67 42.01
2 3.44 0.10
3 14.74 4.94
4 17.69 8.70
o 4,91 2921
6 5.41 5.97
7 11.30 13.17
8 12.04 16.88
9 9.34 4.42
10 2.46 0.65

Fuente: [42]

Respecto a este tema Deineka y sus colaboradores (2007) determinaron el
contenido de xantofilas en tres variedades de flores de caléndula (T. erecta, T.
patula y T.tenuifolia) mediante espectrofotometria y la composicidén de diesteres de
luteina y antocianinas por HPLC. Dicha investigacion es fundamentada en el
interés de los ultimos afios por la luteina, compuesto al que se le atribuye el
deterioro en la vision. En muchos paises este compuesto se obtiene naturalmente
extrayéndolo de los pétalos de las flores de caléndula, los cuales contienen
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predominantemente diesteres de luteina. Las xantofilas extraidas de esta planta
también se utilizan en la obtencion de un material concentrado usado en productos
nutritivos [43].

Los resultados obtenidos muestran diferencias entre las variedades de flores de
caléndula analizadas, dependiendo del color (naranja-amarillo) y de si los pétalos
tenian manchas o no. Por ejemplo las flores naranja con manchas vino tinto se
caracterizaron por un alto contenido de antocianinas, siendo el componente
principal la cianidina-3-glucosido. En cuanto al contenido de xantofilas en pétalos
frescos, los resultados en general variaron entre 5,24 mg/g y 1,47 mg/g y en los
pétalos secos alcanzaron hasta 17,0 mg/g en las tres variedades analizadas.
También se identificaron los &cidos principales encontrando el acido miristico y el
palmitico como predominantes y fracciones mas pequefias de acido estearico y
laurico y se concluyé que las flores de caléndula cultivadas en la region de
Belgorod Rusia constituyen una buena fuente de xantofilas naturales.

Por otra parte se ha encontrado un contenido de saponésidos entre 2 y 5%,
identificAndose los calendulosidos A, D, Fy D2 (Derivados del acido oleandlico).

Los alcoholes triterpénicos de la flor de caléndula también han tenido una gran
importancia, entre ellos se encuentran a y B amirina, taraxasterol, arnidiol, faradiol,
y triterpentrioles pentaciclicos, 3,16,21 trihidroxi-ursaeno, ursadiol, heliantriol AO
B1, B2 y C, loliolido, 3,16,28 trihidroxi olean- 12- eno, 3,16,28 trihidroxi lup-20 eno
[29], 3,16,22 trihidroxi tarax-20-eno, 3,16,30 trihidroxi tarax-20-eno y calendulosido
F [2]. Akihisa y sus colaboradores identificaron que el componente principal de las
flores de Caléndula es el Helianol, alcohol triterpénico, con un porcentaje de 26%
en flores tubulares y de 33% en flores liguladas [44].

También han sido identificados acidos fendlicos como el coumarico, gentisico,
vainillico, caféico, siringico, o-hidroxifenilacético, protocatequinico, ferdlico, p
hidroxibenzoico, salicilico, clorgénico, veratrico, o-coumarico, sindpico y quimico.

Los taninos se encuentran en la caléndula en el 11,2 y 10,4 % para las flores y los
receptaculos de tipo catecol y pirogallol. Otros compuestos presentes en las flores
de caléndula son: las cumarinas, de las cuales se identifican la escopoletina,
umbeliferona, y esculetina; los esteroles, los azucares y las parafinas.

Por su parte Chushenhko (1988) detecto la presencia de polisacaridos solubles en
agua, sustancias pectidicas y hemicelulosas en 14,75; 9,67 y 5,92 % en base seca
[2, 9, 45].
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Aguila y sus colaboradores (2000) mediante un analisis farmacolégico preliminar
del extracto acuoso de la flor de caléndula, encontré saponinas, polisacaridos,
flavonoides, aminoacidos y taninos y una accién antimicotica frente a hongos
dermatofitos [46].

La estructura, biosintesis y actividad biologica de las saponinas de la caléndula
fueron investigadas por Szakiel y sus colaboradores (2005) [47]. La caléndula
contiene en las flores y en los demas érganos de la planta, dos series de
compuestos estructuralmente relacionados denominados como saponinas,
derivados del 3-O-monoglucosido del acido oleandlico (glucésidos) y derivados del
3-O-monoglucoronico (glucoronidos) que se diferencian por su biosintesis,
metabolismo y actividad biologica. Los glucosidos difieren del resto de
carbohidratos formados hasta por 10 unidades de monosacaridos, a menudo en
forma de cadenas ramificadas. Se determin6 que los glucoronidos son producidos
en cantidades relativamente grandes, aproximadamente un 2% de la masa seca
en las flores y en cantidad considerablemente mas baja en las partes verdes de la
planta. Los resultados muestran que ambas series de glucdsidos son sintetizadas
en las raices jovenes de la caléndula y sus caminos de biosintesis son similares
pero no idénticos. También se concluye que la biosintesis del acido oleandlico en
la caléndula depende principalmente de las condiciones de luz y las condiciones
hormonales de la planta y que la actividad biolégica varia en cuanto al nimero y
tipo de hidratos de carbono presentes.

1.6 Procesos de aprovechamiento
Secado de la planta

El secado de la planta tiene gran importancia en la preservacion de los principios
activos, por lo cual es necesario el secado de las flores de caléndula lo mas
inmediato a su cosecha ya que su almacenamiento por 3,5 horas en sacos de
polietileno provoca una pérdida del 28-30% de los carotenoides y del 24-26% de
los flavonoides, también recomiendan una temperatura de secado de 80°C
obteniéndose los mayores rendimientos en el contenido de carotenoides y
flavonoides comparados con un secado a 20°C, el menor tiempo de secado se ve
reflejado en una menor actuacion de las enzimas, por otra parte las temperaturas
mayores a 100°C tienden a reducir la cantidad de principios activos [2]. Sin
embargo otras investigaciones reflejan que la mejor forma de secado es al sol con
una temperatura promedio de 40°C, en donde se obtienen los mayores
porcentajes de rendimiento en los extractos [9].
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Por otra parte Garcia y sus colaboradores (1996) estudiaron las caracteristicas
organolépticas de la caléndula durante un periodo de almacenamiento en
diferentes tipos de recipientes, demostrando que estas se mantienen dentro de los
rangos oOptimos durante un periodo de seis meses en frascos de cristal y latas
compuestas, a partir de este tiempo el contenido de humedad incrementa mientras
gue los porcentajes de sustancias extractivas en alcohol al 70% y en agua
disminuyen considerablemente. Los autores mencionan que la farmacopea
Soviética plantea que las sustancias extractivas en alcohol al 70% deben ser
mayores al 35% [9].

Obtencién de extractos

En cuanto a la obtencion de extractos de plantas Avramoya y sus colaboradores
(1988) plantean la obtencién de extractos de caléndula con éter de petréleo,
alcohol y propilenglicol, dando ciertas condiciones de preparacion y afirmando que
los principios activos son los carotenoides y los flavonoides, ademas demostraron
gue dichos extractos no presentan propiedades carcinogénicas ni toxicidad cronica
en un periodo de 18 meses [48]. Por su parte Montoya y sus colaboradores (2003)
estudiaron la actividad antioxidante de varias plantas medicinales, plantearon la
obtencion de los extractos en muestras vegetales secas y molidas sometiéndolas
a extraccion por una semana a temperatura ambiente 24-26°C, con etanol al 96%
en atmosfera de nitrogeno, utilizando una relacion de material : solvente de 1:10.
[13].

Por otra parte Lastra y colaboradores (1999) mencionan un estudio en donde se
emplean diversos métodos extractivos con solventes hidroglicdlicos, concluyendo
gue el método de percolacion es el mas adecuado y que los extractos con
propilenglicol al 50% presentaron los mejores resultados en términos de extraccion
de los flavonoides [2].

Extracto hidroalcohélico

El extracto hidroalcohdlico de la caléndula contiene saponinas, sesquiterpenos
glicosilados y glicésidos de flavonoides. Los principales flavonoides son (14)
kaempferol, (15) quercetina y (16) isorhamnetina, presentados en la Figura 1.3.
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Figura 1.3 Constituyentes del extracto hidroalcohdlico de Calendula officinalis L.

Nombre R, R> Ri ERsi Rs

(14) Kaempferol - OH OH - OH

(15) Quercetina OH OH ©OH - OH

(16) Isorthamnetina OH OMe OH - OH
Fuente: [5]

En los extractos metandlico y acuoso de flores de caléndula se encuentran acidos
fendlicos, en forma libre, esterificada y glicosidica como el &cido clorogénico,
acido cafeico, acido p-cumarico, acido vainillico, éacido oleandlico, &cido
protocatéquico y acido siringico [5].

Oleoresina

Danielski y colaboradores (2007) obtuvieron oleorresina mediante extraccién con
fluidos supercriticos y solventes organicos, los resultados se muestran en la Tabla
1.6. Inicialmente la extraccion con solventes se realizé con metanol por 5 dias
luego este compuesto fue evaporado a presion reducida evitando la
descomposicién de compuestos termolabiles hasta el 10-20% del volumen inicial,
después de esto el extracto fue tratado con diclorometano y n-hexano, luego
mediante cromatografia de gases se identificaron los componentes presentes en
cada caso [49].
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Tabla 1.6 Composicion de oleorresina de flor de caléndula obtenida mediante
extraccion con solventes organicos y fluidos supercriticos CO2 a 40°C a diferentes
presiones (120, 150, 180 bares)

% Porcentaje area del pico

Componente . Fluidos supercriticos
diclorometano n-Hexano
120 bar | 150 bar | 180 bar

Acetil eugenol 7,44
4-octil fenol 1,07
Guaiol 5,07
Cedrol 1,94
Octadecano 0,62 1,81 4,14
acido tetradecanoico 1,15 2,38 0,76 0,95
Nonadecano 1,41 0,4 0,32 0,48
Eicosano 20,43 0,56 3,43 3,06
Heneicosano 0,32 0,21
Docosano 0,6 4,88
Tricosano 2,78 0,5 0,5

Tetracosano 21,8 8,79 0,11 9,76 10,47
Pentacosano 1,04
Hexacosano 10,7 18,23
Hepcacosano 0,9 0,52 1,44
Octacosano 12,74 11,98 9,95
7-hexil eicosano 2,75 0,18 0,45
9-octil eicosano 1,27 0,61
Canescegenina 0,33 0,13 0,79
i;lémetll—4—colesten—3— 0.37 0.12 0.83
(12) taraxastero 0,21 0,13 1,19
1-octadecanol 11,94 0,15
1,16-hexadecanodiol 31,59 3,76 0,26

Fuente: [49]

El rendimiento por solventes organicos fue mucho mayor que con fluidos
supercriticos, sin embargo se detectaron mas compuestos con esta ultima técnica.
En este estudio enfatizan en que el método de obtencion de extractos, asi como el
tiempo de extraccion influye en la composicion y la calidad del extracto de

caléndula.
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1.7 Propiedades terapeuticas

La flor de caléndula tiene amplias propiedades terapéuticas, entre las cuales se
pueden destacar la actividad antiinflamatoria, actividad antiséptica y cicatrizante,
accion antiespasmodica, emenagoga (estimulante del flujo sanguineo en el area
de la pelvis y el utero fomentando la menstruacion), accion emoliente, callicida y
antiulcerosa, actividad colerética y hepatica. También resulta eficaz para
malestares gastricos como gastritis, gastroenteritis, vomitos, hepatitis y otras
enfermedades gastrointestinales, en el tratamiento de la hipertension, taquicardia
y arritmia, en el tratamiento de diversas enfermedades del sistema urinario, asi
como en enfermedades del sistema nervioso central y perisferico [2, 9, 47, 50]. En
Francia se encuentran reportes acerca de la actividad antitumoral y citotdxica de
los extractos de caléndula [4].

En la actualidad, hay muchos productos médicos derivados de la caléndula, para
tratamiento de tumores de la piel, lesiones dermatolégicas, ulceras e hinchazones.
[47]. Ademas del uso medicinal se refiere su empleo en cosméticos, asi como en
la industria alimentaria, en la fabricacion de galletas, caramelos, licores, como
colorante natural de la mantequilla o como sucedaneo del azafran [4].

1.8 Toxicidad

Su uso topico de la caléndula esta contraindicado en pacientes sensibles a las
asteraceas, experimentalmente se ha visto una débil sensibilizacion de la piel y
parece tener (ex vivo) una accion uterotonica, la ESCOP (European Scientific
Cooperative On Phytotherapy) no pone objeciones para que se use durante el
embarazo y el periodo de lactancia [38]. Sin embargo se recomienda no usarlo
durante estos periodos [51]. En los ensayos de toxicidad cronica se ha podido
comprobar que no es toxica y los estudios de mutagenicidad y carcinogenicidad
hechos con extractos de la flor de caléndula, han resultado negativos [38].

1.9 Aplicaciones

Guzman y sus colaboradores realizaron un estudio en donde probaron la actividad
fotoestabilizante del extracto hidroalcohdlico de la flor de caléndula en la
estabilizacion de la riboflavina, sustancia altamente sensible a la luz, en ella se
buscaron estrategias para disminuir la velocidad de la degradacién de la
riboflavina, obteniendo los mejores resultados con la utilizacion de colorantes y
compuestos fendlicos presentes en el extracto hidroalcohdlico de caléndula y el té
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verde. El andlisis de fotodegradacion de la riboflavina se realiz6 por HPLC a
diferentes tiempos, al graficarse los datos de concentracion de riboflavina vs
tiempo de irradiacién, se observd que la concentracion de riboflavina permanecio
mucho mas estable durante todo el tiempo que fue irradiada con la presencia de
las sustancias naturales del té verde y el extracto de caléndula, los cuales son
ricos en flavonoides y polifenoles, por el contrario la solucion testigo (Riboflavina
sola) present6 una degradacion rapida [52].

Por otra parte estudios farmacoldgicos experimentales realizados por Dumenil
(1980) con extractos etandlicos al 80% mostraron actividad antibacteriana
especialmente contra Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis [4, 46, 53].

Cristiane y sus colaboradores (2008) realizaron estudios acerca de la actividad
antifingica del aceite esencial de las flores de caléndula mediante técnicas de
difusion en agar en 23 cepas de hongos patégenos y levaduras clinicas aisladas
de los seres humanos, por ejemplo las que provocan la enfermedad conocida
como candidiasis mucocutanea, dando como resultado que el aceite tiene un buen
potencial antifungico siendo eficaz contra todas las cepas analizadas [54]. En este
estudio se reportan que los principales componentes del aceite esencial fueron
hidrocarburos sesquiterpenicos en mayor proporcion, sesquiterpenos, d-cadineno,
a-muurolol. En el estudio realizado por Szakiel y sus colaboradores (2005)
también se menciona la actividad antifuUngica y antibacteriana comprobada del
aceite oleandlico y sus derivados en la flor de caléndula contra la bacteria gran
negativa Escherichia coli, actividades que pueden ser aprovechadas en la
proteccion contra los patégenos [47].

Soliman y sus colaboradores (2002) comprobaron que los aceites esenciales de
caléndula presentaron actividad frente a mohos toxigénicos como Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus y Fusarium monoliforme a
una concentracion de 3000ppm [55].

Lastra y colaboradores (1999) mencionan la propiedad antiinflamatoria
comprobada de los extractos de caléndula, asi como el poder cicatrizante en
animales y humanos [2].

Conclusiones

La flor de caléndula es conocida a nivel mundial por sus propiedades
farmacoldgicas y medicinales, tiene una composicién quimica compleja con un
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amplio nimero de familias lo cual concuerda con sus innumerables propiedades
farmacoldgicas y antioxidantes. Los compuestos antioxidantes mas importantes de
esta planta son los carotenoides y los flavonoides. Adicionalmente se ha estudiado
la composicion del aceite esencial y la identificacibn de compuestos como luteina
y esteres de luteina, xantofilas, calendulosidos, alcoholes triterpenicos, acidos
fendlicos, taninos, polisacaridos y saponinas entre otros.

La flor de caléndula es aceptada, avalada y monitoreada por la FDA, donde se
encuentra clasificada como suplemento dietario y es reconocida como ingrediente
alimenticio seguro.

La flor de caléndula y sus extractos cuentan con un gran potencial para ser
utilizada en la industria alimenticia aprovechando sus propiedades como
antioxidante, fotoestabilizante, pigmento natural, antimicrobiano y antifingico. Esta
flor puede constituirse en un aditivo alimenticio de origen natural que potencie la
actividad antioxidante de un producto, imparta o intensifique un color especifico,
mejore su vida util y remplace o reduzca parcialmente uso de agentes
conservantes de origen sintético.

La obtencion de extractos de caléndula se ha realizado a partir de muestras
vegetales secas y molidas, mediante el uso de solventes organicos como éter de
petroleo, etanol al 96%, metanol, diclorometano, hexano, propilenglicol y mezclas
hidroalcoholicas o a través de extraccion con fluidos supercriticos.

El uso de antioxidantes naturales en la inhibicion del pardeamiento enzimatico de
frutas y vegetales se ha convertido en un area de investigacion importante debido
a su relevancia en la industria alimentaria. El oscurecimiento enzimatico se
presenta en la superficie de la pulpa de fruta y es causado por la accion de la
enzima polifenoloxidasa.

La flor de caléndula contiene importantes compuestos con accién antioxidante
como los carotenos, sin embargo el contenido de este compuesto en la flor cambia
entre las variedades dependiendo de la composicion quimica, el color (naranja-
amarillo) y de si los pétalos tienen manchas o no.

El secado de la planta tiene gran importancia para la preservacion de los principios
activos, por lo cual se plantea la necesidad del secado de las flores de caléndula
lo mas inmediato a su cosecha, con una temperatura de secado de 80°C evitando
perdidas en el contenido de carotenoides y flavonoides.
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2.Capitulo 2

ANALISIS QUIMICO DE LA FLOR DE CALENDULA (Calendula officinalis L.)
CHEMICAL ANALYSIS OF CALENDULA FLOWER (Calendula officinalis L.)

Lady Elizabeth Dominguez M, Néstor Ariel Algecira E, Maria Soledad Hernandez

2.1 Resumen

La caléndula es una flor comestible, sin embargo las investigaciones acerca de
ella se han centrado principalmente en aspectos farmacologicos, viéndose la
necesidad de indagar acerca de su composicion quimica, especificamente
respecto a compuestos que puedan presentar propiedades como aditivo natural en
alimentos. Esta investigacion se centré en la obtencion y estudio de calidad del
extracto hidroalcohdlico de flores de caléndula. El extracto se obtuvdé mediante
maceracion, se realizO un ensayo fitoquimico preliminar, caracterizacion
estructural por espectro infrarrojo (IR) y caracterizacion antioxidante como
cuantificacion de antioxidantes licopeno y B-caroteno y actividad antioxidante
DPPH y ABTS. La extraccion tuvo un rendimiento en base seca de 29,80%, el
ensayo fitoquimico preliminar muestra presencia de taninos, quinonas,
carotenoides y cumarinas. El IR refleja bandas caracteristicas de enlaces y grupos
funcionales que pueden relacionarse con la estructura de algunos compuestos
antioxidantes y antifungicos de la flor de caléndula. En carotenos totales se
encontré un contenido de luteina de 1,81*10-3 mg luteina/mg de extracto y de B-
caroteno de 5,68*10-3 mg B-caroteno/mg de extracto. La capacidad antioxidante
en porcentaje de decoloracion DPPH es de 74,33% en extracto concentrado y
45,44% en diluido y por ABTS es de 142,8mmol de trolox/g extracto. Los
resultados indican que el extracto de caléndula tiene un gran potencial para ser
utilizado como antioxidante natural.

Palabras clave

Flor comestible, Extracto, Antioxidantes, Marcha fitoquimica, Carotenos.
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Abstract

The flower Calendula is an edible flower, however the research has focused
primarily on pharmacological aspects, seeing the need to inquire about their
chemical composition, specifically with respect to compounds that may present
properties as a natural additive in foods. This research focused on the collection
and study of quality of hydroalcoholic extract of marigold flower. The extraction was
maceration; The extract was analyzed by preliminary phytochemical testing,
structural characterization by infrared (IR) and antioxidant characterization through
guantification of lycopene and B-carotene and antioxidant activity through DPPH
and ABTS methods. The extraction present a performance of 29.80% in dry basis,
the preliminary phytochemical testing shows the presence of tannins, quinones,
carotenes and coumarins. The IR has bands characteristic of links that may be
related to the structure of some antioxidant and antifungal compounds in marigold
flower. In total carotenoides found lutein content of 1.81*10-3mg lutein/mg of
extract and B-carotene content of 5.68*10-3mg [(-carotene/mg of extract. The
antioxidant capacity in percentage of discoloration DPPH is 74.33% in the
concentrated extract and 45.44% in diluted and through ABTS is 142.8 mmol of
trolox /g extract. The results indicate that the extract of Calendula has great
potential for use as a natural antioxidant.

Key words

Edible flower, Extract, Antioxidants, Phytochemical study, Carotenes.

2.2 Introduccioén

La evolucion continua de la industria de alimentos y la exigencia de los
consumidores han generado grandes esfuerzos por en encontrar aditivos de
origen natural que sustituyan los sintéticos, ya que muchos de ellos presentan
efectos adversos para la salud y en algunos casos se ha llegado a prohibir su uso.
Esto ha causado que los consumidores tengan poca confianza en los aditivos
sintéticos, apreciandolos como peligrosos e inseguros y prefieran los productos
alimenticios que empleen aditivos naturales. En este caso la naturaleza ofrece una
amplia variedad de productos con cualidades que pueden ser utilizadas en los
alimentos.
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La flor de caléndula es tradicionalmente conocida por sus propiedades
farmacolégicas, medicinales y cosméticas, actualmente es utilizada como
suplemento dietario, pigmento para alimentos y fuente de luteina, cuenta con una
compleja composicion quimica: antioxidantes como carotenos y flavonoides,
luteina, esteres de luteina, xantofilas, alcoholes triterpénicos, acidos fendlicos,
taninos, polisacaridos y saponinas [1,2,3,4,5,6,7,8]. Por ejemplo el contenido de
antioxidantes en la flor varia de acuerdo a su color aumentando gradualmente
desde el amarillo claro hasta el naranja oscuro dependiendo del contenido de
carotenos, compuesto de gran interés en la alimentacion como precursor de la
vitamina A y antioxidante natural [4,9]. También se han encontrado propiedades
muy importantes en la flor como antibacteriales [10,11,12], fotoestabilizantes y
antifungicas [13,14,15].

Las cualidades quimicas presentes en esta flor pueden ser aprovechadas en su
conjunto con fines diferentes a los farmacologicos, y de gran importancia como los
alimenticios, es por ello que este articulo de investigacion se centra en la
obtencion y caracterizacion quimica en términos de antioxidantes en el extracto
hidroalcoholico de la flor de caléndula, con el fin de determinar un posible uso
como antioxidante natural que inhiba procesos de deterioro en los alimentos.

2.3 Método

Material biolégico

Las flores de caléndula empleadas en el estudio son provenientes de la finca
Tierra Grata ubicada en el km 2,5 via la punta Tenjo Cundinamarca (Colombia),
region que presenta una altitud de 2587 m.s.n.m y temperatura promedio de 13°C,
las cuales fueron recolectadas en el mes de febrero del afio 2011, estas exhibian
un color naranja fuerte en los pétalos, pistiio y estambre. La flor se corto
incluyendo el pedunculo y los sépalos.

Obtencion del extracto hidroalcohdlico de caléndula

El extracto hidroalcohdlico de caléndula fue obtenido por el método de maceracion
el cual consiste en el lavado, desinfeccion, y secado de la muestra en estufa a
25°C por dos dias. El deshidratado se pulveriza y macera en etanol al 96% por
cinco dias a temperatura ambiente, posteriormente se filtra y concentra en el
rotoevaporador a una temperatura menor de 45 °C hasta separar todo el alcohol y
obtener una melaza [16]. El proceso se repite varias veces con el deshidratado,
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hasta obtener soluciones poco coloreadas. El extracto se protege de la luz y se
guarda en condiciones de congelacion.

Marcha fitoquimica

A partir del extracto se realizd la separacion cualitativa de los metabdlitos
secundarios presentes en la flor mediante un ensayo fitoquimico preliminar,
basandose en un tratamiento general de extraccion y sucesivas separaciones
mediante solventes de diferentes polaridades con el fin de agrupar en fracciones
los metabdlitos estructuralmente semejantes y caracterizarlos por su
comportamiento quimico mediante ciertas reacciones estandarizadas. Estas
reacciones consisten en cambios en la estructura del metabdlito, que conduce a
una manifestacién sensible como cambio o pérdida de color, formacion de un
precipitado o desprendimiento de un gas [17]. De esta manera se da una idea de
los posibles metabalitos presentes en el extracto.

Caracterizacion estructural

Espectro Infrarrojo: El espectro infrarrojo se tomo en un espectrofotometro marca
Perkin Elmer Paragon 500, las condiciones del equipo son temperatura de 68-
80°C y humedad relativa de 20-80%. La muestra se trabajo en disco de cloruro de
sodio.

Caracterizacion Antioxidante
Cuantificacién de licopeno y B-caroteno

A partir del extracto concentrado se realizé una extraccion de 100 mg de extracto
en 1mL de cloroformo durante 15 min en vortex y 5 min a 5.000 rpm. Finalmente
el sobrenadante se filtr6 y se diluyéo nuevamente en cloroformo con relacion 1:9
antes de inyectarlo en el HPLC (la concentracion final es de 10mg/mL).

La determinacion se realiz6 en un equipo Agilent 1.200 series, acoplado a un
detector de UV — Vis a 450nm. La separaciéon se llevé a cabo en una columna
Zorbax Elclipse XDB C18 de Agilent technologies con un sistema ternario
constituido por A: THF, B:CH3CN y C: MEOH en un gradiente de elucién de A:B:C
asi: 0 — 5 min (0:50:50), de 5 — 10min (A de 0 a 10%; B constante y C de 50 a
40%), de 10 a 30 min (10:50:40) de 30 a 35 min (A de 10 a 0%; B constante y C
de 40 a 50%) y de 35 a 40 min (0:50:50) Tomado y modificado [18].
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Actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante se utiliz6 el método DPPH y el método
ABTS con tres repeticiones.

Método de extraccion DPPH: Pesar 100mg de muestra en un tubo eppendorf de
2mL y diluir en 1,50 mL de una mezcla de metanol y agua a pH 2 en relacién 1:1.
Llevar a Vortex durante 1 h y centrifugar a 15.000 rpm durante 10 min. Retirar el
sobrenadante, y el residuo llevarlo a extraccion con una mezcla de acetona y
agua en relacion 1:1. Llevar a Vortex durante 1 h y centrifugar a 15.000 rpm
durante 10 min. Posteriormente se unen ambos sobrenadantes para la medicion
de capacidad antioxidante.

Método de cuantificacion DPPH: El método de DPPHe (radical estable 2,2"-di(4-
tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil) empleado se basa en una modificacién del protocolo
planteado por Rufino y colaboradores [19]; 40 uL de muestra se mezclaron con
1.960 uL de una solucién metandlica de DPPHe (60uM). La absorbancia a 515nm
fue medida mientras la reaccion se llevaba a cabo durante 500 s. El blanco usado
fue metanol. Se realiz0 una curva de calibracion para calcular el DPPHe
remanente. Como método de comparacién con un estandar conocido se realizo la
determinacion de la disminucion de la absorbancia del DPPH ante la adicion de
soluciones metandlicas de Trolox ® en concentraciones de 1mM; 0,90mM;
0,80mM; 0,75mM; 0,60mM y 5 mM. Se establecieron la absorbancia y el tiempo
de estabilizacion de la muestra como parametros de comparacion. El parametro
EC50 que refleja el 50% del consumo del DPPHe, se expresa como gramos de
muestra equivalentes de trolox por gramo de DPPHe en el medio [19,20,21]. La
actividad antioxidante fue expresada como mmol de trolox/g de extracto.

Método de extraccion ABTS: Pesar 100mg de muestra en un tubo eppendorf de
2mL y diluir en 2 mL de una mezcla de metanol y agua a pH 2 en relacién 1:1.
Llevar a Vortex durante 1 h y centrifugar a 15.000 rpm durante 10 min. Retirar el
sobrenadante para la medicion de capacidad antioxidante.

Método de cuantificacion ABTS: EI método de ABTS (2,2 -azido-bis-(3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) ensayo de decoloracién del radical libre
empleado se basa en el protocolo planteado por Rufino y colaboradores [19] con
algunas modificaciones. El cation radical ABTS* fue producido al hacer reaccionar
una solucibn madre de ABTS 7mM y persulfato de potasio 2,5mM en agua
conservada en la oscuridad a 4°C durante 16 horas. La solucion ABTS* se diluyo
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en metanol hasta obtener una absorbancia de 0,70 0,02 a 734nm, 1000uL de
esta solucion se incubaron a 30°C durante 6 minutos y se midio la absorbancia
inicial a 734nm. Para la curva de calibracion se adicionaron 20uL de soluciones de
trolox en metanol entre 0 y 1500 uM a 2mL de la solucién de ABTS*, se incubo a
30°C durante 6 minutos y se midi6 la absorbancia a 734nm, la medida de la
actividad antioxidante se realiz6 de la misma manera que las medidas de la curva
de calibracién con la diferencia que el extracto para la medida se diluyé al 10% en
metanol y las medidas de absorbancia se realizaron cada 3 minutos durante 40
minutos. Todo el proceso fue realizado en la oscuridad. La actividad antioxidante
fue expresada como mmol de trolox/g de extracto.

Analisis estadistico

Para la realizacion del analisis estadistico se aplico un andlisis de varianza
(ANOVA) cuando las diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0,05). El
analisis estadistico de los datos se realizo utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion XV.

2.4 Resultados
Obtencidn del extracto hidroalcohdlico de caléndula (Calendula officinalis L.)

Las flores de caléndula fueron sometidas al proceso de extraccion indicado
previamente en el método. Los resultados se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Proceso de extraccion flores de caléndula

Material Peso (g)
Flores frescas 1068,02
Flores secas 168,17
Extracto obtenido 50,12

Rendimiento base himeda |4,62%

Rendimiento base seca 29,80%
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Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica se realizd sobre el extracto de caléndula, los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla 2.2 y muestran algunos de los principales
metabdlitos secundarios que contiene esta planta.

Tabla 2.2 Marcha fitoquimica

Metabdlito Prueba Resultado
Cloruro férrico +++
Taninos Acetato de plomo +++
Gelatina-sal +++
Shinoda -
. Rosenhein -
Flavonoides ——
Leucoantocianidinas -
Antocianina ++ +
Quinonas Acido clorhidrico ++ +
Hidréxido de sodio ++
Carotenoides | Cloroformo ++ +
Cumarinas Fluorescencia ++

+ + + Abundante
+ + Regular
— Negativo

El ensayo fitoquimico preliminar muestra una alta presencia de taninos, quinonas,
carotenoides y una presencia moderada de cumarinas. Los taninos y los
carotenoides son compuestos que presentan una alta actividad antioxidante
[22,23]. Las quinonas presentan actividades farmacologicas, terapéuticas,
antibacteriana y antifingica [24]. Las cumarinas por su parte presentan una accion
antioxidante [22], anticoagulante y antibacterial, antibiotica, fotosensibilizadora, e
insecticida, dependiendo el tipo de cumarina presente en la planta.
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Caracterizacion estructural
Infrarrojo
Figura 2.1 Espectro infrarrojo extracto de Caléndula
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En el espectro infrarrojo (Figura 2.1) se reflejan varias bandas caracteristicas que
pueden relacionarse con enlaces de algunos grupos funcionales de los
compuestos antioxidantes y antifingicos presentes en la flor de caléndula. Segun
estudios previos algunos de los compuestos antioxidantes identificados en la flor
de caléndula son: [B-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina, B criptoxantina,
zeoxantina, anteraxantina, flavoxantina, kaempferol, quercetina, isorhamnetina,
rutosido, hesperidosido, violaxantina, criptoxantina, zeoxantina, luteoxantina, rutina
entre otros [1,2,8,3] las caracteristicas estructurales de estas sustancias son
basicamente enlaces alcanos -C-H, alquenos =C-H, enlaces O-H, aldehidos,
cetonas C=0, compuestos aromaticos C=C, sustituyentes metilo H-C-H, enlaces
C-O de los alcoholes y éteres, y anillos bencénicos. De la misma forma se han
realizado estudios previos en donde identifican sustancias con poder antifingico y
antibacterial en la flor de caléndula como: hidrocarburos sesquiterpenicos en
mayor proporcion, sesquiterpenos, ©-cadineno, a-muurolol [14,15] sus
caracteristicas estructurales son basicamente enlaces alcanos -C-H, alqguenos =C-
H, enlaces O-H, enlaces C=0, compuestos aromaticos C=C, sustituyentes metilo
H-C-H, enlaces C-O. Las frecuencias caracteristicas de estos grupos funcionales y
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enlaces quimicos se ven reflejadas en el espectro infrarrojo tomado al extracto de
caléndula, lo que puede dar una idea de la posible presencia de estas sustancias
antioxidantes, antibacteriales y antifingicas. Sin embargo es importante resaltar
qgue el espectro infrarrojo se utiliz6 como herramienta para obtener informacion
estructural de la muestra, no como una confirmacion de la presencia de
compuestos especificos ya que para poder identificar compuestos es necesario
realizar una separacion y purificacion de cada uno de ellos y emplear diversas
técnicas de analisis.

En el espectro infrarrojo del extracto hidroalcohdlico de la flor de caléndula
muestra en la longitud de onda de 3441,90 cm-1 una banda ancha caracteristica
del enlace OH asociado, cercano a los 3000 cm-1 se presenta la banda del enlace
propio de los alquenos (=C-H), las bandas encontradas en 2929,60 cm-1, 2855,80
cm-1 son propias del estiramiento del enlace de los alcanos (C-H), la banda
intensa encontrada en 1727,50 cm-1 es causada por el estiramiento propio del
enlace C=0 del grupo carbonilo de las cetonas, en 1600,50 cm-1 y 1580,40 cm-1
se encuentran dos bandas causadas por el estiramiento del enlace C=C presente
en los compuestos aromaticos, la banda presente en 1447,80 cm-1 se debe a una
flexion asimétrica en el plano H-C-H, mientras que la banda en encontrada
1367,50 cm-1 es caracteristica de la flexion simétrica en el plano propia del metilo
(-CH3), en 1285,40 cm-1 aparece una banda correspondiente al enlace C-O, en
1126,10 cm-1 se observa una absorcion fuerte caracteristica de la vibracion del
enlace C-O propia de los éteres, en 1073,40 cm-1 esta la banda caracteristica del
estiramiento del enlace C-O propia de los alcoholes, mientras que los alcoholes
secundarios presentan dos bandas intensas entre 1125 cm-1 y 1000 cm-1, en el
espectro se observan estas dos bandas en 1040,90 cm-1 y 1017,00 cm-1, por
ultimo se encuentran dos bandas causadas por compuestos bencénicos en 863,50
cm-1y en 704,90 cm-1 debido a flexiones fuera del plano y estiramientos [25,26].
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Caracterizacién Antioxidante
Carotenos totales:

Figura 2.2 Cuantificacion de carotenos
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Tabla 2.3 Ecuaciones de las curvas de calibracion para la cuantificacion de
carotenos

Curva de 2
Compuesto . - r
calibracion
. Y=30,36*X +
Luteina 4513 0,99
Y=14,73*X + (-
B-caroteno 1,71) 1
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Los extractos de plantas fuente de antioxidantes, tradicionalmente se usan como
aditivos en alimentos, bebidas y forrajes, ya sea en forma de extractos naturales o
como compuestos puros [27], en reemplazo de los aditivos sintéticos [28], y como
fuente de antioxidantes en especial de B-caroteno [27,29]. Los carotenoides se
encuentran en las partes verdes, amarillas y colores semejantes de las plantas y
frutos. En la flor de caléndula el color caracteristico es el naranja y el amarillo,
siendo un indicativo visual de la presencia de carotenoides, el componente
principal responsable de la coloracién en esta flor es la luteina.

Como se puede ver en la Figura 2.2 al inyectar el extracto de caléndula en el
tiempo de 3,517 minutos aparece el pico que representa la concentracion de
luteina y en el tiempo de 26,005 minutos aparece el pico correspondiente al [3-
caroteno. Las curvas de calibracion se presentan en el Tabla 2.3, siendo X el area
bajo la curva y Y la cantidad de compuesto expresado en ppm, obteniendo de esta
manera 1,81ppm luteina y 5,68 ppm B-caroteno, teniendo en cuenta la dilucion del
extracto 10mg/mL la concentracion final de luteina es de 1,81*10-3 mg luteina/mg
de extracto o de 1,81*10-2% y la concentracion de (3-caroteno es de 5,68*10-3 mg
B-caroteno/mg de extracto o de 5,68*10-1%.

Investigaciones realizadas por Fuentes y sus colaboradores (2000) [2] muestran
gue la caléndula presenta un contenido de carotenoides totales de 7,80*10-2 % y
1,70* 10-2 % en la variedad fiesta gitana y radio respectivamente en las flores y en
los receptaculos. Por otra parte Bako y sus colaboradores (2002) [9] identificaron
los carotenoides presentes en pétalos de caléndula cultivada en el sur de Hungria,
dichos compuestos fueron extraidos con metanol y dietileter e identificados
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), las concentraciones
halladas fueron luteina 5,69%, 9/9Z — luteina 2,64%, 13/13Z, luteina 1,79% y [3-
caroteno 6,46% en peso seco.

Como se puede ver la concentracion de B-caroteno determinada en el extracto de
caléndula es mayor que la concentracion de carotenos totales identificada por
Fuentes y sus colaboradores (2000), sin embargo la comparacibn no es muy
precisa ya que en el estudio mencionado la determinacion se hace sobre las flores
y receptaculos frescos y en este caso se realizé sobre el extracto de las flores. En
cuanto a los resultados de Bako y colaboradores (2002) no se precisa en que
variedades fueron analizadas y los resultados son reportados en fresco, peso seco
y no sobre el extracto.
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Actividad antioxidante

En el método DPPH se determina la actividad antioxidante, basandose en la
descomposicion de un compuesto cromoforo, ocasionado por una reduccion del
radical estable DPPH* esta reduccidén dependerd de la capacidad que tenga el
compuesto antioxidante de transferir electrones o donar protones. En este método
el extracto de caléndula presentd separacion de fases, una concentrada (parte
solida del extracto) y una diluida (parte acuosa) fase superior las cuales fueron
analizadas por separado (Figura 2.3) Los ANOVA muestran que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las muestras fase concentrada del
extracto, fase diluida del extracto y patrén trolox, que permite concluir que el
extracto de caléndula concentrado genera una mayor decoloracion o reduccion de
los compuestos croméforos en comparacion con el extracto diluido, indicando una
mayor concentracion de compuestos antioxidantes 0 compuestos con una
actividad antioxidante mayor que el extracto diluido. Es por ello que para usos
como antioxidante se preferira el uso del extracto concentrado.

Figura 2.3 Curva absorbancia / tiempo

0,50
0,45 i
0,40 \\
0,35
0,30
0,25

0,20 o —— v — b—s
0,15
0,10
0,05
0,00

Abs. 515 nm

0] 50 100 150 200 250 300

Tiempo (s)
=—t==Trolox [ImM]  =—m=Extrac.Concentrado Extrac. Diluido

Letras minusculas distintas indican diferencia significativa entre las muestras (ps<0,05)

La absorbancia se leyé a 515nm a intervalos de tiempos diferentes hasta que la
reaccion alcanz6 un equilibrio. ElI porcentaje de decoloracion de DPPH* fue
calculado mediante la Ec.2.1.
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Am—Abm
AbDPPH

%DPPH =1 — ( ) £ 100

[30] (Ec.2.1)

Donde Am: es la absorbancia de la muestra, Abm: es la absorbancia del blanco de
la muestra, AbDPPH: absorbancia del blanco DPPH), la absorbancia para la
solucion 60 yM de DPPH presenté una absorbancia de 0,48nm y la absorbancia
de la muestra dada por el equipo lleva incluida la correccién del blanco. El
resultado de este calculo da un % de DPPH de 74,33% para el extracto de
caléndula concentrado y 45,44% para el extracto diluido, comparado con un 60%
para el patron de trolox, esto significa que el extracto de caléndula concentrado
tiene una mayor porcentaje de inhibicion antioxidante que la solucion patrén de
trolox de 1Mm (Figura 2.4).

Figura 2.4 Capacidad de secuestro del radical DPPH
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La cantidad necesaria para secuestrar el 50% del radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) se expresa como concentracion efectiva 50 (EC50) equivalente de trolox y
se calcula teniendo en cuenta la curva de calibracion de trolox en términos de
mmol de trolox Ec.2. 2.
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Y=-9,592 X + 0,575 (Ec. 2.2)

Donde Y es la absorbancia de estabilizacion del extracto, dando como resultado
35,29 mmol equivalentes de Trolox por gramo de extracto de caléndula
concentrado y 24,42 mmol equivalentes de Trolox por gramos de extracto de
caléndula diluido.

Montoya y colaboradores (2003) [31] determinaron la capacidad antioxidativa del
extracto de caléndula mediante el método DPPH, a un tiempo de 30 minutos (1ug
extracto inicial en 1 mL del medio metandlico con 35 uM DPPH) encontrando un
porcentaje de inhibicibn de DPPH de 16,67%. Por otra parte Cetkovic y
colaboradores (2004) [32] determinaron las propiedades antioxidantes de los
extractos metandlicos obtenidos de Calendula arvensis L. silvestre y Calendula
officinalis L. siendo la ultima la que presentdé mejor comportamiento por su mayor
% de inhibicion de DPPH del 12,90 +0,8. Segun los resultados obtenidos el
extracto de caléndula tanto concentrado como diluido presentan una mayor
capacidad antioxidante que la reportada para la caléndula por estos autores, estas
diferencias pueden depender de la variedad de la flor estudiada o del método de
obtencion del extracto.

Como método de comparaciéon se realizo la medicion de la actividad antioxidante
por el método ABTS en donde el compuesto antioxidante extraido de la flor de
caléndula ocasiona una reduccion (decoloracion) del radical ABTS* esta
reduccion dependera de la capacidad que tenga el compuesto antioxidante de
transferir electrones o donar protones al igual que el método DPPH. La Figura 2.5
muestra el comportamiento cinético de la decoloracion del radical ABTS* con el
extracto de la flor de caléndula.
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Figura 2.5 Curva absorbancia / tiempo
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El porcentaje de de inhibicion del radical ABTS* ocasionado por el antioxidante fue
calculado mediante la Ec.2.3.

o Abs inicial — Abs final
Yeinhibicion = bs inicial % 100 (Ec.2.3)
£ ! C.2c.

Donde A inicial: es la absorbancia de la solucion de ABTS*, A final: es la
absorbancia de la muestra a los 7 minutos, segun esto el extracto de caléndula
presentd un porcentaje de inhibicion del 61,80%. La actividad antioxidante se
expresa como mmol de trolox/g de extracto y se determina segun la curva de
calibracion (Ec. 2.4).

Y=-14,52X + 0,507 (Ec. 2.4)

Siendo Y es la absorbancia del extracto tomada a los 7 minutos de iniciada la
reaccion, dando como resultado 142,87 mmol equivalentes de Trolox por gramo
de extracto de caléndula, en los estudios anteriores realizados acerca de la flor de
caléndula no se encontraron reportes acerca de su actividad antioxidante medida
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por el método ABTS, por lo cual no se puede realizar una comparacion de
resultados.

La flor de caléndula tiene una composicién quimica compleja, con un amplio
namero de familias y abundancia de compuestos antioxidantes, siendo los
carotenoides y flavonoides los méas importantes y representativos, estos
compuestos al retardar o inhibir la degradacién oxidativa de las moléculas
organicas, previenen la formacion de colores y olores desagradables en los
alimentos y la aparicién de enfermedades degenerativas en el ser humano. En la
actualidad existe un gran interés por producir alimentos que contengan aditivos
naturales. Las flores comestibles, como la caléndula, pueden ser utiles dada su
actividad antioxidante, incrementando la concentracion de antioxidantes de forma
natural hasta los niveles que induce los beneficios esperados o afadir los
antioxidantes que no estan presentes de forma natural en el alimento.

Conclusiones

El extracto de caléndula fue obtenido mediante maceracion, el rendimiento
obtenido fue de 4,62% en base humeda y 29,80% en base seca, a dicho extracto
se le realiz6 una marcha fitoquimica con el fin de identificar algunos metabdlitos
secundarios presentes, encontrando una alta presencia de taninos, quinonas,
carotenoides y una presencia moderada de cumarinas, compuestos conocidos por
sus propiedades benéficas, en este caso es de interés la accion antioxidante y
antibacterial que estos presentan. Como herramienta para obtener informacion
estructural de las sustancias presentes en el extracto se empled el espectro
infrarrojo en donde se ven reflejadas varias bandas caracteristicas de grupos
funcionales y enlaces quimicos caracteristicos de algunos compuestos
antioxidantes encontrados previamente en la flor de caléndula como [3-caroteno, a-
caroteno, licopeno, luteina, B criptoxantina, zeoxantina, anteraxantina, flavoxantina,
kaempferol, quercetina, isorhamnetina, rutosido, hesperidosido, violaxantina,
criptoxantina, zeoxantina, luteoxantina, rutina entre otros [1,2,8,3] y antifingicos y
altibacteriales como: hidrocarburos sesquiterpenicos en mayor proporcion,
sesquiterpenos, &-cadineno, a-muurolol [14,15]. Las frecuencias caracteristicas
detectadas son basicamente de enlaces alcanos -C-H, alquenos =C-H, enlaces O-
H, aldehidos, cetonas C=0, compuestos aromaticos C=C, sustituyentes metilo H-
C-H, enlaces C-O de los alcoholes y éteres. En cuanto a la caracterizacion
antioxidante en cuantificacion de carotenos se encuentra evidencia de luteina y B-
caroteno en concentraciones de 1,81*10-3 mg luteina/mg de extracto o de 1,8*10-
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2 % y la concentracion de B-caroteno es de 5,68*10-3 mg [-caroteno/mg de
extracto o de 5,68*10-1%. Por otra parte la actividad antioxidante por DPPH vy
ABTS, en DPPH se determind en dos fases del extracto una concentrada y otra
diluida encontrandose que el extracto concentrado contiene mayor concentracion
de compuestos antioxidantes o compuestos con una actividad antioxidante mayor.
Es por ello que para usos como antioxidante se preferird el uso del extracto
concentrado, el porcentaje de decoloracion del DPPH para el extracto de
caléndula concentrado es de 74,33% y para el diluido es de 45,44%, el método de
comparacién ABTS dio como resultado 142,87 mmol equivalentes de Trolox por
gramo de extracto de caléndula.

Los resultados encontrados en la investigacion sugieren al extracto de la flor de
caléndula como una posible sustancia para ser utilizada como antioxidante natural
en la industria alimentaria incrementando la concentracion de antioxidantes de
forma natural hasta los niveles que pueda inducir los beneficios esperados o
afadir los antioxidantes que no estan presentes de forma natural en el alimento.
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3.Capitulo 3

GENERALIDADES SOBRE LA FRUTA Y PULPA DE ARAZA (Eugenia stipitata)
GENERALITIES ABOUT FRUIT AND PULP ARAZA (Eugenia stipitata)

Lady Elizabeth Dominguez M, Néstor Ariel Algecira E, Maria Soledad Hernandez

3.1 Resumen

En Colombia gracias a la diversidad de climas y tipos de suelos es posible cultivar
gran variedad de alimentos desconocidos para otras culturas, entre ellos se
encuentran el araza (Eugenia stipitata) fruta exotica originaria de la region
amazonica occidental. Por sus propiedades organolépticas y nutricionales es vista
como un producto innovador, promisorio para el desarrollo del pais y
potencialmente atractiva para los mercados internacionales. Es por esta razén que
en los ultimos afos se ha realizado un gran esfuerzo en su investigacion. En el
presente documento se presenta una revision bibliografica de dichos trabajos
centrados principalmente en las caracteristicas fisicoquimicas, perecibilidad, forma
de almacenamiento y los productos derivados del araza, principalmente la pulpa
de fruta. Las investigaciones acerca del araza son relativamente nuevas, en ellas
se evidencia que el araza presenta importantes caracteristicas organolépticas y
nutricionales como contenido de vitamina C, A y B1l, proteina, fibra, acido
ascorbico. También muestran la alta perecibilidad de la fruta y los grandes
esfuerzos para hallar métodos de conservacion. Sin embargo, los estudios
realizados no han abordado técnicas para evitar los cambios naturales en la pulpa
como el pardeamiento enzimatico y el crecimiento de hongos y levaduras.

Palabras clave

Caracteristicas fisicoquimicas, Almacenamiento, Subproductos, Pardeamiento
enzimatico, Cambios microbioldgicos.
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Abstract

In Colombia have diversity of climates and soil types may -cultivate variety of
foods unknown to other cultures, among them is
the araza (Eugenia stipitata) exotic ~ fruit native to the western Amazon
region. Because organoleptic and nutritional properties is seen as an innovative
product, promissory for the development of the country and potentially attractive for
international markets. For this reason in last years has made a great effort in the
research of this topic. This paper presents a literature review of this
research focused primarily on the physicochemical
characteristics, perishability, storage  formand  araza products,  mainly fruit
pulp. Research about arazé are relatively new, according to this the araza
presents important organoleptic and nutritional features as vitamin C, A and B1,
protein, fiber and ascorbic acid. They also show the high perishability of the
fruit and the great efforts to find methods of
preservation. However, the studies have not addressed technical to avoid
the natural changes inthe pulp asenzymatic browning and growth of fungi
and yeasts.

Key words

Physico-chemical characteristics, Storage, Secondary products, enzymatic
browning.

3.2 Introduccioén

La region amazonica es inmensamente rica en flora y fauna, presentando
especies desconocidas para el resto del mundo, dichas especies constituyen en la
actualidad un objetivo de investigacion. En el caso de las especies frutales se ha
desarrollado un gran interés por su composicion nutricional, propiedades benéficas
para la salud, sabores y sensaciones nuevas al paladar, tecnificacion en los
cultivos, manejo poscosecha, transformacion y en general todo lo relacionado con
la produccién y el consumo. Todo esto con el fin de impulsar la industria en la
region amazonica a través de sus productos novedosos y asi generar una nueva
alternativa econémica. Entre dichos frutales nativos se encuentra el Araza uno de
los productos con mas potencial econédmico, con propiedades organolépticas y
nutricionales muy importantes. A continuacion se presenta una recopilacién de
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informacion y algunos estudios acerca de este fruto y del subproducto principal
como lo es la pulpa de araza.

3.3 Araza
Clasificacion taxondémica del araza:

Tabla 3.1 Taxonomia de araza

Reino Vegetal (Plantae)

Subreino | Embryiophya
Division | Tracheophyta
Subdivisién | Spermopsida
Clase Angiospermae
Subclase | Dicotyledoneae
Orden Myrtaceae
Familia | Myrtaceae
Genero | Eugenia
Especie |Eugenia stipitata Mc Vaught
Eugenia stipitata subsp. Sororia

Subespecie

Eugenia stipitata subsp. Stipitia

Fuente: [1]

Origen vy distribucion: El arazd es originario de la regidbn amazoénica occidental
comprendida entre el rio marafion y el rio Ucayali y en las proximidades de
requena y el nacimiento del rio amazonas. La mayor diversidad genética de
Eugenia stipitata se registra en el sudoeste de la Amazonia, de igual manera, la
especie se encuentra en estado silvestre solamente en la Amazonia occidental.

El araza (Eugenia stipitata) Mc Vaught (Tabla 3.1) es cultivada en los paises Perd,
Brasil, Ecuador, Colombia, Bolivia y Costa rica. En Colombia, aunque no en
grandes cultivos, se encuentra distribuida en los departamentos del Meta,
Caquetad, Putumayo y Amazonas, asi como se encuentran reportes en
Cundinamarca y el Eje cafetero. El epicentro de la distribucion de la especie en
Colombia se encuentra en la Amazonia suroccidental (Putumayo principalmente)
donde se propago a las otras regiones del pais [2,3,4].

Descripciéon del fruto: La fruta de araza (Eugenia stipitata) se caracteriza por ser
una baya esférica con epicarpio delgado, pubescencia fina y color verde claro que
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se torna amarillento y anaranjado en la madurez, el mesocarpio es espeso, jugoso
de color, entre amarillo y naranja, aromatico y agridulce; y la cavidad interior del
fruto esta ocupada por un numero de 12 a 16 semillas [5]. El arbol de araza puede
producir de dos a cuatro cosechas [6] es decir la planta produce practicamente el
afio entero [7] cada planta produce entre 400kg por cosecha en temporada alta [8]
con una mayor produccién en los meses lluviosos [9]. El arazé se considera como
un fruto promisorio de la region amazoénica colombiana aunque sigue siendo
desconocido en varios paises amazonicos [102.] Se destaca por su adaptaciéon a
los suelos pobres y acidos propios de esta regidon, por sus propiedades
organolépticas, como sabor y aroma, contenido nutricional, buena capacidad
antioxidante y contenido de los mismos, compuestos que tienen acciones
antitumorales, antialérgicos, antiinflamatorias, y disminuyen el riego de padecer
enfermedades degenerativas y coronarias [11]. El araza o guayaba amazdnica
inicia su fructificacion entre los 18 y 20 meses después de la siembra en el campo,
con fructificacion cada 2.5 meses y una produccion promedia de 5kg. El araza es
un producto que presenta la caracteristica de ser climatérico [12] por lo tanto se
puede cosechar cuando ha alcanzado su maximo desarrollo (madurez fisiolégica)
estado de madurez O - 1 cambio en coloracion de la cascara de verde intenso a
verde claro sin brillo o cuando en su parte inferior aparezcan los primeros visos
amarillos, continua su proceso de maduracion después de su cosecha (Figura 3.1,
Tabla 3. 2).

Figura 3.1 Cambios colorimétricos durante el desarrollo y la maduracion del Araza

Fuente: [13]
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Tabla 3.2 Escala de color durante el desarrollo y maduracién del Araza

Escala Color
de Estado Seceringion Valor Descripcion
color b Coordenadas
L=52-54
1 Inmaduro | verde C= 32-37 Color verde oscuro,
leve modificacion a
H= 106-108° |tonalidad mate
L= 54-57
2 verde- Verde mate | C= 38-41
maduro Color verde claro
H= 101-105° |sin brillo
L=58-60
3 pinton | Verde- C= 42-44 Color verde con 10-
amarillo 25% de  color
H= 95-99° amarillo
L= 61-64
4 Pinton % | Verde- C= 45-48 Color amarillo en
amarillo mas del 50% del
H= 89-94° fruto
L= 65-67
5 Maduro |Amarillo  |C=49-54 Color amarillo en el
100% de la
H= 83-88° superficie del fruto
L=68-71
5 Sobre Amarillo C= 55.59 |
maduro | oscuro Color amarillo
H= 80-84° oscuro, fruto blando

Fuente: [13]
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Composicion y caracterizacion quimica

Los frutos en optimo estado de madurez presentan una considerable acidez y, en
consecuencia bajo pH. Adicionalmente tiene un contenido moderado de vitamina
C, importante para la conservacion de la pulpa [4] ver Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Caracterizacion quimica del fruto fresco de araza (base humeda)

Caracteristica Cantidad

Humedad 95,8
pH 2,9
Solidos solubles (°Brix) 3,2
Acidez (g Ac citrico/100 g de parte comestible 1,06
Azucar(_as reductores (g de glucosa anh/ 100g parte 039
comestible ’

Azucares totales (g de glucosa anh/ 100g parte comestible 2,93
Vitamina C mg/100g 191
Proteina (g) 0,9
Fibra % 0,51
Cenizas % 0,21

Fuente: [4]

El fruto de araza posee un alto contenido de humedad, que contribuye al
incremento de la tasa respiratoria e incide directamente en la alta perecebilidad.
Los contenidos proteicos resultan moderadamente altos y pueden estar asociados
a una alta tasa metabdlica, con un importante nivel de actividad enzimatica. Por
otra parte, la fibra cruda constituye un interesante aporte a la dieta basica. El
araza aporta una moderada cantidad de acido ascorbico, entre otras vitaminas,
favoreciendo de esta forma la seguridad alimentaria en la region amazonica, ya
gue otra manera el consumo de vitaminas provendria siempre de frutos
“importados” a la region (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4 Caracterizacién quimica de la pulpa de fruto de araza del piedemonte
amazonico en estado maduro

Variable Contenido
Ecotipo brasilero | Ecotipo peruano
Materia seca (%bs) 9.68 7.89
Proteina (%bs) 12.67 11.05
Extracto etéreo (%bs) 12.32 12.23
ENN (%bs) 61.68 64.17
Fibra cruda (%bs) 11.29 9.74
Cenizas (%bs) 2.04 2.81

Fuente: [14,15]

Posee un alto contenido en nitrogeno y por lo tanto de proteina bruta, pero escaso
contenido en fosforo. También presenta un alto contenido de hidratos de carbono,
cantidades medias de provitamina A, B1 y C, y bajos contenidos de aceite y
grasas [1]. El contenido de aminoacidos en la pulpa de araza se presenta en la
Tabla 3.5.

En cuanto a la capacidad antioxidante del araza (cascara junto con la pulpa) por el
método de FRAP es de 11.4 £ 0,14 y por el método de ABTS 20.2 + 2.44 las
unidades de medida son micromoles de equivalentes trolox por gramo de peso
fresco (umol of TEs/g of FW), los fenoles totales son de 111 + 3.64 miligramos
equivalentes de acido galico por cada 100 gramos de peso fresco (mg of
GAEs/100 g of FW) y de acido ascérbico de 8.92 + 0.38 miligramos equivalentes
de acido ascorbico por cada 100 gramos de peso fresco (mg AA/100 g of FW) [16].
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Tabla 3.5 Contenido de aminoacidos de la pulpa de araza

Contenido de aminoéacidos p%ltg(i)nga
Glicina 4.17+0.19
Alanina 6.84+0.17
Valina 4.77+0.24
Leucina 6.05+0.44
Isoleucina 3.79+0.15
Prolina 3.46x0.06
Fenilalalina 4.1+0.25
Tirosina 2.94+0.14
Serina 4.11+0.22
Treonina 3.64+0.19
Cisteina 1.78+0.16
Metionina 1.84+0.04
Asparagina-Acido

asgartigo 8.57+0.06
Glutamina-Acido glutamico | 31.86%2.14
Lisina 5.53+0.28
Arginina 4.14+0.07
Histidina 2.43+0.13

Fuente: [17]

Perecebilidad y almacenamiento: La fruta es muy susceptible, presentando dafios
por manipulacion y transporte especialmente cuando estd madura, entonces la
cosecha se debe realizar cuando el fruto esta casi verde (pinton) [8]. La alta
perecebilidad se presenta con caracteristicas como pérdida de peso,
ablandamiento, pardeamiento y susceptibilidad a las pudriciones [11]. Si la fruta de
araza se deja madurar en el arbol, la vida util poscosecha solo alcanza a las 72
horas como resultado de la antracnosis y otros problemas de decaimiento [18, 19].
Su transporte y almacenamiento debe efectuarse bajo condiciones de baja
iluminacion y temperatura controlada 12°C (Temperatura critica) y una humedad
relativa del 85%, por periodos de 15 dias; con previa labor de pre-enfriamiento,
sumergiendo los frutos entre 1y 7 °C por 30 minutos después de cosechado para
disminuir el calor de respiracion [10]. La temperatura de almacenamiento de 12°C
disminuye la perdida de &cidos organicos, acido ascoérbico y retraso de la
senescencia [20].
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Los frutos almacenados en temperaturas por debajo de la temperatura critica
presentan la mayor incidencia del ataque de Gloesporium sp lo cual puede
explicarse sobre la base de que los frutos con dafio por frio resultan mas
susceptibles a la pudricion y ataques de patégenos, producto de los cambios
metabdlicos ocurridos [21,4].

Debido a su gran susceptibilidad, al dafio y el rapido ablandamiento durante la
etapa poscosecha y al poco contenido de fibra [17], se recomienda procesarlo en
forma de pulpa y almacenarla bajo congelacion, para obtener posteriormente
productos derivados [7,22].

Se ha determinado que los mejores métodos para la conservacion del fruto de
araza son el uso de Metilciclopropeno (LMCP) y el uso de atmosferas modificadas.
El primer tratamiento funciona como gas bloqueador de los receptores de etileno,
retrasando la maduracion, la senescencia, el cambio de color y la incidencia de
antracnosis de los frutos, y el segundo tratamiento consiste en la modificacion de
la composicion gaseosa circundante al fruto con el fin de reducir los procesos
metabdlicos y la respiracion del fruto y de este modo mantener la calidad del
mismo, disminuyendo perdidas de peso, pudriciones y cambios de textura y color,
entre otros [13, 19, 23].

Comercializacion y subproductos: En Colombia el interés economico por el araza
ha crecido de manera importante, constituyéndose asociaciones de cultivadores y
encontrandose en los supermercados [5], siendo considerado como un fruto
tropical promisorio, con altas perspectivas para ampliarse en el mercado a pesar
de no estar difundido como cultivo. En paises como Peru y Brasil, la especie ha
venido adquiriendo importancia econémica como componente principal de los
sistemas de produccién alternativo en areas de colonizacién [1].

Por estas razones el araza requiere de tecnologias de innovacién para productos
novedosos, convenientes, inocuos y con altas cualidades nutricionales [24]
impulsando el desarrollo competitivo de la fruticultura en Colombia.

Por su alto contenido de provitamina A, es ideal como alimento infantil porque
cumple una funcién importante en el desarrollo de las células y contribuye en la
prevencion de enfermedades infecciosas [25]. También posee una actividad
antioxidante que es importante desde el punto de vista funcional ya que interviene
en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer [22].
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La alta acidez que presenta ocasiona una menor demanda del producto fresco, es
por ello que se comercializa usualmente en forma de productos derivados: Pulpas,
jugos, conservas, mermeladas, bocadillos, néctares, cocteles, vinos,
deshidratados [26, 9]. Algunas investigaciones se han centrado en la produccion
de jugos clarificados [22], yogurt [8, 27], confite duro [5]. La fruta también tiene
potencial para la extraccién de los principios aromaticos por su olor agradable y
exotico que es utilizada en la industria de perfumes [27].

Otros productos derivados del Arazd que han tomado gran importancia son el
dulce o ate de araza (bocadillos de arazd) y la salsa de arazd para yogurt
empleada en la saborizacion del yogurt [28].

3.4 Pulpas de araza

La pulpa de fruta es un producto pasteurizado, congelado o refrigerado, que se
obtiene de la desintegracion y tamizado de la fraccion comestible de la fruta
fresca, sana, madura y limpia, después de haber sido inspeccionada, pesada,
seleccionada, clasificada y escaldada. Es un producto no diluido, concentrado, ni
fermentado, sin aditivos ni preservativos, listo para su comercializacion o
utilizacion en la elaboracion de otros productos. Los jugos y pulpas de frutas
deben elaborarse en condiciones apropiadas, con frutas frescas, sanas, maduras
y limpias [29]. Es reconocida la importancia de las pulpas de fruta como uno de los
métodos de conservacion que permite obtener un producto con caracteristicas
sensoriales, sanitarias y nutricionales parecidas a las de las frutas de origen.

Por otra parte, la demanda nacional de productos procesados a base de frutas,
presenta un gran dinamismo y podria constituir, indudablemente, una fuente de
crecimiento de la actividad primaria. La demanda de fruta procesada se duplico
entre 1992 y 1997, creciendo en mayor magnitud la demanda industrial de pulpas,
concentrados, frutas en conserva y uvas pasas. Las exportaciones colombianas
de frutas procesadas han venido disminuyendo drasticamente a una tasa
promedio del 15% entre 1992 y 2000 [30].

Para extraer la pulpa de araza debe utilizarse fruta madura; la fruta semimadura
es demasiado acida, con poco aroma, y presenta menos facilidad para extraer la
pulpa [5]. Este fruto presenta un rendimiento en la pulpa del 70%, se puede
procesar con la corteza, sin disminuir sus caracteristicas organolépticas y
fisicoquimicas, la pulpa refinada tiene un rendimiento de 51 a 55%. Se ha
determinado que el mejor momento para la obtencién de la pulpa, se presenta

77



cuando el fruto posee coloracién amarillo intenso, tanto en la corteza como en la
pulpa, en frutos sanos y sin dafos bioldgicos (como ataque de hongos, bacterias u
otro tipo de pudriciones) [31, 20].

Los componentes quimicos y nutricionales de pulpa fresca de araza de origen
peruano se muestran en el Tabla 3.6.

Tabla 3.6 Componentes quimicos y nutricionales de pulpa de araza

Componentes | Cantidad Unidad de expresion
Carbohidratos | 69,0 - 71,6
Nitrégeno 1,2-1,7
Fosforo 0,1

’ /100 g pulpa base seca
Potasio 1,7-2.3 J 9 PHP
Calcio 0,1-0,2
Magnesio 0,08 - 0,13
Vitamina A 7,7

1 I ha

Viamina BL 0.8 Mg/100g pulpa base humeda
Vitamina C 76 mg/100g pulpa base

' hiameda

Fuente: [13, 32].

Con la pulpa de araza pueden elaborarse varios productos como néctares, jugos,
mermeladas, pasta de bocadillo, yogurt, postres [4]. La pulpa pasteurizada a 80 °C
por seis minutos y congelada a -20 °C se mantiene como un producto estable por
mas de dos meses, sin cambios en sus caracteristicas organolépticas, excepto la
hidrolisis de las cadenas pépticas, que hace mas fluida la pulpa [33].

Toledo (2009) [34] determiné el valor nutritivo y funcional de tres clones de arazay
evalud el proceso para la obtencion de pulpas pasteurizadas y congeladas en
cuanto a la conservaciéon de dichas propiedades. Se encuentra que la calidad de
las pulpas congeladas mantienen sus caracteristicas nutricionales, organolépticas
y microbiologicas durante 6 meses sin pasteurizar, conservando el contenido de
sélidos solubles, vitamina C y contaminacién microbiologia.
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3.5 Cambios fisicoquimicos, microbiolégicos y sensoriales en las
frutas

Las frutas y vegetales estan constituidas por tejidos biolégicamente activos y por
lo tanto contienen una gran cantidad de enzimas. Después de la recoleccién, los
frutos en general continlan con su actividad respiratoria, se producen cambios
intensos durante su almacenamiento. La actividad mas comudn en frutas deriva en
las enzimas pectinasa, lipasa, lipoxigenasa, clorofilasa, proteasa, peroxidasa,
polifenoloxidasa y la ascérbico oxidasa. Estas enzimas deterioran la calidad de los
frutos frescos [35].

Pardeamiento Enzimatico: Las enzimas son catalizadores muy potentes y
eficaces, quimicamente son proteinas. Los alimentos poseen mecanismos
enzimaticos que intervienen en las reacciones quimicas de los mismos, estas
reacciones pueden ser beneficiosas o0 causantes de deterioro al degradar los
componentes [36].

El pardeamiento en frutas puede ser considerado como un conjunto de reacciones
bioquimicas que van en detrimento de un atributo de calidad de gran importancia
como lo es el color [36], un cambio en el puede sefalar otras alteraciones v,
ademas reducir la aceptabilidad del consumidor [37] y se hace evidente de forma
inmediata, cuando los tejidos de las frutas se exponen al contacto del oxigeno del
aire [35]. Dichas reacciones son un gran problema para la industria procesadora
de frutas, debido a la generacion de caracteristicas sensoriales indeseables
durante las etapas de manipulacion, procesamiento y almacenamiento,
minimizando la vida comercial de los alimentos procesados.

Las reacciones de pardeamiento enzimatico en las frutas, se da por la accion de la
enzima polifenoloxidasa, la cual se encuentra presente en tejidos animales y
vegetales que actla sobre algunos compuestos fendlicos. Los principales
sustratos de la polifenoloxidasa (PFO) son compuestos fendlicos (monofendles u
o-difendles) presentes en los tejidos vegetales (Figura 3.2 y 3.3). En estos tejidos
vegetales intactos, la PFO y otros sustratos estan separados por estructuras
celulares y el pardeamiento no se lleva a cabo; al realizar un corte, una
magulladura o al dafar en cualquier forma la integridad del fruto o de la verdura,
se permite que la enzima y sus sustratos se pongan en contacto, y den lugar a
coloraciones oscuras o pardas [38, 39].
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Figura 3.2 Etapas de la reaccion del pardeamiento enzimatico
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Fuente: [40]

Figura 3.3 Reaccion de pardeamiento enzimatico
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Esta reaccion se lleva a cabo cuando estan presentes tres componentes: La
polifenoloxidasa activa, el oxigeno y el sustrato adecuado (monofendles,
ortofendles, difenoles); la eliminacién de uno de ellos evitara el pardeamiento del
alimento [39, 42]. Los principales sustratos del pardeamiento se presentan en la

Tabla 3.7.
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Tabla 3.7 Principales sustratos del pardeamiento enzimatico

Catecol

Acido cafeico
Acido protocatético
Sustratos | Dopa

Dopamina

Acido galico

Acido clorogénico

Fuente: [43]

Por consiguiente, para el control de las etapas indicadoras del proceso resulta
posible actuar sobre dos de estos factores: la actividad enzimatica y la
disponibilidad del oxigeno, existen otros meétodos para controlar o impedir el
pardeamiento; los principales son: i) tratamiento térmico con agua en ebullicion,
vapor y microondas (escaldado) con lo cual se inactivan las enzimas; y ii)
tratamiento con anhidrido sulfuroso o con bisulfito [35].

En la actualidad los consumidores exigen alimentos preservados lo mas parecido
a los frescos, que garanticen una larga duracion, pero que reduzcan los quimicos
en el procesamiento. Esto orienta hacia la busqueda de sustancias naturales que
reduzcan el ataque microbiano, el pardeamiento enzimatico y prolonguen la vida
de anaquel; antioxidantes y antimicrobianos que tengan un origen natural [44].

Pardeamiento no enzimatico: En los productos procesados derivados de las frutas
el pardeamiento no enzimatico es producido por la reaccion de Maillard entre los
azucares reductores y los grupos amino libres [45]. En el caso de las frutas, con
alto contenido de azucares es inconveniente por que el producto final presenta
colores oscuros que le hacen poco apetecible [46].

Microorganismos: El deterioro de los alimentos de origen microbiano es muy
variado, pues depende de las caracteristicas del alimento y del entorno, debido a
gue los microorganismos tienen restricciones para su desarrollo [36]. El araza es
una fruta altamente perecedera ya que no posee tejido de sostén, susceptible a
dafio mecanico y por su alto contenido de agua es facilmente atacable por
microorganismos [12].
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Los mohos invaden con gran rapidez cualquier sustrato, gracias a que se
diseminan eficazmente, también a un alto indice de crecimiento y a su alta carga
enzimatica, que les permite degradar la mayoria de los compuestos de alto peso
molecular y utilizarlos como energia cubriendo los requerimientos de su
metabolismo [36].

Pefia y colaboradores (2007) realizaron un estudio en donde acondicionaron los
frutos de arazd basados en seleccion y clasificacion, lavado, desinfeccion y
remocion de la humedad residual y compararon el deterioro de frutos
acondicionados y sin acondicionar. Los resultados de muestran una reduccién en
las pudriciones y el ataque de hongos [12].

3.6 Almacenamiento

Las condiciones de almacenamiento de las pulpas son aspectos importantes que
pueden afectar la calidad de un producto final, en términos microbiolégicos,
fisicos, quimicos y sensoriales. La temperatura, la concentraciéon de gases y la
humedad relativa en el embalaje son los factores de mayor influencia sobre la
microbiota y la determinacion de vida util de los productos [47].

Al evaluar los efectos en términos fisicos, quimicos y sensoriales durante el
almacenamiento congelado de la pulpa de araza a -20°C durante cuatro meses se
encontr6 que el tratamiento de congelacion conservo la pulpa con buenas
caracteristicas sensoriales durante el primer mes de almacenamiento, sin
embargo en este periodo se vio seriamente afectada la textura instrumental y el
acido ascorbico. Después de dicho periodo se presentd una disminucion muy
significativa en la actividad antioxidante y el contenido de carotenoides [11].

Por otra parte el escaldado, la velocidad de congelacion y descongelacion ejerce
un efecto sobre en la calidad de la pulpa de araza, especificamente en cuanto al
contenido de acido ascorbico, capacidad de retencién de liquidos, y propiedades
relacionadas con la textura y la acidez se ha encontrado que el escaldado durante
7 minutos en combinacién con la congelacion rapida y la descongelaciéon lenta
ofrecen la mejor alternativa para la conservacion del araza logrando una menor
degradacion del acido ascérbico y un menor deterioro en la capacidad de
retenciéon de liquidos y menor dafio en las caracteristicas funcionales como
viscosidad, firmeza, cohesividad y consistencia. La aplicacion del escaldado de
pulpas permite la inactivacién de enzimas, con la disminucién de la perdida de
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acido ascorbico, de aroma, de sabor y color, se reduce la fermentacion y ayuda a
la estabilizacion de la textura [48].

3.7 Color

El color es la cualidad de la sensacion provocada en la retina de un observador
por las ondas luminosas de A entre 380-760nm. El color resulta de la interaccion
de la luz en la retina y un componente fisico que depende de determinadas
caracteristicas de la luz. Estas caracteristicas son, esencialmente el tono o matiz,
la saturacién o pureza y la luminosidad o brillo [49].

Para la medida del color se emplea un colorimetro el cual reporta la medida de
color por las coordenadas L* a* b* donde:

L*: Es el eje vertical que representa la luminosidad, variando desde el negro en la
parte inferior, que tiene un valor de cero, al blanco de la parte superior con un
valor de 100.

a*: Representa la tendencia al rojo (+) o verde (-). Esta coordenada varia entre -
120y 120.

b*: Representa la tendencia al azul (-) o amarillo (+). Esta coordenada varia entre -
120y 120.

La medida de color se basa en seleccionar un punto de medida, colocar el
colorimetro y accionarlo. El valor obtenido de las coordenadas cromaticas reflejara
el color de la superficie [50].

Conclusiones

Las investigaciones acerca del araza (Eugenia stipitata) se han centrado
principalmente en aspectos de cultivo, manejo de la cosecha, etapas de
maduracién, momento de recoleccion, enfermedades de la planta, caracterizacion
fisica y quimica del fruto, perecebilidad, cambios durante la senescencia, métodos
de almacenamiento, retardo de la senescencia y formas de procesamiento, es
decir obtencién de productos menos perecederos. Se evidencia claramente que el
araza es una fruta con un gran potencial de comercializacion y que constituye una
gran oportunidad de desarrollo para la regién amazdnica, con importantes
caracteristicas organolépticas y nutricionales como contenido de vitamina C,
proteina bruta, aminoacidos, fibra, acido ascérbico, vitaminas A, B1l, y C. Sin
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embargo también han existido esfuerzos para la conservacién del fruto ya que es
una fruta muy susceptible a presentar dafios por manipulacion y transporte
especialmente cuando estd madura, presentando caracteristicas como pérdida de
peso, ablandamiento, pardeamiento y susceptibilidad a las pudriciones. Es por ello
gue es necesario emplear métodos de conservacion como manejo de
temperaturas, humedad relativa, atmodsferas modificadas, uso de
metilciclopropeno o transformacién en subproductos.

Los principales subproductos que se han obtenido del araz& son la pulpa de fruta,
jugos, conservas, salsas, cocteles, vinos, deshidratados, yogurt, dulces y extractos
para perfumeria. La base de cualquiera de estos derivados es la pulpa de araza, el
rendimiento de la pulpa es aproximadamente del 70% y se puede procesar con
cascara, sin embargo la industria de obtencidon de pulpas en general también
enfrenta algunos obstaculos derivados de los cambios durante el almacenamiento,
como pardeamiento enzimatico y cambios microbiolégicos.

Los estudios realizados acerca del araza no han abordado técnicas para evitar los
cambios naturales en la pulpa, que inhiban el pardeamiento enzimatico y el
crecimiento de hongos y levaduras. En este tipo de pulpas es importante emplear
agentes naturales que permitan disminuir o inhibir estos procesos, proporcionar
mayor estabilidad microbiolégica, para obtener productos con propiedades
parecidas a la fruta fresca.
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4.Capitulo 4

EVALUACION DEL EXTRACTO DE FLORES DE CALENDULA COMO
ANTIOXIDANTE Y CONSERVANTE EN PULPA DE ARAZA

EVALUATION OF CALENDULA FLOWER EXTRACT AS ANTIOXIDANT AND
PRESERVATIVE IN PULP ARAZA

Lady Elizabeth Dominguez M, Néstor Ariel Algecira E, Maria Soledad Hernandez,
Luz Patricia Restrepo.

4.1 Resumen

La evaluacion del extracto hidroalcohdlico de flores de caléndula como
conservante y antioxidante en la pulpa de araza, se realiz6 mediante el control de
los parametros: pardeamiento enzimatico, calidad microbioldgica y calidad
sensorial, durante 2 meses de almacenamiento. El extracto fue incluido en dos
concentraciones, el umbral de deteccion ([1]) y el umbral de identificacion ([2]);
8.26x10-3 y 1,90*10-2g de extracto en 100g de pulpa respectivamente. El
pardeamiento enzimatico no se vio modificado por la adicion del extracto en las
concentraciones evaluadas, las variaciones detectadas dependieron de la
temperatura de almacenamiento, presentandose cambios de color mas fuertes en
refrigeracion. La evaluacion microbiologica revela que la combinacién entre la
adicion del extracto y el almacenamiento en refrigeraciéon es una buena opcién
para la conservacion de la pulpa de araza en términos de hongos y levaduras. En
cuanto a la calidad sensorial los parametros de sabor y aroma de la pulpa se
vieron afectados negativamente con la adicion del extracto. Se establecié que
aunque el extracto presenta importantes propiedades para la industria de
alimentos, debe emplearse algun tratamiento previo que permita probar
concentraciones mas altas y aprovechar su poder antioxidante y antifungico, sin
afectar la calidad sensorial del alimento.

Palabras clave

Calendula officinalis L., Eugenia stipitata, Pardeamiento enzimatico, Hongos y
levaduras, Calidad sensorial.
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Abstract

Evaluation of hydroalcoholic extract of marigold flower as a preservative and
antioxidant in the pulp araza carried out by control the parameters: enzymatic
browning, microbiological quality and sensory quality for 2 months of storage. The
extract was included in two concentrations, the detection threshold ([1]) and the
identification threshold ([2]); 8.26x10-3 y 1,90*10-2g of extract in 100g of pulp
respectively. Enzymatic browning was not modified by the addition of extract in
concentrations tested, the variations depended on storage temperature, by
stronger color changes in refrigeration. Microbiological evaluation shows the
combination of adding the extract and cold storage is a good option for
conservation of arazé pulp in terms of yeast and fungi. As for the sensory quality
parameters of taste and smell of pulp was negatively affected with the addition of
the extract. In conclusion although the extract has important properties for the
food industry be used to some treatment that allows testing higher concentrations
and use the antioxidant and antifungal, without affecting the sensory quality of
food.

Key words

Calendula officinalis L., Eugenia stipitata, Enzymatic browning, Fungi and yeast,
Sensory quality.

4.2 Introduccion

El arazd (Eugenia stipitata) es una fruta cultivada principalmente en la Amazonia
colombiana norte y sur y en menor proporcion en los Llanos orientales, Santander,
Eje cafetero y Valle del cauca. Esta fruta constituye una oferta natural que ha sido
vista como una alternativa productiva y promisoria, y como elemento fundamental
del desarrollo sostenible de estas regiones [1], debido a sus caracteristicas se
evidencia una gran susceptibilidad al deterioro, con una duracién de 15 dias como
maximo almacenado a temperatura de 12°C y humedad relativa del 85% con una
previa labor de enfriamiento [2], que la hace una fruta muy perecedera, razon por
la cual ha tomado gran importancia el procesamiento en pulpa para prolongar su
vida (til, sin embargo, este producto presenta problemas de estabilidad como el
pardeamiento enzimatico, reaccién bioquimica que va en detrimento de la calidad
sensorial, afectando de manera directa el color de la pulpa. Adicionalmente se
presentan problemas de calidad por hongos y levaduras constituyéndose de esta
forma en parametros criticos a controlar [3]. Actualmente existe un gran interés por
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encontrar conservantes naturales que frenen estos procesos y que sustituyan los
compuestos quimicos empleados usualmente, que no presenten efectos
secundarios indeseables [4] y que sean benéficos en la calidad del producto final y
la salud de los consumidores.

El extracto de la flor de caléndula (Calendula officinalis L.) puede constituir una
solucién para este tipo de problemas ya que su alto contenido de antioxidantes y
por consiguiente alta capacidad antioxidante (74,33% en porcentaje de
decoloracion de DPPH 6 35,29 8mmol de trolox/g extracto y en porcentaje de
inhibiciéon ABTS de 61,80% 6 142,8mmol de trolox/g extracto por ABTS) indica que
el extracto de esta flor tiene un gran potencial para ser utilizado como antioxidante
natural, adicionalmente el extracto hidroalcohdlico de caléndula fue empleado por
su actividad fotoestabilizante en la estabilizacion de riboflavina; sustancia
altamente sensible a la luz [5]. Por otra parte se encuentran reportes acerca de la
actividad antifungica [6,7] y antibacterial [8,9,10] de sus aceites esenciales y
extractos etandlicos. Teniendo en cuenta las propiedades benéficas de la flor de
caléndula se plantedé la presente investigacion en busca de su hallar una
aplicacion como conservante natural en la industria de alimentos. Como primer
acercamiento se emple6 como matriz alimenticia la pulpa de araz4, fruta altamente
perecedera pero de gran importancia para la economia colombiana y el desarrollo
de algunas regiones del pais. En este estudio basicamente se determino el efecto
gue tiene el extracto hidroalcohdlico de flores de caléndula como antioxidante y
conservante natural en la pulpa de Araza (Eugenia stipitata).
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4.3 Método

Elaboracion de la pulpa

Figura 4.1 Proceso de elaboracion de pulpa de fruta
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Para la elaboracion de la pulpa de arazd (Eugenia stipitata) Figura 4.1, se
utilizaron muestras comerciales adquiridas en Bogotd. Los frutos fueron
seleccionados en condiciones Optimas de calidad y madurez, limpios y
desinfectados.

Analisis sensorial

Los analisis sensoriales de determinacion de umbrales deteccidn e identificacion y
el perfil sensorial fueron realizados por el panel entrenado del Departamento de
Quimica de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota.

Determinacion de umbrales deteccion e identificacion. Los panelistas evaluaron
siete muestras de pulpa con diferentes adiciones de extracto, las concentraciones
utilizadas son 0,005 - 0,1 -0,2-0,4-0,8 - 0,16 — 0,32 g del extracto/ 100g de
pulpa. La metodologia consiste en evaluacion y comparacion de
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las pulpas con extracto, con una muestra patron que corresponde a la pulpa de
araza sin extracto, y se determina en cudl de las pulpas se percibe una sensacion
distinta a las caracteristicas y en cudl de ellas se logré identificar dicha sensacion
[11].

Preparacién de las muestras de pulpa de araza

En la preparacion de la pulpa de araza con inclusion del extracto se tiene en
cuenta el analisis sensorial de deteccion de umbrales, se realizaron tres pulpas de
araza; una control que no contiene extracto de caléndula (Control), una con la
concentracion hallada en el umbral de detecciéon ([1]) y la dltima con la
concentracion hallada en el umbral de identificacion ([2]). Muestras de las tres
pulpas fueron almacenadas en refrigeracion aproximadamente 5°C (Control R,
[1]R vy [2]R) y en temperatura ambiente aproximadamente 18 °C (Control A, [1]Ay
[2]A). Cada 10 dias se efectuaron controles colorimétricos y microbiologicos y
cada 20 dias sensoriales.

Analisis colorimétrico

Para la medida del color se empledé un colorimetro MINOLTA CR 300, el cual
reporta la medida de color por las coordenadas L* a* b*, el valor obtenido de las
coordenadas cromaticas reflejara el color de la superficie [12]. ElI patron de
calibracion fue blanco CR 300. Se realizaron tres medidas para cada tratamiento
en sitios al azar. Los resultados son expresados como indice CIRG (Colour Index
Red Grape) del sistema CIE L*a*b* mediante la Ec.4.1 [13].

|8O=h*
L*+(C*

CIRG =

Ec.4.1
Donde L* corresponde a la luminosidad, variando desde el negro en la parte
inferior, que tiene un valor de cero, al blanco de la parte superior con un valor de

100. C* corresponde al valor choroma (saturacion) y h* al hue angle (tonalidad),
gue se definen mediante la Ec 4.2y 4.3.
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Ec. 4.2y 4.3.

a*: Representa la tendencia al rojo (+) o verde (-). Esta coordenada varia entre -
120y 120.

b*: Representa la tendencia al azul (-) o amarillo (+). Esta coordenada varia entre -
120y 120.

Andlisis microbioldgico

Recuento de mohos y levaduras. Los hongos (mohos y levaduras) se evidencian
en condiciones desfavorables para el crecimiento bacteriano como: pH bajo, alto
contenido de sales y azlcares, bajo contenido de humedad y baja temperatura de
almacenamiento.

El medio de cultivo utilizado es Agar extracto de levadura-dextrosa-cloranfenicol.
El procedimiento se sigue de acuerdo a la técnica del ICONTEC NTC 4132 [14].

Analisis sensorial

Perfil sensorial. Para la evaluacion de la pulpa de araza (Eugenia stipitata) se
empled un perfil sensorial aplicando el test de puntaje [11], con cuatro variables
sensoriales: Aroma, sabor, textura, apariencia y color, tomado de [15], en donde
se dio la escala de calificacion mas amplia para la variable apariencia y color. Los
panelistas evaluaron seis muestras de pulpa, tres almacenadas a temperatura
ambiente; control A, [1]A, y [2]JA y tres almacenadas en refrigeracion control R,
[1]R, y [2]R. El procedimiento fue realizado los dias 1, 20, 40 y 60.

Analisis estadistico

Para la realizacion del andlisis estadistico se aplico un andlisis de varianza
(ANOVA) cuando las diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0,05). El
analisis estadistico de los datos se realizo utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion XV.
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4.4 Resultados
Anélisis sensorial

Determinacion de umbrales de deteccién e identificacion. La prueba de umbrales
se realiz6 con 7 panelistas, cada uno de ellos evalué las 7 muestras de pulpa con
diferente concentracion de extracto de la flor, compardndolas con una muestra
patrén que correspondia a la pulpa de arazé sola Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Resultados prueba determinacién de umbrales deteccion e identificacion

Catadores Concentracién del extracto Umbral de deteccién | Umbral de identificacion
0.005] 0.01 | 0.02 | 0.04] 0.08 | 0.16 | 0.32
- - - + + + + 0.03
1 - - - - + + + 0.06
- - + + + + + 0.01
2 - - - + + + + 0.03
3 + + + + + + + 3.53x10-3
N + + + + + + 7.07x10-3
4 - + + + + + + 7.07x10-3
N + + + + + + 7.07x10-3
+ + + + + + + 3.53x10-3
5 - - - + + + + 0.03
- - + + + + + 0.01
6 - - - + + + + 0.03
- - + + + + + 0.01
7 - - + + + + + 0.01
Umbral de deteccién grupal 8.26x10-3
Umbral de identificacion grupal 0.019

Como indica la prueba de determinacion de umbrales (Tabla 4.1) la concentraciéon
del extracto en la cual el grupo de panelistas detecta un sabor diferente al usual en
la pulpa de araza es 8.26x10-3g de extracto de caléndula en 100 g de pulpa de
fruta y la concentracion en la cual el grupo de panelistas identifica el sabor amargo
suministrado por la flor es de 1,90*10-2g de extracto de caléndula en 100 g de
pulpa de araza, por lo tanto, a partir de esta concentracion no se recomienda su
uso en este tipo de alimento. Cabe resaltar que mediante este método no se
determind la concentracion del extracto de caléndula en pulpa de araza aceptada
por el consumidor, sino que se determiné el nivel sensorial en que se podia incluir
el extracto en la pulpa.

Preparacion de las muestras de pulpa de araza

La pulpa de arazd se realizd6 teniendo en cuenta el andlisis sensorial de
deteccion de umbrales, elabordndose tres pulpas; una control que no
contiene extracto de caléndula, una con la concentracion del umbral
grupal de deteccion ([1]) vy la ultima con la concentracién del umbral grupal
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de identificacion ([2]), y fueron almacenadas a dos temperaturas: ambiente y
refrigeracion.

Es importante resaltar que se realizé un andlisis inicial de la pulpa de araza cruda
es decir elaborada sin los procesos térmicos de escaldado y pasteurizacion y se
repartié en tres partes; una control que no contiene extracto de caléndula, una con
la concentracion del umbral grupal de deteccion ([1]) y la ultima con Ia
concentracion del umbral grupal de identificacién ([2]). Experimentalmente se
observé que el recuento microbiolégico de hongos y levaduras el dia de la
elaboracién presenté una poblacién incontable en diluciones de 10?, 102, y 10?3,
en los dos tratamientos con adicion de caléndula y en la muestra patron. Estos
resultados impedian completamente la evaluacién del extracto de la flor de
caléndula por un periodo de almacenamiento, ya que desde la elaboracion se
hacia imposible el control de los parametros. Por esta razén se decidié emplear la
tecnologia por obstaculos utilizando la combinacion de tratamientos térmicos que
minimizan parcialmente la carga microbiologica y el pardeamiento de la pulpa,
posibilitando de esta manera la evaluacion del efecto del extracto con datos
iniciales de recuentos microbiologicos mucho mas bajos y evidencias de
pardeamiento en un periodo de almacenamiento mas prolongado. Sin embargo el
proceso experimental conto con una muestra patron que permite su comparacion
con los resultados de la pulpa con adicion del extracto, determinando si el extracto
ejerce 0 no un efecto sobre los parametros analizados. Respecto a este tema se
Pérez (2003) realiz6 un estudio en donde aplicO métodos combinados para el
control del pardeamiento enzimatico en la pera, combinando tratamientos
térmicos, agentes antipardeantes en medios osmoticos e isotonicos,
almacenamiento en refrigeracion y uso de sales de calcio, encontrando los
mejores resultados entre la combinacion de compuestos antipardeantes con sales
de calcio [16]. De igual manera Pinto (2010) evalué la combinacién de procesos
empague al vacio, almacenamiento a bajas temperaturas e impregnacion al vacio
con soluciones antipardeantes, evaluando atributos de calidad comercial como el
pardeamiento enzimatico, estableciendo que la combinacion entre el empaque al
vacio, temperatura de almacenamiento de 4°C y tratamiento con soluciones de
sulfito como la mejor alterna para prolongar la vida util de la pulpa de banano [17].

Los tratamientos térmicos empleados como tecnologia de obstaculos fueron
escaldado y pasteurizacion. Se considera que el proceso de esterilizacion
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pretende la destruccion de los microorganismos y la inactivacion total de las
enzimas, mientras que los procesos de pasteurizacién son considerados como
tratamientos térmicos leves que buscan la reduccién de la poblacién microbiana y
la actividad enzimética hasta niveles compatibles con el uso de otro medio de
conservacion [18].

Respecto a los tratamientos de escaldado y pasteurizacién existen estudios en
donde se puede determinar su efecto benéfico sobre la calidad microbiologica de
alimentos reduciendo la poblacién de microorganismos, por ejemplo en leche
materna [19], calostro [20], jugo de tuna [21], jugo de mora [22], néctar de tomate
de arbol [23], entre otros, sin embargo en todos los casos queda en evidencia que
la poblacion microbiana no se elimina completamente con el uso de estos
tratamientos, sino que se reduce en cantidades significativas.

En cuanto a la inactivacion enzimatica la efectividad del tratamiento depende
igualmente de las variables del tratamiento (tiempo, temperatura, pH, de la
composicion del alimento y del tipo de enzima [18]. El proceso de pasteurizacion
empleado fue a una temperatura de 80°C por un intervalo de 3 minutos, y con este
se reduce la actividad principalmente de las enzimas pectinmetilesterasa,
peroxidasa y polifenoloxidasa, siendo esta ultima la enzima que ha sido
considerada la que presenta mayor termoresistencia en los vegetales [24], que
significa que después de realizar el proceso térmico de pasteurizacion queda
presente actividad enzimatica residual, lo que produce cambios indeseables en el
color del producto, por efecto de la polifenoloxidasa o peroxidasa residual [25],
clarificaciones, decoloraciones y aparicion de sabores y aromas extrafios. De
acuerdo a un estudio realizado por Osorio (2008) en donde evaluo la influencia de
los tratamientos térmicos en la calidad y estabilidad del puré de fresa, la actividad
residual de la enzima polifenoloxidasa se disminuyd de un 100% a un 71% con
una pasteurizacion a 75°C por 15 segundos, a un 57% con una pasteurizacion a
90°C por 20 segundos y la mayor reduccion obtenida a 90°C por 2 minutos,
empaque y sellado en caliente [18]. De la misma forma Osorio (2008) reporta
estudios de inactivacién de la polifenoloxidasa en fresa variedad Elsanta a una
actividad del 50% con pasteurizacion de 55°C por 10 minutos, en puré de pifia se
obtiene una reduccién al 60% con tratamiento de 75°C por 5 minutos y en zumos
de Clementina Nules hasta un 6,5% de la inicial con tratamiento de 74°C por 10
segundos [18].

Los estudios en donde determinan la reduccion en la poblacién microbiolégica y la

actividad enzimatica demuestran que los procesos térmicos de escaldado y
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pasteurizacion pueden ser utilizados en esta investigacion como tecnologia de
obstaculo ya que no son 100% eficientes por si solos, sino que se emplearon para
reducir la poblacion microbiana y la actividad enzimatica hasta niveles que
permitian la experimentacion con el extracto de caléndula como antifingico y
antioxidante natural. Aclarando el uso de una muestra control sin la adicion del
extracto, pero con el empleo de los procesos térmicos, de esta manera se puede
controlar que los cambios de color solo se puedan relacionar con la actividad
residual del las enzimas oxidativas y su mitigacion con el uso del extracto de flor
de caléndula.

Anédlisis colorimétrico

En el almacenamiento de la pulpa se evidencian visualmente cambios quimicos
derivados del proceso de pardeamiento enzimatico mediante el cambio de color,
sin embargo, dependiendo de la temperatura de almacenamiento y la
concentracion del extracto de caléndula se observan diferencias entre dichos
cambios de color. Inicialmente la pulpa era de color amarillo claro (b*=40,64+0,66)
y luminosidad intermedia (L*=54,35+0,33), con una tendencia muy moderada al
verde (a*=-1,57%0,21), en el proceso de almacenamiento a temperatura ambiente
la coordenada b* (tendencia al amarillo) disminuyd0 un poco, presentandose
pequefias diferencias entre los tres tratamientos, para el control llego a
b*=34,93+1,97, para la muestra [1] a b*=34,27+2,23 y para muestra [2] a
b*=35,42+1,37, en la apariencia visual el color no presentd cambios que se
detectaran facilmente, en cuanto al almacenamiento a temperatura de
refrigeracion se presentaron cambios mas drasticos, es decir la coordenada b*
disminuy6 en mayor proporcién el control llego a b*=23,50+2,69, en la muestra [1]
a b*=25,48+0,71, y en la muestra [2] a b*=20,82+1,74, la apariencia visual se vio
muy afectada con la aparicion de un color café-crema.

En cuanto a la coordenada a* las muestras almacenadas a temperatura ambiente
aumentaron un poco del dia 0 al dia 10, después de esto el valor disminuyo y
alcanz6 un equilibrio, la muestra control al final del almacenamiento presenté una
a*=-2,35+0,25, la muestra [1] una a*=-2,64+0,79 y la muestra [2] una a*=-
2,47+0,33 valores que se encuentran muy cercanos entre si. Estas variaciones en
los valores de a* reflejan que inicialmente el color de la pulpa presenté una leve
tendencia al rojo y posteriormente se inclino mas al color verde. En el
almacenamiento a temperatura de refrigeracion desde el principio del proceso de
almacenamiento la coordenada a* disminuy6 en los tres tratamientos, sin embargo

en el dia 60 la muestra [2] presentd un gran aumento pasando de valores
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negativos a un valor positivo, es decir paso de tener tendencia al color verde a
aproximarse al color rojo, los valores finales para a* fueron: muestra control a*=-
3,07+0,28, muestra [1] a*=-1,66+0,26, muestra [2] a*=2,29+1,81.

La luminosidad disminuyd en los tres tratamientos tanto a temperatura ambiente
como a temperatura de refrigeracion debido al oscurecimiento de la pulpa. En
temperatura ambiente los resultados finales fueron: muestra control
L*=49,12+0,31, muestra [1] L*=48,17+0,61, muestra [2] L*=48,47+0,73 y a
temperatura de refrigeracion fueron: muestra control L*=40,37+0,11, muestra [1]
L*=38,88+0,43, muestra [2] L*=37,22+0,54.

Las muestras almacenadas a temperatura de refrigeracion presentaron una mayor
formacién de melaninas derivadas del proceso de pardeamiento enzimatico por lo
cual su cambio de color fue mas fuerte (colores pardos), en comparacién con las
muestras de temperatura ambiente; aunque estas Ultimas muestras también
presentan procesos de pardeamiento enzimatico la intensidad del proceso fue
menor.

El indice CIRG relaciona los parametros L* a* b* estableciendo un unico
parametro instrumental de comparacion. Un indice CIRG alto indica un color
oscuro y con baja luminosidad, un valor bajo indica un color claro y mas luminoso
[13].

En la Figura 4.2 se observa que el indice CIRG se mantiene relativamente estable
en un valor de uno para las muestras almacenadas a temperatura ambiente, a
excepcion de la muestra de [1] la cual en el dia 10 disminuyé0 de manera
considerable evidenciado un color mas claro y luminoso, en general estas
muestras no presentaron cambios importantes, es decir siempre se mantuvieron
de color amarrillo claro, sin percibirse cambios facilmente detectables
campandolas con la pulpa al inicio del proceso de almacenamiento. Por otra parte
las muestras de pulpa almacenadas a temperatura de refrigeracion presentan un
incremento a partir del dia treinta indicando la formacién de colores mas oscuros y
menos luminosos durante el proceso de almacenamiento, el incremento con
mayor intensidad fue para la muestra [2].
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Figura 4.2 indice CIRG durante el almacenamiento de las muestras
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Letras minusculas distintas indican diferencia significativa entre las muestras (p<0,05)

El indice CIRG muestra en general un cambio de color mas fuerte para la pulpa
almacenada a temperatura de refrigeracion en comparacion con la pulpa
almacenada a temperatura ambiente. Sin embargo el analisis ANOVA muestra
gue no existe una diferencia significativa entre las muestras, es decir aunque
existen diferencias estas no son lo suficientemente grandes como para ser
reportadas para futuros estudios.

Andlisis microbioldgico

Recuento de mohos y levaduras. El analisis microbioldgico se realiz6 en muestras
representativas de cada uno de los tratamientos. Los resultados se presentan en
la Figura 4.3y 4.4.
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Figura 4.3 Crecimiento de hongos y levaduras en muestras almacenadas a
temperatura ambiente
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Figura 4.4 Crecimiento de hongos y levaduras en muestras almacenadas a
temperatura de refrigeraciéon
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El nivel de microorganismos permitido en las pulpas de frutas se rige bajo la

Norma Técnica Colombiana NTC 404 en donde una pulpa de buena calidad

contiene maximo 1000 ufc/g (Unidades formadores de colonia por gramo) y una de

calidad aceptable maximo 3000 (ufc/g). Segun los resultados obtenidos, el dia 1

es decir el dia de la elaboracion de la pulpa, la muestra control no cumplié con los

requisitos microbiolégicos de calidad en términos de hongos y levaduras, mientras
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que la pulpa con adicién de caléndula en concentracion 1y 2 se puede clasificar
inicialmente como de buena calidad, sin embargo a partir del dia 10 de
almacenamiento el recuento microbiolégico aumenta y sobrepasan los paradmetros
de la NTC 404.

En el proceso de almacenamiento en temperatura ambiente la pulpa con los tres
tratamientos presentd un crecimiento exponencial de hongos y levaduras hasta el
dia 30, a partir de este dia la poblacion disminuy6, es decir se desarroll6 la etapa
de mortalidad, llegando en el dia 60 a un recuento de 10000ufc/g en la muestra
control y a Oufc/g en las muestras [1] y [2]. En general la curva de crecimiento
mostré una tendencia similar para los tres tratamientos Figura 4.3, sin embargo es
de resaltar que la muestra [1] presenta en todo el proceso de almacenamiento
recuentos menores que el control, de la misma forma la muestra [2] tiene
recuentos menores que la [1] y el control, lo que indica que el extracto
hidroalcoholico de la flor de caléndula si ejerce un efecto contra el crecimiento de
este tipo de microorganismos.

En el almacenamiento de las pulpas en refrigeracion 4.4, se observa que la
muestra control tiene un decrecimiento exponencial en el recuento de hongos y
levaduras desde el dia 1 llegando en el dia 60 Oufc/g, mientras que las pulpas [1] y
[2] tienen un crecimiento exponencial hasta el dia 10 y a partir de alli decrece la
poblacién alcanzando en el dia 60 OQufc/g. EI comportamiento de estos dos
tratamientos es similar al que se presenté en el almacenamiento a temperatura
ambiente, siendo menores los recuentos para la pulpa [2] que los de la pulpa [1]
ratificando el efecto contra los hongos y levaduras del extracto hidroalcohdlico de
la caléndula. Segun esto la combinacion entre la adicion del extracto de caléndula
y el almacenamiento en refrigeracion es una buena opcion para la conservacion
en términos microbiologicos de la pulpa de araza.

Analisis sensorial

La pulpa de araza con los diferentes tratamientos se evalué mediante perfil
sensorial con cuatro variables: Apariencia y color, sabor, textura y aroma, durante
un periodo de almacenamiento de 60 dias. Los resultados se presentan en las
Figuras 4.5, 4.6, 4.7y 4.8.

104



Figura 4.5 Evaluacion sensorial pulpa de araza. Variable apariencia y color
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El histograma corresponde al promedio de los resultados. Letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos y letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas entre dias (p=0,05)

Figura 4.6 Evaluacion sensorial pulpa de araza. Variable sabor
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El histograma corresponde al promedio de los resultados. Letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos y letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas entre dias (p<0,05)
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Figura 4.7 Evaluacion sensorial pulpa de araza. Variable textura
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El histograma corresponde al promedio de los resultados. Letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos y letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas entre dias (p=0,05)

Figura 4.8 Evaluacion sensorial pulpa de araza. Variable aroma
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El histograma corresponde al promedio de los resultados. Letras mayulsculas distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos y letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas entre dias (p<0,05)
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Como se puede ver en la 4.5 la variable apariencia y color en todos los
tratamientos y temperaturas de almacenamiento disminuye desde el primer dia,
existiendo una diferencia significativa entre los cambios segun la temperatura de
almacenamiento, es decir el cambio es mas notorio para las muestras
almacenadas en refrigeracion que para las almacenadas en ambiente. En
temperatura ambiente el color y la apariencia es aceptable hasta el dia 40,
mientras que en refrigeracion desde el dia 20 las calificaciones son muy inferiores,
mostrando el efecto negativo del color de la pulpa al ser almacenada a esta
temperatura. También se deduce que la adicion del extracto de la flor de caléndula
en las concentraciones evaluadas no inhibe la reaccibn de pardeamiento
enzimatico, a pesar de su alta capacidad antioxidante (Porcentaje de decoloracion
de DPPH de 74,33% y porcentaje de inhibicion ABTS de 61,80%). Es posible que
concentraciones mas altas si logren el efecto deseado, sin embargo para ello es
necesario desarrollar un método en donde se pueda controlar el sabor amargo del
extracto y se conserven sus caracteristicas antioxidantes, resultando un potente
antioxidante natural ideal para la industria de alimentos.

En la evaluacion sensorial del sabor de la pulpa (Figura 4.6), la calidad disminuye
con la adicion del extracto en cualquiera de las dos concentraciones, sin embargo
no hay una diferencia significativa entre los tratamientos y las temperaturas de
almacenamiento. La calidad en el sabor de la pulpa se mantiene aceptable hasta
el dia 20, a partir de alli ya no es sensorialmente aceptable. Por otra parte la
textura (Figura 4.7) no se ve afectada por la adicion del extracto, pero si por la
temperatura de almacenamiento, siendo inferior para el almacenamiento en
refrigeracion. Por ultimo el aroma (Figura 4.8) disminuye proporcionalmente con la
adicion del extracto, y por el almacenamiento en refrigeracion.

Segun estos resultados es posible deducir que el extracto de la flor de caléndula
puede llegar a ser una excelente alternativa como conservante y antioxidante
guimico, ya que a pequefias concentraciones minimizé sustancialmente el
crecimiento de hongos y levaduras. Respecto al pardeamiento enzimatico es
necesario profundizar mas en la investigacion, evaluando tratamientos que puedan
minimizar caracteristicas sensoriales indeseables del extracto, para asi poder
evaluar el efecto del extracto en concentraciones mayores.

Actualmente existen varias investigaciones que se enfocan en el estudio de las
propiedades antimicrobianas de compuestos de origen vegetal que basicamente
incluyen compuestos fendlicos, acidos organicos vy fitoalexinas; como el apio, la

almendra, el café y la vainillina, romero, orégano, mandarina, entre otros, en la
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mayoria de los casos se extrae el aceite esencial y se evalla su poder
antimicrobiano. En el caso de la flor de caléndula también se ha evaluado el poder
antimicrobiano del aceite esencial obteniendo muy buenos resultados, en este
caso no se extrajo el aceite esencial ya que se buscaba obtener dos propiedades,
actividad antimicrobiana y actividad antioxidante en otro tipo de extracto vegetal
obtenido a partir de la caléndula, estas dos propiedades en conjunto son el ideal
de un conservante de origen natural. Adicionalmente, la adicion del extracto de
caléndula a una matriz alimenticia puede llegar a considerarse como un alimento
funcional, claro esta realizando los respectivos estudios clinicos, de manera que
se genere efectos favorables en el organismo, justificados en todas las
propiedades farmacoldgicas encontradas en la caléndula y debidamente
comprobadas.

Este extracto también podria ser incorporado en recubrimientos comestibles para
la conservacion de alimentos, manteniendo la calidad de los productos recubiertos
retrasando las principales causas de alteracion; cambios quimicos que puedan
afectar las cualidades sensoriales del mismo y mejorando la estabilidad
microbiolégica, alargando de esta forma la vida util del producto durante el
almacenamiento.

Conclusiones

La elaboracion de la pulpa de arazd conto con procesos térmicos previos a la
inclusion del extracto (escaldado y pasteurizacion), empleados como tecnologia de
obstaculos o tratamientos combinados con los cuales se logré reducir la carga
microbiolégica y la actividad enzimatica hasta niveles que permitieron la
evaluacion del extracto como antifungico y antioxidante natural.

La inclusion del extracto de la flor de caléndula a la pulpa de araza se realizé en
dos niveles de concentracion uno fue el umbral de deteccion ([1]) y el otro fue el
umbral de identificacion ([2]), al realizar analisis colorimétricos, microbioldgicos y
sensoriales a la pulpa de araza almacenadas se encontré que dependiendo de la
temperatura de almacenamiento los cambios ocurridos en el proceso son
diferentes.

El andlisis colorimétrico permite establecer que la adicion del extracto de
caléndula, en las concentraciones evaluadas, no mitigo el pardeamiento
enzimatico, ya que las diferencias encontradas en el color de las pulpas obedecen
Unicamente a la temperatura de almacenamiento. Empero, esto no significa que el

108



extracto no funcione para este fin, ya que no se debe olvidar su alto poder
antioxidante, es posible que al probar concentraciones mayores los resultados
varien.

La adicion del extracto de flores de caléndula combinado con el almacenamiento
en refrigeracibn mantiene una buena calidad microbioldgica en términos de
hongos y levaduras, reflejando el poder antifungico del extracto.

Por dltimo, los andlisis sensoriales muestran que la adicion del extracto de
caléndula disminuye la calidad del sabor y el aroma de la pulpa y no presenta
influencia alguna en el color y la textura de la misma.
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Conclusiones

Al estudiar el extracto de la flor de caléndula se encontraron propiedades que
pueden responder a los actuales desafios de la industria de alimentos,
encontrando sustancias de origen natural que se pueden emplear como
conservantes y aditivos, en remplazo de los aditivos quimicos que en muchos
casos causan problemas en la salud de los consumidores. Los resultados
obtenidos mostraron que el extracto de la flor de caléndula tiene importantes
compuestos como taninos, quinonas, carotenoides (licopeno, luteina y B-caroteno,
a-caroteno) kaempherol, quercetina, isorhamnetina, sesquiterpenos, cadineno,
muurolol, cumarinas, flavonoides, éteres, esteres, acidos carboxilicos, acidos
fendlicos, taninos, celulosa y saponinas; compuestos conocidos por sus
propiedades benéficas y algunos de ellos por sus propiedades antioxidantes y
antifungicos. Por otra parte la capacidad antioxidante del extracto fue bastante alta
con resultados de 74,33% por DPPH y 142,87 mmol equivalentes de Trolox por
gramo de extracto de caléndula por ABTS. Segun estos resultados se concluye
gue el extracto hidroalcohdlico de caléndula puede ser una sustancia alternativa
utilizada como antioxidante natural en la industria alimentaria, incrementando la
concentracion de antioxidantes de forma natural hasta los niveles que pueda
inducir los beneficios esperados o afiadir los antioxidantes que no estan presentes
normalmente en el alimento.

La concentracion en la cual el extracto de caléndula puede ser agregado a la
pulpa de araza fue determinada teniendo en cuenta parametros sensoriales,
mediante el método de determinacion de umbrales encontrando dos niveles de
inclusion 8.26x10°g de extracto de caléndula en 100 g de pulpa de fruta y 1,90*10°
’g de extracto de caléndula en 100 g de pulpa de arazid a partir de esta
concentracion no se recomienda su uso en este tipo de alimento ya que confiere
un sabor bastante amargo. Cabe resaltar que mediante este método no se
determind la concentracion del extracto de caléndula en pulpa de araza aceptada
por el consumidor, sino que se determiné el nivel sensorial en que se podia incluir
el extracto en la pulpa.

En la evaluacion del efecto del extracto hidroalcohdlico de la flor de caléndula
sobre la estabilizacion de la pulpa de araza se encontré que el extracto agregado
en las concentraciones evaluadas no mitigo el pardeamiento enzimatico de la
pulpa, ya que las diferencias de color encontradas en el proceso dependieron
Unicamente de la temperatura de almacenamiento. En el andlisis microbiolégico se
encontré que el extracto si funciona como conservante, en combinacion con el
almacenamiento en refrigeracién, evitando el crecimiento de hongos y levaduras y
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manteniendo de esta manera una buena calidad microbiolégica durante todo el
periodo de almacenamiento. Por otra parte el analisis sensorial muestra que la
adicion del extracto de caléndula disminuye la calidad del sabor y el aroma de la
pulpa y no presenta influencia alguna en el color y la textura de la misma.

Las caracteristicas propias del extracto son el sabor amargo y el color marrén, lo

que dificulta su empleo en una matriz alimenticia como la pulpa de araza, por esta
razén se deberia realizar algun tipo de proceso previo que controle estas
propiedades y asi emplear el extracto en mayores concentraciones, que pueden
llegar a producir resultados favorables en la mitigacion del pardeamiento
enzimatico.
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Recomendaciones

Determinar la actividad enziméatica residual de la enzima polifenoloxidasa después
del tratamiento térmico de escaldado y pasteurizacion.

Establecer un proceso o tratamiento que minimice el sabor amargo del extracto de
caléndula, para que pueda ser incluido en la pulpa de arazd en mayores

concentraciones y de esta manera se permita un efecto contra el pardeamiento
enzimatico.

Evaluar el extracto de flores de caléndula en otro tipo de matriz alimenticia.

Determinar los efectos que trae para la salud humana la inclusion del extracto de
flores de caléndula en matrices alimenticias.
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Anexo A

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES REVISTA VITAE. Acta 016 de agosto 26 del
2010

Alcance y politica de revision

La Revista VITAE es una publicacion oficial de la Facultad de Quimica
Farmacéutica, de periodicidad cuatrimestral, y tiene como mision la divulgacion del
pensamiento cientifico y el quehacer a nivel investigativo en los diversos campos
de las ciencias farmacéuticas, alimentarias y afines. Publica articulos originales e
inéditos, los cuales son seleccionados por el Comité Editorial y evaluados por
pares nacionales e internacionales.

La opinion de la Facultad frente a los diversos temas de interés se consigna a
través de sus paginas editoriales. La responsabilidad por los juicios, opiniones y
puntos de vista expresados en los articulos publicados corresponde
exclusivamente a sus autores.

Reserva de derechos

El estudio y la seleccion de los articulos enviados por los colaboradores estan a
cargo del Comité Editorial. La recepcion de un trabajo no implica la aceptacion ni
publicacién del mismo, ni el compromiso por parte de la revista con respecto a su
fecha de aparicion. Asi mismo, se reserva el derecho de realizar modificaciones
editoriales necesarias para la publicacion de la revista.

Clasificacion de los articulos
La revista VITAE publicara las siguientes clases de articulos:

- Articulos Completos

- Articulos Cortos

- Revisiones (expertos en el tema, seleccionados para el Comité Editorial)
Todos los articulos seran clasificados en alguna de las siguientes secciones:
- Alimentos: Ciencia, Tecnologia e Ingenieria

- Atencion Farmacéutica

- Biotecnologia
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- Farmacologia y Toxicologia
- Industrial Farmacéutica

- Productos Naturales
Presentacién de manuscritos

Se aceptaran manuscritos en inglés. Debe presentarse una copia impresa, a doble
espacio, con tipo de letra Times New Roman de 12 puntos, en hojas de papel
tamafo carta, con margenes simétricas de 3cm. A continuacion, se incluira una
copia electronica en Word®, acompafado de los formatos de informacién del
articulo, de los autores y la licencia de acceso abierto. Los articulos sometidos a la
revista VITAE deberan tener una extensién maxima de 25 paginas, incluyendo
tablas y figuras.

Primera pagina
Informacién del titulo

En la primera pagina de todos los articulos debe aparecer: Titulo en espafiol e
inglés. Nombres completos de los autores y afiliaciones institucionales, incluyendo
ciudad y pais. El autor principal debe indicar el correo electrénico al cual se debe
dirigir la correspondencia (véase ultimo namero de la revista).

Resumen

Se debe incluir un resumen en espariol e inglés, con una longitud maxima de 200
palabras, redactado en tiempo pasado, en un solo parrafo. No se deben incluir
siglas, acronimos y/o referencias bibliograficas. Debe contener:

- Presentacion del tema
- Una hipotesis

- Uno o dos argumentos
- Resultados

- Conclusiones
Palabras clave

Se incluyen hasta cinco palabras clave, tanto en espafiol como en inglés; al menos
dos deben estar incluidas en los Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS), en
la direccion web: http://decs.bvs.br/
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Revisiones bibliogréficas

Son documentos donde se analizan, sistematizan e integran resultados de
investigaciones sobre un campo en ciencia o tecnologia, con el fin de dar en
cuenta los avances y tendencias de desarrollo. Son realizados por invitados
seleccionados por el Comité Editorial de acuerdo a su experiencia en el tema, los
cuales presentan una descripcion general del campo de interés, con una
evaluacion critica de su desarrollo.

La estructura y encabezamiento de las revisiones queda a criterio del autor, si bien
el comité editorial puede sugerir cambios que mejoren la edicion. La revision
bibliogréafica debe referirse a un periodo no inferior a un afio, y ser, como minimo,
de 50 referencias.

Articulos completos

Presentan, de manera detallada, los resultados originales de proyectos terminados
de investigacion, que no hayan sido publicados previamente. Cuando se trata de
estandarizacion de métodos analiticos, éstos deben ser validados bajo normas
internacionales. El articulo completo debe presentar los siguientes apartados:

Introduccion: expone un contexto o trasfondo del estudio, haciendo referencia a
todo trabajo anteriormente publicado por los mismos autores o por otros. En este
apartado se especificaran los fines y objetivos del articulo.

Materiales y métodos: debe incluir la informacion y procedimientos necesarios
para la reproducibilidad de los experimentos, indicando los métodos establecidos
en la literatura y las modificaciones sustanciales de los mismos.

Resultados y discusion: se deben presentar los resultados en una secuencia
|6gica, utilizando tablas y graficos para sintetizar la informacion.

Conclusiones: deben ligarse a los objetivos del trabajo, omitiendo aquellas que no
son soportadas por los resultados.

Se deben evitar conclusiones de materia econdmica, excepto cuando el articulo
incluya dichos analisis.
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Articulos cortos

Estos presentan los resultados originales preliminares o parciales de una
investigacion cientifica o tecnoldgica, que requieren de una pronta difusion, sobre
trabajos relacionados con las ciencias farmacéuticas, alimentarias y afines, cuyo
interés justifique que se tenga informacion sobre el tema. Tienen una extension
maxima de 15 paginas, conservando la estructura de los articulos completos.

Normas de estilo de los articulos

Tablas y figuras: Cada articulo debe ser complementado con tablas y figuras,
previamente referidas en el texto (Ej.: En la tabla 1, etc.), con un consecutivo
diferente para cada categoria, en nimeros arabigos, en las cuales se especifica
informacion que no debe ser duplicada en el texto, y deben ser ubicadas
inmediatamente después del parrafo en que son citadas por primera vez. Para su
realizacion se debe tener en cuenta lo siguiente:

- En las tablas se incluyen cuadros, con resultados o no, utilizados para sintetizar
u organizar la informacion, trazadas con bordes completos.

Las figuras incluyen graficos, ilustraciones, fotografias, dibujos, mapas y
estructuras, limitandose en numero y procurando yuxtaponer aquellas que, sin
prejuicio de la claridad, pueden referirse al mismo sistema de coordenadas.

- El uso de colores en las gréaficas esta condicionado a los costos adicionales de
publicacidén que se generen en el proceso editorial.

- Se debe indicar la fuente de donde han sido tomadas aquellas tablas y figuras
gue no son creacion del autor, utilizando referencias bibliograficas de manera
similar al texto.

- En las figuras y en las tablas se debe utilizar el tipo de letra Times New Roman.

- El titulo de las figuras se digita como un parrafo fuera de la misma, en la parte
inferior, y el de las tablas en la parte superior.

Simbolos y unidades: el autor debe utilizar las normas del Sistema Internacional
de Magnitudes (ISO/IEC 80000), en lo referente a unidades, simbolos y
abreviaturas.

Nombres comerciales: se evitara el empleo de nombres comerciales; en su lugar
se utilizaran los nombres genéricos; pero si es inevitable, se indicara con el
simbolo ®.

Nombres de equipos, instrumentos y reactivos: debe indicarse los valores
precisos para la replicacion del experimento, describiendo detalles especificos que
faciliten su identificacion; para reactivos y medios de cultivo se debe indicar la
marca y el pais de procedencia entre paréntesis.
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Nombres cientificos: los nombres cientificos deberan indicarse en cursiva, con
mayuscula inicial, complementdndose opcionalmente con la “autoridad”. Deben
indicarse las cepas y las variaciones de la especie, si es relevante para el trabajo.

Referencias bibliogréficas

Deben indicarse en el texto mediante un nimero arabigo entre paréntesis segun el
orden de aparicidn. Las referencias bibliograficas completas deben colocarse al
final del articulo, bajo el titulo de Referencias Bibliogréaficas, de acuerdo con las
normas del ICMJE (Vancouver), las cuales pueden ser consultadas en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=citmed.

Los modelos para algunas referencias se incluyen a continuacion:

Articulos cientificos: Autores. Titulo del articulo. Abreviatura ISI del nombre de la
Revista. Fecha; Volumen (NUumero): Paginas.

Restrepo A, Cortés M, Marquez CJ. Uchuvas (Physalis peruviana L.) minimamente
procesadas fortificadas con vitamina E. Vitae. 2009 May-Aug;16 (2): 19-30.
Keyzers R, Daoust J, Davies-Coleman M, Van R, Balgi A, Donohue E, et al.
Autophagy-modulating aminosteroids isolated from the sponge Cliona celata. Org
Lett. 2008 Jul 17; 10 (14): 2959-2962.

Libros y monografias impresas: Autores. Titulo. Edicion. Lugar de Publicacion:
Editor; Afio. Paginas.
Gibaldi M, Perrier D. Farmacocinética. Barcelona, Espafia: Reverte; 2008. 352 p.

Tesis y trabajos de grado: Autores. Titulo. [Tipo de documento]. [Lugar de
Publicacién]: Editor. Fecha. Paginas.

Monsalve AF, Morales SP. Aumento de capacidad del recurso restriccion en la
empresa Laproff S.A. [Trabajo de pregrado].[Medellin, Colombia]: Universidad de
Antioquia: 2009. 39 p.

Material electrénico: Autores. Titulo. [Tipo de Medio]. Lugar de Publicacion:
Editor: Fecha.

ASME. Aseptic Fill & Finish for Biopharmaceuticals. [CD-ROM]. San Diego (CA):
ASME: 2007.

Sitio de Internet: Autores. Titulo. [Tipo de medio]. Lugar de Publicacion: Editor.
Fecha de Publicacion. [Fecha de Citacion]. Disponible en: direccion URL.

Habib MAB, Parvin M, Huntington TC, Hasan MR. A review on culture, production
and use of spirulina as food for humans and feeds for domestic animals and fish.
[Internet]. Roma, Italia: FAO. 2008 [Actualizado 8 de Enero de 2008; citado 18 de
Agosto de 2009].

Disponible en: ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/011/i0424e/i0424e00.pdf
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Revision de originales

El Comité Editorial revisara los originales, se asesorard, cuando lo requiera, de
personal adecuadamente calificado y devolverd a los autores aquellos cuyo
contenido no se ajuste a las presentes normas, solicitando, en todo caso, las
modificaciones que estime oportunas. Seleccion. El Comité Editorial remitira todos
los articulos que cumplan las normas editoriales como minimo a dos arbitros,
guienes deben emitir su concepto por escrito en el formato establecido para ello.
Si los arbitros sugieren correcciones, los autores deberan enviar la nueva versién
acompafada del medio magnético en un plazo maximo de doce dias a partir de la
fecha de envio, pasado el cual perderd su turno de publicacion. En la correccion
de pruebas de impresion final, que debera realizarse con gran atencién, no se
admitiran modificaciones al texto original. Por dltimo, serdn enviados tres
ejemplares del numero publicado, al autor principal, como retribucién de nuestro
proceso.

Costos de publicacion

Se establece un valor a pagar de $300.000 (trescientos mil pesos) por articulo.
Este valor se pagara tan pronto como se informe al autor principal sobre el
volumen y el nimero en que se publicara la version definitiva del manuscrito. El
uso de gréficos, figuras o fotografias en color tiene un costo adicional de acuerdo
al nimero de péaginas.

Licenciamientos de la obra

Una vez son publicados en la Revista Vitae, los articulos cientificos y revisiones se
encontraran disponibles de manera libre para consulta de todo el publico, tanto en
el sitio web como en los diferentes sistemas de indexacion y bases de datos a los
gue esta suscrita la revista, bajo la Licencia Creative Commons, en el modo
Attribution-Noncommercial-No Derivative Works aprobada en Colombia. Asi
mismo, los autores ceden, sin derecho a retribuciones economicas, a la
Universidad de Antioquia, Revista Vitae, los Derechos Patrimoniales sobre la
publicacién y sus diferentes medios de difusion por el tiempo que establezca la
normatividad vigente, mediante el formato de Licencia de Acceso Abierto a la
Publicacién propuesto para tal fin. La documentacion requerida para presentar los
articulos, los formatos y una copia de estas instrucciones pueden ser descargados
del sitio web: http://www.udea.edu.col/vitae.
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Anexo B

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES REVISTA UNIVERSIDAD DEL CAUCA

Esta es la edicion en linea de la Revista Biotecnologia en el Sector Agropecuario y
Agroindustrial, publicacion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad del Cauca, de caracter investigativo y al servicio de la comunidad
educativa.

Biotecnologia en el sector agropecuario y agroindustrial es una publicacién que
cuenta con un equipo de trabajo interdisciplinario, encargado de coordinar todos
los procesos académicos y editoriales que intervienen en este medio de
comunicacion.

1. Politicas editoriales

Compromiso de tipo formal: con el envio del trabajo a ser considerado para
publicacion, los autores aceptan las condiciones en todos los aspectos indicados
en estas normas. Compromiso de tipo ético: con el envio del trabajo, los autores
deben establecer un compromiso de tipo ético en cuanto a la originalidad del
trabajo sometido a evaluacion. En la carta de presentacién se debe aceptar este
compromiso: "El autor firmante declara que el articulo presenta resultados de
investigacion original, que no ha sido publicado ni esta siendo considerado para
publicacién en otra revista y que se ajusta a normas éticas internacionales de
propiedad intelectual y autoria”.

En la carta se deben incluir los datos personales de cada uno de los autores:
nacionalidad, escolaridad, correo electronico, teléfonos para su ubicacion o
direccion postal y filiacion institucional, o en su defecto, la direccion de la pagina
Web donde pueden ser consultados.

Cambios por la parte del Comité Editorial: El Editor se reserva el derecho de
rechazar un articulo o sugerir modificaciones con el objeto de lograr una mejor
presentacion e impacto del trabajo en cuanto a titulo, resumen, palabras claves,
figuras, cuadros y referencias, con lo cual se devuelve el documento para su
adecuacion; si éste cumple los requerimientos, sera aceptado y proseguira con el
proceso. Una vez los pares evaluadores emitan sus conceptos respectivos, los
autores deben realizar las correcciones (consignadas en el formato) y remitir el
documento nuevamente a la revista con todas las consideraciones.

2. Envio de manuscritos

Las propuestas deben enviarse a: Universidad del Cauca, Facultad de Ciencias
Agropecuarias sede Las Guacas, Popayan, Revista Biotecnologia en el Sector
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Agropecuario y Agroindustrial, con una carta (ver formatos) dirigida al editor de la
revista, Ph. D. Héctor Samuel Villada Castillo, por correo electronico y firmada por
todos los autores: cuando por algun motivo esto sea imposible, basta con un
correo electronico del autor en el que confirme su participacion tanto en el articulo
original como en el articulo corregido segun las observaciones de los pares
evaluadores.

3. Tipos de articulos

"Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial® publicara
preferiblemente articulos relacionados con la biotecnologia en el sector agrario y
agroindustrial, pero dada su ubicacion institucional y regional, también
contemplara publicaciones relacionadas con otros campos de estos sectores:
3.1. De investigacion.
La revista esta dispuesta a modelos y perspectivas diversas, motivando estudios
con metodologias complementarias, siempre que cumplan minimos requisitos de
rigor y sistematicidad.
3.2. De propuestas tedricas y/o avances metodoldgicos.
Las cuales sean importantes, relevantes y sugerentes para los profesionales del
ambito agropecuario y agroindustrial.
3.3. De reflexion.
Que presenten resultados de investigaciones realizadas con una intencidn
analitica, interpretativa o critica del autor, sobre una tematica determinada, en la
gue se haya recurrido a fuentes originales.
3.4. De reporte de caso.
Documentos en los que se presenten los resultados de un estudio cuyo objetivo
primordial sea dar a conocer las experiencias técnicas y metodologicas
consideradas en un caso particular. Debe estar incluida una revision sistematica
comentada sobre casos similares.
3.5. De revision de un tema o de sintesis (review).
Expondra el estado de la cuestion en alguno de los ambitos de interés de la
revista. Se busca que la revista sea un instrumento Gtil para la puesta al dia de
investigadores y estudiantes.
3.6. Cartas al editor.
En éstas se expondran las posiciones criticas, de andlisis o de interpretacion
sobre los documentos publicados en la revista, siempre y cuando el comité
editorial lo defina como un aporte importante a la discusion del tema por parte de
la comunidad cientifica de referencia.
3.7. Editorial.
Documento escrito por el editor, un miembro del comité editorial o un investigador
invitado, en el que se expongan:

e Orientaciones en el tema de la revista.
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e Aportes a los investigadores en cuestiones de presentacion y estructura de
sus articulos.

¢ Reflexiones sobre la presentacion de documentos escritos, su normatividad,
Su importancia y otros.

3.8. Noticias/Punto de vista.

Se refiere a actualidades cientificas, eventos académicos y cientificos, politica
gremial, apuntes curriculares, opiniones y comentarios, resefias bibliograficas y
semblanzas. No se publicaran articulos que expresen exclusivamente opiniones,
anécdotas o interpretaciones no fundamentadas.

4. Formay preparacion de manuscritos

Todo documento remitido a BIOTECNOLOGIA EN EL SECTOR AGROPECUARIO
Y AGROINDUSTRIAL debe cumplir con:

¢ Originalidad: el aporte debe ser totalmente inédito, no publicado en ninguna
otra publicacidn, excepto casos justificados.

e Consistencia metodologica: en donde se haga evidente el uso de métodos
y técnicas de investigacion validos.

e Significacion del asunto tal que informe o ilustre situaciones relevantes en
el sector Agropecuario y Agroindustrial.

e Impacto: para un amplio sector de la academia, la investigacion y
estudiantes.

e Avance del campo: en el cual sea claro y evidente el aporte a
consideraciones y practicas de mejora en el campo de investigacion
Agropecuario y Agroindustrial.

e Consideraciones éticas.

Estilo de redaccion claro, conciso y ordenado, evitando jergas personales y
expresiones locales.

La estructura de los articulos debe ser:

Los articulos de investigacion cientifica, tecnolégica y de reporte de caso
deben cumplir con la siguiente estructura: la Introduccion debe resaltar la
importancia de la investigacion, presentar la literatura relacionada y entregar
antecedentes necesarios para comprender la hipotesis de los autores, terminando
con un parrafo que indigue claramente los objetivos de la investigacion. EI Método
debe tener suficiente informacion que permita a otro investigador replicar el
ensayo Yy lograr los mismos resultados, asi como la inclusion del disefio
experimental y el analisis estadistico. Los Resultados se deben presentar en
forma clara, apoyados con cuadros y figuras, con el analisis estadistico y los
antecedentes de otros investigadores. Las Conclusiones deben redactarse de
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acuerdo con los objetivos de la investigacion explicando claramente los principales
resultados de la investigacion. Las Referencias deben contener todos los
documentos consultados.

Los articulos de reflexion que presenten resultados de investigaciones
realizadas sobre una teméatica determinada, deben demostrar al menos uno de los
siguientes aspectos: a) intencidén analitica; b) propdésito interpretativo; c) posicion
critica. La estructura basica de un articulo de reflexion es: Resumen, Introduccién,
Desarrollo del tema, Conclusiones, Referencias (minimo 12).

Los articulos de revisién son el resultado de una investigacion terminada, deben
cumplir con las siguientes caracteristicas: a) se debe analizar, sistematizar e
integrar los resultados de investigaciones publicadas o no publicadas, sobre un
campo en ciencia o tecnologia, con el fin de dar cuenta de los avances y las
tendencias de desarrollo; b) debe presentar una cuidadosa revision bibliogréafica
de por lo menos 50 referencias. La estructura basica de un articulo de revision es:
Resumen, Introduccion, Desarrollo del tema, Conclusiones, Referencias.

Los elementos normativos a seguir para todos los articulos son:

e La extension de los articulos debe ser de minimo cinco (5) paginas y
maximo de once (11) paginas tamafio carta (21,59 cm de ancho y 27,94 cm
de alto), escritas con un interlineado sencillo y su contenido a doble
columna (7,5 cm de ancho de columna); letra Arial recta (excepto los
nombres cientificos) de 11 puntos; margenes de 3 cm en el borde superior,
2 cm en el inferior y 2,5 cm en las margenes laterales.

e Las notas de pie de pagina deben estar escritas con letra Arial recta de 8
puntos y se deben justificar al margen izquierdo, en la parte inferior de la
pagina.

e El titulo del articulo debe hacer referencia al contenido de una forma clara y
concisa, escrito en Arial recta (excepto los nombres cientificos) 11 puntos,
en mayuscula, centrado y en negrilla; no debe exceder 15 palabras: si ello
no es posible, debera incluir un subtitulo luego de dos puntos. Debe incluir
las traducciones inmediatamente después del idioma original, lo cual aplica
para los resumenes y las palabras clave.

e La informacion del autor (es) debe ir debajo del titulo a dos interlineas, en
mayuscula e incluir primer y segundo nombre si lo tiene, primer apellido e
inicial del segundo (si lo tiene y seguido de un punto), centrado. Los autores
se nombran de acuerdo con la importancia de su contribucion en la
investigacion o en la preparacion del articulo, separados entre si por comas
y enumerados con superindice. En nota de pie de pagina se indicaran el
altimo titulo académico, la dependencia e institucion a la cual pertenece y el
correo electronico institucional de quien se elija para el envio de
correspondencia, todos ellos separados por un punto.

129



El RESUMEN debe ser conciso, escrito en Espafiol, Inglés (ABSTRACT) y
Portugués (RESUMO), en un solo parrafo justificado sin exceder las 200
palabras. Incluird la justificacion, objetivos, metodologia, resultados
precisos y conclusiones de la investigacién haciendo énfasis en los logros
alcanzados, asi como los limites de la validez y las implicaciones de los
resultados. Los titulos RESUMEN, ABSTRACT y RESUMO deben ubicarse
al margen izquierdo, en mayuscula y negrilla, iniciando la escritura luego de
dos interlineas.
Debajo del resumen deben ir minimo tres (3) y maximo cinco (5) palabras
clave que no deben hacer parte del titulo del articulo; el titulo debe ir en
mayuscula, negrilla, en Espafiol (PALABRAS CLAVE), Inglés
(KEYWORDS) y Portugués (PALAVRAS-CHAVE) seguido de dos puntos.
La primera letra de cada palabra debe ir en mayuscula y las restantes en
minuscula.
Los cuadros y figuras deberan aparecer dentro del texto y procesarse como
objetos (para facilitar la diagramacion de la revista) con el programa que se
desee y se sugiere enviarlas en blanco y negro o tonos de gris, evitando las
policromias: si el texto incluye fotografias, se recomienda su presentacion
en blanco y negro o mate con buen contraste. El titulo de no debe superar
una linea y va en la parte superior separado por una interlinea y debe incluir
la palabra Cuadro o Figura seguido del niumero arabigo consecutivo, un
punto y una breve descripcion (Arial recta normal 9 sin negrilla). Se deben
usar lineas horizontales y verticales para separar las entradas del cuadro y
cada columna debe tener encabezado (en negrilla, con mayudscula inicial).
El tamafio de fuente al interior de un cuadro es arial 9 puntos normal y, en
el caso de necesitarse algun pie de cuadro/figura o fuente de consulta,
debe estar escrito con letra Arial 8 puntos normal.
Los titulos de segundo nivel se escriben con mayuscula inicial, con letra
Arial recta 11 puntos y en negrilla, separados del texto por dos interlineas.
Los titulos de tercer nivel se escriben con mayuscula inicial con letra arial
recta 11 puntos y punto seguido: el texto continua con el mismo renglon
dejando un espacio después del punto.
Las ecuaciones deben seguir un formato uniforme, justificarse al margen
izquierdo y usar la expresién (Ec.2) con numeros ardbigos consecutivos
justificada al margen derecho, citandolas en el sitio oportuno. El significado
de las variables y sus respectivas unidades deben aparecer luego de que
se utilicen por primera vez.
Las cantidades numéricas usaran la coma para separar decimales y el
punto para unidades de mil.
Las referencias deben citarse en el documento segun el orden de aparicion
y encerradas entre corchetes [1,2]. En la seccién de referencias, se
enumeran cronolégicamente y se detalla la informacion de cada una de
ellas, asi:

130



Autor (es): se deben citar todos los autores, conservando entre ellos las
conjunciones en el idioma original:

VIDAL, F.A.

VIDAL, F.A.y YAYA, A.

VIDAL, F.A., YAYA, A. and SOTO, E.

(@]

Titulo: después de un punto y se separa de éste por dos espacios. La
primera letra del titulo se escribe con mayuscula, asi como los nombres
propios, de instituciones o en los casos que el idioma lo establezca.

o Subtitulo: después del titulo, separado de éste por dos puntos y un espacio
para finalizar con punto.

o Nombre de la publicacion: indicar el nombre completo de la revista o su
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6. Publicacion articulos
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