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Actividad antioxidante del extracto de flor de Clitoria ternatea contra la oxidacién
del colesterol

Adriana Sofia Lopez Prado

Resumen: Los pétalos de la flor Clitoria ternatea contienen un alto nimero de polifenoles,
tales como antocianinas glucosiladas de delfinidina y malvidina, kaempherol y ternatinas.
Los polifenoles poseen propiedades antioxidantes que interfieren en la oxidacion lipidica
causada por radicales libres. El objetivo del estudio fue evaluar el contenido total de
fenolicos, contenido total de antocianinas y la actividad antioxidante de Clitoria ternatea
en la interaccion de agua destilada, metanol y su combinacion (50:50) como solventes, con
tiempos de remojo de 0, 6, 12 y 24 h. En una segunda fase se evaluo el efecto del pH a dos,
seis y 10 en agua destilada con la cuantificacion de las mismas variables. En la tercera fase
se determiné la capacidad de inhibicion de los extractos de la flor contra la oxidacion del
colesterol en una emulsion. A las 6 h de reposo, el extracto en la combinacion de solventes
obtuvo el mayor contenido de antocianinas (63.9 pug/ml). El extracto en la combinacion de
solventes inhibid el 89.8% del 7-cetocolesterol. La extraccion en agua destilada a pH 10
inhibid el 90.7%, ambos a las 48 h de efecto oxidativo por dihidrocloruro de 2, 2’-azobis
(2- amidinopropano) o AAPH. El uso de la combinacion de solventes en la flor Clitoria
ternatea surge como una alternativa de antioxidante natural para la prevencion de oxidacion
del colesterol en emulsiones alimenticias.

Palabras clave: Antocianinas, 7-cetocolesterol, polifenoles.

Abstract: Flower petals of Clitoria ternatea have a high content of polyphenolics, such as
delphinidin and malvidin glucoside anthocyanins, kaempherol and ternatins. Polyphenolics
possess antioxidant properties that interfere with lipid oxidation caused by free radicals.
The objective of this study was to evaluate the total phenolic content, total anthocyanin
content and antioxidant activity of Clitoria ternatea in the interaction of distilled water,
methanol and its combination (50:50) as solvents, with 0, 6, 12 and 24 h of soaking time.
In a second stage, pH effect at 2, 6 and 10 was evaluated in distilled water by means of the
quantification of the same variables. In the third stage, the flower extracts’ inhibition
capacity against cholesterol oxidation in an emulsion was determined. At 6 h of soaking
time, the extract in the combination of solvents obtained the highest anthocyanin content
(63.9 pg/ml). The extract in the combination of solvents inhibited 89.8% of 7-
ketocholesterol. The extraction in distilled water at pH 10 inhibited 90.7%, both at 48 h of
2, 2’-azobis (2- amidinopropane) dihydrochloride or AAPH oxidative effect. The mixture
of solvents used in Clitoria ternatea provides a natural antioxidant alternative for its use in
food emulsions.

Key words: Anthocyanins, 7-ketocholesterol, polyphenols.
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1. INTRODUCCION

Clitoria ternatea L (CT), mejor conocida como Campanita, es una herbacea trepadora que
presenta flores de consumo humano colores purpura y blanco. Esta leguminosa es miembro
de la familia Fabaceae, presumiblemente originaria de Asia tropical y se ha esparcido hasta
China, India, Suramérica y América Central (Gomez y Kalamani, 2003). Las flores de C.
ternatea contienen altos niveles de antocianinas, compuestos pertenecientes al grupo de los
flavonoides (Kungsuwan et al., 2014). Las antocianinas son pigmentos solubles en agua
que poseen propiedades antioxidantes, por lo que han mostrado actividades bioldgicas y
farmacoldgicas, como la prevencion de enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas,
cancer, diabetes y otras (Castafieda-Ovando et al., 2009). Las propiedades antioxidantes
estan asociadas a la capacidad de donar hidrégenos o electrones a los radicales libres, o
atraparlos y desplazarlos en su estructura aromatica (Zapata et al., 2004). Se ha descubierto
la presencia de quercitina, kaempferol, malvidina, petunidina, astragalina y nicotiflorina
(Morris, 2009) en estas flores. Adicionalmente, se ha revelado que la propiedad
antioxidante de un extracto acuoso de los pétalos de flor de CT proviene de la presencia de
compuestos bioactivos como 3,5-glucdsido de delfinidina, 33-glucdsido de de delfinidina,
3B-glucdsido de malvidina, kaemphferol, p-&4cido cumarico y seis tipos de ternatinas Al,
A2, B1, B2, D1 y D2 (Chayaratanasin et al., 2015). Por consiguiente, estas flores son
adecuadas para profundizar investigaciones acerca de su actividad antioxidante en posibles
aplicaciones alimentarias, ya que incluso han sido consumidas frescas sin preocupacién por
su toxicidad (Kaisoon et al., 2011).

La oxidacion lipidica produce compuestos toxicos no deseados y forma radicales libres,
promoviendo el deterioro nutricional y sensorial de los alimentos (Berton-Carabin et al.,
2014). Los radicales libres sustraen un electron de compuestos lipidicos susceptibles como
los &cidos grasos poliinsaturados y el colesterol, para alcanzar su estabilidad electroquimica
(Echavarria et al., 2009). Generalmente, la iniciacién del proceso oxidativo es poco
predecible, por lo que el estudio del periodo de latencia de la oxidacidn es dificultoso y se
ve acompafado por un incremento inesperado de la tasa de degradacion (Betigeri et al.,
2005). El uso de dihidrocloruro de 2,2’-azobis (2- amidinopropano) o AAPH, un iniciador
de radicales en la region acuosa de una emulsion, simplifica el estudio de la estabilidad
oxidativa del colesterol bajo condiciones de laboratorio (Yuan et al., 2005). Un iniciador
hidrofébico requeriria de la adicion de solubilizadores organicos en el modelo (Betigeri et
al., 2005).

La ingesta de los productos oxidativos del colesterol en los alimentos aumenta sus niveles
en el plasma y células intestinales, lo que promueve el riesgo a padecer enfermedades
cardiovasculares y cancer (Xu et al., 2005). Mas aun, se ha reportado el mecanismo de
oxidacion del colesterol similar al de los acidos grasos, ya que ambos sufren reacciones de



cadena de radicales libres formando perdéxidos y deméas compuestos degradativos (Zhang,
2005). Estos productos oxidativos del colesterol en los alimentos son generados por la
exposicion a la luz, oxigeno o altas temperaturas (Xu et al., 2005). Uno de los principales
productos de la oxidacion del colesterol es el 7-cetocolesterol (7-C), reportado de entre el
30-70% del total de sus productos oxidativos (Rodriguez et al., 2014). EI 7-C proviene de
la reaccion de cadena de radicales libres del colesterol, por medio de la deshidratacion del
7-hidroxiperoxicolesterol (7-OOH) o de la deshidrogracion del 7-hidroxicolesterol (7-OH)
(Xuetal., 2001). En casos extremos de esta via de degradacion, el colesterol incluso podria
llegar a descomponerse en otros productos como hidrocarburos de cadena corta, aldehidos,
cetonas o alcoholes (Zhang, 2005). Siendo el 7-cetocolesterol producido en grandes
cantidades, facilita su cuantificacion para definir el curso del proceso oxidativo del
colesterol (Penazzi et al., 1995).

Conjuntamente, los antioxidantes actian como quelantes de iones metalicos cataliticos,
eliminacion de radicales libres e interfieren en la descomposicion de perdxidos durante la
oxidacion lipidica (Rabeta y An Nabil, 2013). Actualmente, se busca atender la demanda
de productos formulados con emulsiones que contengan menos aditivos, entre ellos,
antioxidantes sintéticos (Berton-Carabin et al., 2014). Generalmente, los antioxidantes
naturales provenientes de plantas y especias son menos efectivas o potentes que las
artificales en las matrices alimentarias, por lo que la industria alimentaria se enfoca en el
uso de antioxidantes sintéticos que interrumpen la cadena de radicales libres durante la
oxidacion lipidica. Por ejemplo, galatos de alquilo, BHA (hidroxianisol butilado) y BHT
(hidroxitolueno butilado) se han utilizado para este fin aprobados en Estados Unidos y
Europa, a pesar que podrian ser carcinogénicos. Por otro lado, TBHQ (ter-
butilhidroxiquinona) no esta autrizada en los paises europeos y el NDGA (acido
nordihidroguayarético) ha dejado de reconocerse como Generalmente Segura (GRAS, por
sus siglas en inglés) (Nollet, 2004). Consecuentemente, el uso de antioxidantes naturales en
alimentos se ve limitado por la poca informacién disponible acerca de su composicion
molecular, su contenido de compuestos bioactivos y su posible toxicidad (Rahman, 2007).
Ademas, el nimero de antioxidantes disponibles para la industria de alimentos para prevenir
rancidez oxidativa es muy limitada, asi como la aprobacion de nuevos antioxidantes suele
ser un proceso muy costoso, por lo que la busqueda de antioxidantes naturales es un reto
cientifico (Laguerre et al., 2015).

Los objetivos de este estudio fueron:

e Evaluar cuatro tiempos de reposo, dos solventes y la combinacion que mejor exprese
la capacidad antioxidante de la flor Campanita al tiempo maés eficientemente
economico.

e Evaluar la actividad antioxidante de la flor Campanita en agua destilada a tres niveles
de pH.

e Detectar el efecto antioxidante de las seis extracciones de la flor Campanita en un
modelo de emulsion de colesterol a través de la cuantificacion del producto oxidativo
7-cetocolesterol



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. Este estudio fue realizado en el Departamento de Ciencias de los Alimentos en
la Universidad Estatal de Louisiana, Estados Unidos.

Materiales. Se utilizaron flores secas de Clitoria ternatea (provenientes de Tailandia)
donadas por Witoon Prinyawiwatkul, docente del Departamento de Ciencia de los
Alimentos de la Universidad Estatal de Louisiana (Baton Rouge, LA, USA). Los solventes
utilizados para la extraccion fueron agua destilada y metanol >95%. Para las evaluaciones
antioxidantes, se utilizé un radical libre comercial DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil),
Trolox, reactivo de Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio (Na2COz) y &cido gélico a 100 ppm
(Sigma-Aldrich, USA). Acido clorhidrico (HCI) e hidréxido de sodio (NaOH) se utilizaron
para el analisis a distintos pH. Para la cuantificacion de antocianinas en HPLC, se utilizo
acetonitrilo y acido acético. Para la emulsion, se utilizé un estandar de colesterol en polvo,
dihidrocloruro de 2,2’-azobis (2- amidinopropano) (AAPH) como acelerador de oxidacion,
Tween 20 como emulsificador y hexano >95% grado de HPLC (Sigma-Aldrich, USA).

Extraccién de antocianinas de Clitoria ternatea. Se removieron los sépalos y el pedinculo
de cada flor previamente secada y los pétalos fueron cortados con un molino para granos
eléctrico (Mr. Coffee IDS77). Se prepardé 0.2 g de CT en 4 ml de solvente. Los solventes
experimentados fueron agua destilada, metanol y una mezcla de ambos a una proporcién de
50:50. Los tubos se agitaron en un vortex durante dos a tres segundos para asegurar el
contacto entre la muestra de flor y el solvente. Las muestras permanecieron en un tiempo
de reposo de 0, 6, 12 0 24 horas (cuadro 1). Posterior a los tiempos especificados, las
muestras fueron sumergidas en bafio maria a 60 °C durante 20 min y centrifugadas a 4000
rpm durante 20 min. El extracto sobrenadante se colectd sin residuos de flor en un tubo
separado (Kamkaen y Wilkinson, 2009). Cada extracto se mantuvo a 4 °C hasta su uso,
exceptuando las muestras en metanol, mantenidas a -20 °C. Todos los tratamientos se
realizaron en triplicados.



Cuadro 1. Descripcion de tratamientos en extraccion de antocianinas de Clitoria ternatea.

Tratamiento Solvente Tiempo de reposo (h)
ADO Agua destilada 0
AD6 6
AD12 12
AD24 24
MO Metanol 0
M6 6
M12 12
M24 24
ADMO Agua destilada:Metanol 0
ADM6 (50:50) 6
ADM12 12
ADM24 24

Determinacion del contenido total de fenolicos (CTF) por el método Folin-Ciocalteu
(FC). Se mezcld 0.75 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu (previamente diluido 10 veces con
agua destilada) con 0.1 ml de cada uno de los tratamientos de extracto de CT en cubetas de
espectrofotometria, encerradas en un estuche de aluminio durante un tiempo de reaccion en
la oscuridad de cinco minutos a 25 °C. Posteriormente, se afiadio 0.75 ml de carbonato de
sodio Na,COz (60 g/L) durante un tiempo de reaccion 90 min a 25 °C en la oscuridad. Se
registrd la absorbancia de cada tratamiento a 750 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro (Perkin Elmer UV/VIS Lambda 20) (Kaisoon et al., 2011). Todos los
tratamientos se realizaron en triplicados. El estandar de compuesto fendlico cominmente
usado es el acido galico. Los resultados se expresaron en miligramos de equivalente de
acido galico (GAE) por gramo de flor de CT en base seca (Charles, 2013). Se graficé una
curva estandar a diferentes concentraciones de acido galico (0, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100
ppm) con sus respectivas lecturas de absorbancia. Se calculd el equivalente de acido galico
con la ecuacion lineal 1 obtenida de la curva estandar (R = 0.9986):

y = 0.007x + 0.0727  [1]

Donde:
y: absorbancia a 750 nm
X: concentracién de equivalente de &cido galico (mg/g)

Determinacion de actividad antioxidante con andlisis DPPH. La capacidad antioxidante
se monitore6 por medio del ensayo DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, en un
espectrofotometro (Perkin Elmer UV/VIS Lambda 20) mediante el descenso en la
absorbancia a 517 nm (Charles, 2013). Se mezcl6 1.8 ml de una solucion de DPPH a una
concentracion de 0.1mM (39.432 mg/100 ml) diluido 10 veces con metanol, con 0.2 ml del
extracto de CT. Cada tratamiento se colocé en cubetas de espectrofotometria, encerradas en
un estuche de aluminio durante un tiempo de reaccién en la oscuridad de 30 min a 25 °C
(Molyneux, 2004). Todos los tratamientos se realizaron en triplicados. La absorbancia se



monitored a cero min (Ao) y a los 30 min transcurridos (Aso). El porcentaje de inhibicion o
de capacidad antioxidante se calcul segun la ecuacion 2 (Shen, 2013):

(%) = [(A";—A”)l x 100 [2]

Los resultados de la actividad antioxidante se expresaron en milimoles (mM) de equivalente
de Trolox (TE, Vitamima E hidrosoluble) por gramo de flor de CT en base seca (Moon y
Shibamoto, 2009). Se grafico una curva estandar a diferentes concentraciones de Trolox (0,
0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 y 1.0 mM) con sus respectivos porcentajes de inhibicion. Se
calcul6 el equivalente de Trolox con la ecuacion lineal 3 obtenida de la curva estandar (R?
=0.9921):

y = 182.62x +2.2635  [3]

Donde:
y: porcentaje de inhibicion (%)
X: concentracion de equivalente de Trolox (mM/g)

Determinacion del contenido total de antocianinas (CTA) en HPLC. Se determin0 el
contenido total de antocianinas de cada extracto a través de un anélisis cromatogréfico en
un HPLC Waters™ 2690 modelo de separacion, equipado con un detector de matriz de
fotodiodos (DAD, “diode-array detector”) Waters™ 996. En la cromatografia de fase
reversa, se utiliz6 una fase maévil polar A (Acetonitrilo), una fase movil B (10% de &cido
acético en agua destilada), y una columna de fase estacionaria no polar C18 (Luna® 5 yum
C18(2) 100 A) de tamafio 250 x 4.6 mm. La longitud de onda de deteccion fue de 300-500
nm y la velocidad de flujo de 1 ml/min. Se estableci6 un sistema de gradiente de: 0 min,
100% B; 40 min, 24% Ay 76% B; 41 min, 100% B; 45 min, 100% B. El volumen de
inyeccion utilizado de cada tratamiento fue de 20 uL, cada uno analizado durante 45 min.
Se sumd el area total de antocianinas en el cromatograma de cada repeticion y se convirtié
en microgramos de antocianinas por mililitro de extracto de CT basado en la ecuacion linear
4 obtenida de la curva estandar de cloruro de cianidina (Zhang et al., 2013):

y=2x10% [4]

Donde:
y: area total de picos
X: concentracion de antocianinas (ug/20ul de extracto)

Efecto del pH en la hidrolisis de antocianinas de Clitoria ternatea. El proceso de
extraccion anterior se repitio. En este caso, se experimentd la extraccion o hidrolisis de
antocianinas en agua destilada cercana a la neutralidad (pH 6), acidez (pH 2) con &cido
clorihidrico y alcalinidad (pH 10) con hidréxido de sodio, medido con tiras indicadoras de
pH. El tiempo de reposo que mayor expreso las caracteristicas antioxidantes de CT
identificado con el analisis DPPH se aplico al medir el efecto del pH durante la extraccion.
Los extractos se secaron en una centrifuga al vacio (Labconco® Acid-Resistant CentriVap



Centrifugal Vacuum Concentrator) a 60 °C durante tres horas. De igual manera, a cada
tratamiento se evalud el cotenido total de fendlicos por gramo de extracto de CT en base
seca, la actividad antioxidante con DPPH y el contenido total de antocianinas. Todos los
tratamientos se realizaron en triplicados.

Modelo de emulsion de colesterol. Se preparé 400 ml de emulsion afiadiendo 0.1% del
estandar de colesterol en polvo (0.4 g), 0.1% de Tween 20 como emulsificador (0.4 g), 200
mg de AAPH como iniciador de radicales libres y el contenido restante fue agua destilada.
Para asegurar una emulsion homogénea, la mezcla fue sonicada (Branson B1510MT)
durante dos horas y se revolvié durante una hora en un agitador magnético. Los extractos
secos obtenidos con los tres solventes y los tres niveles de pH al mejor tiempo de remojo
se redisolvieron en agua destilada hasta una concentracion de 6 mg de antocianinas/ml. En
frascos de 40 ml con tapa de sello Teflon, se afiadié 19 ml de emulsion y 1 ml de cada
respectivo extracto como agente antioxidante. ElI blanco no contuvo extracto de
antocianinas, mas 1 ml de agua destilada fue afiadido para mantener volimenes equitativos
entre tratamientos (20 ml). Todos los tratamientos se realizaron el triplicados, incluyendo
los blancos. Los frascos se incubaron en bafio maria a 37 °C en agitacion magnética
constante (Magnetic Multistirrer Velp Company) a 890 rpm durante dos dias (Zhang et al.,
2013).

Extraccién y determinacion de 7-cetocolesterol (7-C). Se recuper6 2 ml de emulsion de
cada frasco a las 24 h y 48 h. Se combind con 2 ml de hexano, se agité por 1 min, fue
sonicada durante 15 min y centrifugada por 15 min a 4000 rpm para separar la capa acuosa
de la de hexano. La capa superior de hexano fue colectado y transferido a un tubo separado
para evaporar el solvente en una centrifuga al vacio durante 15-20 min. ElI compuesto en
cada tubo fue redisuelto en 1 ml de hexano y transferido a un frasco de HPLC para analizar
el producto oxidativo del colesterol, 7-cetocolesterol. Se analiz6 en un HPLC Agilent 1100
con una fase movil de alcohol isopropilico al 3% en hexano a una velocidad de flujo de 1.5
ml, una columna de fase normal de tamafio 250 x 4.6 mm (5 pum) y un detector UV (ultra-
violeta) a 234 nm (Tian et al., 2011). El volumen de inyeccion utilizado de cada tratamiento
fue de 100 pl, cada uno analizado durante 20 min. La concentracion en cada tratamiento
fue calculado usando una curva de calibracion del estdndar de 7-cetocolesterol. El
porcentaje de inhibicion del extracto como antioxidante se calculé relacionando la
concentracion de 7-cetocolesterol del blanco (Cp) y la concentracion del mismo en cada
tratamiento (Ct), segun la ecuacion 5 (Shen, 2013):

(%) = [(C"C;Ct)l % 100 [5]
b

Analisis estadistico. Se usé un disefio completamente al azar (DCA) y se realiz6 un analisis
de varianza (ANDEVA) para la extraccion de antocianinas de C. ternatea con un arreglo
factorial de cuatro tiempos de reposo por tres tipos de solvente y su interaccion con tres
repeticiones. La separacion de medias de los analisis de DPPH, CTF y CTA en los extractos
obtenidos con y sin el efecto de tres niveles de pH o hidrolisis de antocianinas en la
extraccion, se utilizo la prueba de Tukey a un o= 0.05 para determinar las diferencias
estadisticas. El programa de andlisis estadistico SAS 2003® se utilizo en el analisis de los



datos. Para el modelo de emulsion, se aplico un disefio de bloques completos al azar (BCA)
en el andlisis del extracto de C. ternatea en tres solventes y tres niveles de pH, y su
interaccion en el tiempo con mediciones a las 24 y 48 horas. Igualmente, las diferencias
significativas fueron medidas con la prueba Tukey a un o = 0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido total de fendlicos de C. ternatea. El andlisis de Folin-Ciocalteu se basa en un
mecanismo de transferencia de un electron (“Single Electron Transfer”, SET). Este
mecanismo estima el contenido total de compuestos fendlicos cuando ocurre un cambio de
color de amarillo a azul oscuro identificado a 750 nm, causado por una solucion
antioxidante (Charles, 2013), en este caso el extracto de CT. El extracto en AD tuvo el
mismo CTF hasta las 12 h de reposo, disminuyendo a las 24 h. En el caso de la extraccion
con metanol, el CTF aumento significativamente hasta las 24 h, por lo que un periodo tan
largo de reposo no es factible para la aplicacion en la industria alimentaria. El interés de
ella es una extraccion que permita mayor productividad en el menor tiempo consumido
(Azuola y Vargas, 2007). El extracto en la mezcla de solventes ADM sufrié un descenso
del CTF a las 6 h, aumentando nuevamente a las 12 y 24 h de reposo, tiempo en el cual
expreso el mismo CTF que a las 0 h de reposo (cuadro 2). Estos resultados siguieron el
principio de la relacion estructura-actividad, en donde la intensidad de la actividad de los
compuestos fenolicos con el reactivo FC es proporcional a la disponibilidad de los grupos
hidroxilo en los anillos aromaticos de los mismos. También, podria ser influenciado por
otro grupos quimicos que incrementan o disminuyen el potencial reductivo de los
compuestos en el extracto, probablemente realizando un efecto estérico por interaccion
electronica (Blainski et al., 2013). Es decir, sustratos voluminosos, por ejemplo grupos
alquilo, unidos a los nucled6filos o compuestos polifendlicos pueden retrasar el estado de
transicion de la reaccidn quimica entre éste y el reactivo de FC, dandose un impedimento
estérico (Cabildo et al., 2011).

Como se observa en el cuadro 2, el tratamiento en AD6 fue mas alto (13.5 mg GAE/g) que
el tratamiento M6 (5.89 mg GAE/g) y ADM6 (11.7 mg GAE/g). Los compuestos fenolicos
son antioxidantes naturales solubles en agua, ya que contienen un anillo aromatico con uno
0 mas sustituyentes hidroxilo (Rabeta y An Nabil, 2013), hecho que podria justificar esta
fluctuacion. Los polifenoles en las plantas se pueden encontrar tanto libres en el medio
liquido de la célula vegetal como ligados a las fibras de la pared celular vegetal (Xu y
Howard, 2012). Se ha observado que la extraccion en metanol aumenta la solubilidad de
los polifenoles al facilitar la penetracion a la estructura celular (Rabeta y An Nabil, 2013).
Sin embargo, ya que el analisis se realizo en las flores de CT y no en hojas u otra parte
vegetativa, se ha encontrado un mayor CTF en extractos en agua destilada que en metanol
en esta parte de la planta de CT (Rabeta y An Nabil, 2013). Por consiguiente, se estimé que
en las flores de CT se encuentran mas polifenoles con afinidad por el agua. Se espero que
los tratamientos en ADM combinarian las caracteristicas de ambos solventes, mas no
presentd diferencias significativas con los tratamientos en AD a las 0 y 12 h de reposo
(cuadro 2).



Cuadro 2. Contenido total de fenélicos de la flor de Clitoria ternatea en base seca en tres
solventes durante cuatro tiempos de reposo.

Tiempo de reposo (h)

Solvente 0 6 12 24
Agua destilada 13.8+0.54@D 135+1.0AGD 139+002®@ 122+21B®
Metanol 572+0.7B8®€ 589+02C¢®) 736+048® 137+188@

Agua destilada:
Metanol(50:50) 14.1+067®@" 117+0780© 126+032®%9 145+147®

CV (%) 5.2 5.1 2.5 15.9
ABC LLas medias con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas en la misma columna
(P<0.05).

abe | as medias con diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas en la misma fila (P<0.05).
€ Miligramos de equivalente de acido galico por gramo de flor en base seca (mg GAE/q).
£ Coeficiente de variacion.

Alterar los factores fisicos manipulados en el proceso de extraccion podria manifestar
mayores rendimientos. Por ejemplo, se ha reportado un CTF de 20.7 mg GAE/g de flor de
CT en base seca obtenido con un tiempo de reposo de una hora con agitacion ocasional en
agua destilada (Rabeta y An Nabil, 2013). Este resultado es mayor al que se consiguio con
un tiempo de reposo de 24 h con una sola agitacion inicial (cuadro 2). Por otro lado, el
estudio ejemplificado utiliz6 una menor proporcién de flor-solvente (0.02 g/ml) (Rabeta y
An Nabil, 2013) que el aplicado en la presente investigacion (0.05 g/ml). Por consiguiente,
realizar una agitacién mecanica o vortex con mayor frecuencia y utilizar un mayor volumen
de solvente podria incrementar el rendimiento de extraccion y disminuir el tiempo de reposo
necesario (Xu y Howard, 2012).

El analisis de Folin-Ciocalteu provee una estimacion bruta del contenido total de fendlicos
en los extractos (Alali et al., 2007). Es decir, los resultados demostraron el contenido total
de varios polifenoles de manera general, ya que muchos compuestos reaccionan de maneras
distintas con el reactivo de FC por diferencias de unidad de masa o por cinética de la
reaccion (Blainski et al., 2013).

Actividad antioxidante con analisis DPPH. Entre los tratamientos con agua destilada,
AD6G tuvo la mayor capacidad antioxidante con 11.7 mM TE/g de extracto (cuadro 3),
resultando ser estadisticamente igual al tratamiento ADM6 con 12.2 mM TE/g. Este
mecanismo mide la capacidad de un antioxidante de secuestrar o inhibir radicales libres por
medio del grado de disminucion de la absorcion UV a 517 nm. En este caso, los compuestos
presentes en la flor de CT donaron una molécula de hidrogeno al radical de nitrégeno
organico (DPPH), lo que caus6 un cambio de color de morado (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
a amarillo (2,2-difenil-1-picrilhidrazine) (Moon y Shibamoto, 2009).

Se observo que el CTF del tratamiento en AD (cuadro 2) tuvo una relacién directa con su
capacidad antioxidante (cuadro 3) (Alali et al., 2007), ya que ambos parametros se
mantuvieron estables por 12 h, asi como ambos tuvieron una reduccion significativa a las
24 h. Esto comprueba que la capacidad antioxidante de C. ternatea es afectada por la
cantidad total de polifenoles (Zingare et al., 2013). No obstante, esta relacion directa no se



observo en el tratamiento ADM®6, donde su capacidad antioxidante no se redujo a las 6 h
(cuadro 3) cuando el CTF si lo hizo (cuadro 2). Posiblemente, este comportamiento seria
atribuible a la presencia de compuestos no-fenolicos sin descubrir que poseen una mayor
actividad antioxidante. Esto se ha observado en ciertas plantas donde se les ha asociado una
actividad antioxidante alta con un contenido bajo de fendlicos (Alali et al., 2007).
Contrariamente, se notdé un mayor CTF a las 24 h de reposo (cuadro 2) en el extracto en
metanol, pero una reduccion de la capacidad antioxidante (cuadro 3).

Por otro lado, a diferencia del extracto en AD, el extracto en ADM no presento diferencias
estadisticas significativas de su actividad antioxidante entre los cuatro tiempos de reposo.
Esta estabilidad a través del tiempo sirvié como pardmetro para tomar ADM6 como el que
mejor expreso la actividad antioxidante de los pétalos de CT en el menor tiempo de
extraccion. A pesar que el tratamiento ADMO fue estadisticamente igual al ADMG6, no se
tomd en consideracion, ya que el tiempo de reposo encontrado en la literatura es muy
variable, desde una hora hasta mas de 12 horas, dependiendo de las caracteristicas de la
muestra a evaluar (Xu y Howard, 2012).

Cuadro 3. Capacidad antioxidante de DPPH de la flor de Clitoria ternatea en base seca en
tres solventes durante cuatro tiempos de reposo.

Tiempo de reposo (h)

Solvente 0 6 12 24
Agua destilada 10.9+0.4A@D  117+042® 11140476 945+2180)
Metanol 6.36+03B8@©€ £99+058© 117+13~®@ 881+0.68M

Agua destilada:
Metanol(50:50) 11.4+0.72®  122+10%® 112+06%® 113+112®

CV (%) 3.0 7.9 9.5 12.5
ABC |as medias con diferentes letras mayUsculas indican diferencias significativas en la misma columna
(P<0.05).

abe |_as medias con diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas en la misma fila (P<0.05).
€Milimoles de equivalente de trolox por gramo de flor en base seca (mM TE/g).
£ Coeficiente de variacion.

Contenido total de antocianinas en HPLC. Nuevamente, se observd una relacion directa
en el incremento del CTF (cuadro 2) y CTA (cuadro 4) hasta las 24 h en el tratamiento con
metanol. A pesar que el tratamiento M24 demostro el CTA maés alto (94.1 pg/ml), el proceso
de extraccion de 24 horas no es econdmicamente viable para la industria alimentaria, como
mencionado anteriormente.

Los tratamientos en AD y ADM mantuvieron la particularidad de consistencia incluso en
su CTA. Es decir, el tratamiento en AD tuvo una reduccion significativa de CTA hasta las
24 h, mientras que el obtenido en ADM se mantuvo constante en los cuatro tiempos de
reposo. Esto puede deberse a que las antocianinas en su forma aglicona son inestables en
soluciones neutras, aunque esta caracteristica es superada con modificaciones glicosiladas
0 asiladas (Tanaka et al., 2011). Por consiguiente, se estimo que el solvente ADM extrajo
antocianinas con estas modificaciones por la distinta polaridad atribuida a la mezcla de
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solventes (Xuy Howard, 2012). Se ha visto también el uso de la mezcla de solvente de agua
destilada y metanol para un mayor rendimiento de extraccion de antocianinas (Zhang et al.,
2004).

La inestabilidad observada en AD24 pudo estar ligada a la ausencia de esta combinacion de
polaridad. Por otro lado, los compuestos pudieron haberse oxidado en un tiempo de remojo
muy largo, disminuyendo asi el rendimiento de CTF, CTA y su actividad antioxidante a las
24 h (Dai y Mumper, 2010). Adicionalmente, en un estudio se encontro un alto rendimiento
de antocianinas en un periodo de reposo de aproximadamente cuatro horas, y con un tiempo
menor a dos horas, la extraccion de antocianinas no fue significativa (Zapata et al., 2004).
Por consiguiente, se eligi6 ADM6 como el extracto con mayor CTA (63.9 pg/ml) con el
menor tiempo de reposo. Es de notar que no existe un proceso universal para extraer todos
los polifenoles de una planta (Dai y Mumper, 2010), pero se pudo encontrar el que mas se
ajusto a la flor de CT.

Cuadro 4. Contenido total de antocianinas de la flor de Clitoria ternatea en tres solventes
durante cuatro tiempos de reposo.

Solvente Tiempo de reposo (h)

0 6 12 24
Agua destilada 58.2+9.62®@€ 518+694B@D 490+56A@D 399+115C¢0)
Metanol 493+54A0 51243280 521+48A0 941+1067@

Agua destilada:
Metanol(50:50) 60.0+4.27® 639+6.1°® 599+272® 648+8.268@
CV (%) 13.0 11.4 8.4 14.0
ABC LLas medias con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas en la misma columna
(P<0.05).
ac | a5 medias con diferentes letras mintsculas indican diferencias significativas en la misma fila (P<0.05).

€ Microgramos de antocianinas por mililitro de flor solubilizada en base seca (ug CTA/mI).
£ Coeficiente de variacidn.

Las antocianinas generalmente se encuentran en la sabila acuosa de la vacuola en la
epidermis de células vegetales. Su estructura quimica consiste en un nucleo flavén, dos
anillos aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos, con distintos niveles de
hidroxilacion y metilacion (antocianidinas) (Aguilera Ortiz et al., 2011). Estos niveles
afectan enormemente el espectro al cual son idenfiticadas las antocianidinas (Zhang et al.,
2004). Las antocianinas son caracterizadas por las diferentes antocianidinas, el tipo,
posicién y nimero de azlcares ligados a la molécula (antocianinas glucosiladas) y acidos
aromaticos unidos a los azucares en la molécula (antocianinas asiladas) (Lima et al., 2011).
De estas caracteristicas depende el orden de elusion en la columna del HPLC (Socaciu,
2008). En general, mas glicosilaciones o hidroxilaciones incrementan la movilidad de las
antocianinas, mientras que las O-metilaciones y asilaciones incrementan el tiempo de
elusion (Socaciu, 2008). Se presume que las antocianinas en los pétalos de CT contienen
grupos cafeoil, cumaroil y/o sinapoil, ya que estos grupos de acidos aromaticos confieren
el color azul a las flores (Tanaka et al., 2011). Debido a la alta variabilidad de antocianinas
existentes, es irrazonable contar con un estandar para cada una (Xu y Howard, 2012).
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Cloruro de cianindina fue el estandar utilizado y una longitud de onda de 350 nm permitio
monitorear el contenido total de antocianinas. Antioxidantes a 325 nm, cercano a la longitud
de onda utilizada, han sido encontrados en analisis HPLC con DAD (Schwarz et al., 2001).

Estos ultimos tres analisis mostraron una probabilidad del modelo (P < 0.05) que indico que
por lo menos un tratamiento dentro de cada analisis fue diferente (cuadro 5).
Especificamente, el andlisis Folin-Ciocalteu indicé que las variables del solvente y tiempo
tuvieron una influencia significativa en los resultados. Mientras que, en los analisis de
DPPH vy cuantificacion de antocianinas en HPLC, el tipo de solvente utilizado tuvo mayor
influencia en los extractos que el tiempo de reposo.

Cuadro 5. Probabilidad de las fuentes de variacion y del modelo de los analisis realizados
en el proceso de extraccién de compuestos antioxidantes de las flores de Clitoria ternaea.

Tipo de analisis Efecto de| . Efecto del Interaccion Modelo
solvente  tiempo de reposo

Analisis de Folin- <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001

Ciocalteu

Capacidad antioxidante g 9 0.0057 0.0001 <0.0001

con DPPH

Contenido total de 0.0006 0.0067 <0.0001 <0.0001

antocianinas en HPLC

Efecto del pH en la hidrolisis de antocianinas de C. ternatea. EI mayor contenido de
antocianinas se extrajo a pH 2 (251.2 pg/ml extracto), lo que evidencia que las antocianinas
son mas estables a condiciones altamente acidas. De la misma manera, la mayor capacidad
antioxidante fue en pH acido (12.2 mM TE/g), como se reporta en el cuadro 6. Un estudio
de la optimizacion de extraccion de antocianinas en las flores de CT concluy6 que la mayor
actividad antioxidante segun DPPH se encontraria a un pH <3y con un CTA mayor a 200
pg/ml extracto (Kungsuwan et al., 2014). La Unica diferencia es que dicha optimizacién se
reportd en extractos de metanol acidificado, mientras que el presente estudio alcanzé la
optimizacion de extraccion en agua destilada acidificada.

El pH influy6 en el color de los extractos de antocianinas de la flor de CT, asi como lo
encontrado en la literatura (Sinha et al., 2012), y en las lecturas de absorbancia. A un pH
bajo, predomina el cation flavilio junto con otras formas de antocianinas y se visualizé un
color rojo. A medida que aumenta el pH, las antocianinas sufren una deprotonacion, por lo
que a un pH cercano a la neutralidad se forman bases quinoidales anidnicas (Santos-Buelga
et al., 2010). En valores de pH baésicos, se da una transformacion estructural, lo que
intensifico el color azul y se redujo el contenido de antocianinas (Junka et al., 2012). En
este cambio estructural, mas protones son despegados y la estabilidad se ve afectada por
numero de hidroxilos en los anillos fendlicos y por el tipo de grupos sustituyentes que
presenten las antocianinas en las flores de CT (Castafieda-Ovando et al., 2009). A pH 10 se
redujo la capacidad antioxidante (8.6 mM TE/g) debido a esta deprotonacion; es decir,
hubieron menos iones hidrogeno para convertir el radical DPPH a su estado reducido de
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2,2-difenil-1-picrilhidrazine, afectando la lectura de absorbancia UV y reduciendo la
actividad antioxidante (Molyneux, 2004).

Sin embargo, el pH no afecto la lectura del CTF en los extractos, donde no hubo diferencias
significativas. En efecto, tanto la acidez como la alcalinidad beneficiaron la liberacién de
compuestos fendlicos, ya que la alcalinidad permitid la liberacion de aquellos vinculados a
las fibras de la pared celular de la flor, algunos unidos a otros compuestos con enlaces éster,
y que no estan solubilizados en el medio acuoso de la célula (Xu y Howard, 2012). Por otro
lado, anteriormente se vio que el CTF tuvo una relacion directa con la actividad antioxidante
sin hidrolisis de pH en agua destilada. En este caso de una hidrdlisis a pH 10, la capacidad
antioxidante se redujo aun cuando el CTF fue alto. Se ha reportado que la actividad
antioxidante de un extracto de un hibrido de la flor Vanda se redujo cuando las antocianinas
fueron menos purificados o mas lejanos al pH acido ideal (Junka et al., 2012). Por otro lado,
los extractos de la flor de Vanda a 4000 ppm exhibieron mayores porcentajes de actividad
antioxidante a pH 2 que los obtenidos en los extractos de CT a 6000 ppm. Es decir, se podria
llegar a un mayor rendimiento de extracto de antocianinas de CT si se aumenta la
proporcién de solvente utilizado.

Mas aun, condiciones de pH extremas causo la degradacion de antocianinas, donde el
cromatograma del HPLC a 350 nm identificé un menor CTA a pH 10 con 171.5 pug/ml que
a pH 6 con 230.6 pg/ml (cuadro 6). Este contenido a pH 10 podria indicar la presencia de
las agliconas pelargonidina, peonidina y malvidina, ya que al poseer un grupo hidroxilo
libre en el anillo B de su estructura quimica les da mas estabilidad en ambientes basicos que
las otras tres agliconas existentes. Asi mismo, podrian haber antocianinas aciladas, las
cuales son mas resistentes a la hidratacion del i6n flavilio a pH basico (Welch et al., 2008).
Por otro lado, el hecho que el CTA a pH 6 se asemejé estadisticamente al del extracto a un
pH 2 podria indicar que las flores de CT contienen antocianinas monoglicosiladas o
diglicosiladas, ya que las moléculas de azucar evitan la degradacion a compuestos
inestables como &cidos fendlicos o aldehidos, atribuyendo cierta estabilidad a pH neutro
(Castafieda-Ovando et al., 2009).
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Cuadro 6. Analisis Folin-Ciocalteu, DPPH y contenido total de antocianinas del extracto de
la flor de Clitoria ternatea en base seca en tres niveles de pH en agua destilada durante seis
horas de reposo.

Contenido Total de Capacidad Contenido Total de
Nivel de pH Fendlicos (mg Antioxidante (mM Antocianinas (pg/mi
GAE/qg extracto) * TE/g extracto) ¢ extracto)
2 43.2+1.9°¢ 121.8+15° 251.2+215%2
6 423+1.1°2 99.22+3.0° 230.6 £2.39 %P
10 45.7+3.0°2 86.15+8.0° 171.5+0.29°
CV (%) £ 4.9 4.5 55
P>Fs 0.3423 0.0049 0.0573

¥ Miligramos de equivalente de &cido galico por gramo de extracto de la flor en base seca.
2 Milimoles de equivalente de trolox por gramo de extracto de la flor en base seca.

€ Las medias con diferentes letras indican diferencias significativas (P<0.05).

£ Coeficiente de variacion.

8 probabilidad del modelo.

Evaluacion antioxidante de C. ternatea contra 7-cetocolesterol. Se detecto el producto
oxidativo 7-C en la emulsion sin extracto antioxidante a una concentracion de 2.2 pg/ml a
las 24 h'y 6.8 pg/ml a las 48 h (figura 1), similar a lo encontrado en la literatura, 1.7 y 8.7
pa/ml respectivamente (Zhang et al., 2013). Se presume que el area interfacial entre la fase
lipidica y acuosa en la emulsion de colesterol es el rea que promueve el contacto entre los
lipidos y los compuestos prooxidantes (AAPH) disueltos en la fase acuosa. Por ende, esta
es la region critica donde la oxidacion lipidica se lleva acabo (Berton-Carabin et al., 2014).

El azo-compuesto AAPH se descompone en N2 y dos radicales de carbono que reaccionan
con oxigeno molecular formando radicales perdxilos, los cuales fueron los que aceleraron
la peroxidacion del colesterol en la emulsion (Yuan et al., 2005). En un estudio, se observé
que 7-C no fue detectado a 0 M AAPH dentro de 24 h a 37 °C (Xu et al., 2001), sino hasta
36 h (Tian et al., 2011). Por consiguiente, 7-C a las 0 h no fue medida y la adicion de 0.5
M AAPH a la emulsion permitié obtener concentraciones de 7-C en menor tiempo que el
requerido sin un acelerador. De esta forma, se pudo evaluar el porcentaje de inhibicion de
7-C causado por los antioxidantes extraidos de CT. Se utilizaron los extractos sometidos a
un tiempo de reposo de seis horas, ya que fue el menor tiempo que expresd la mejor
actividad antioxidante en los analisis anteriores.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion de 7-cetocolesterol por extractos antioxidantes de
Clitoria ternatea en tres distintos solventes con seis horas de reposo.

La inhibicion de 7-C a las 24 h con los antioxidantes de CT extraidos con diferentes
solventes no difirié (P = 0.1090). No hubo més de 0.4 pg/ml de 7-C presente en la emulsion
(figura 1). Tuvo un coeficiente de variacion del 26.4% y un R? = 0.9259, por lo que los
datos se ajustaron al modelo. Sin embargo, a las 48 h se encontraron diferencias
significativas entre la inhibicion de estos extractos (P = 0.0014), con un coeficiente de
variacion del 3.4% y un R?=0.999. El extracto en ADM inhibi6 el 89.8% de la produccion
de 7-C en la emulsion (figura 1), el mayor porcentaje de inhibicién manifestado de entre
los tres extractos. El extracto en metanol solamente inhibié aproximadamente el 50% de la
produccién de 7-C. Estos resultados concordaron con sus respectivos niveles de actividad
antioxidante demostrado en el analisis DPPH (cuadro 3), donde el tratamiento ADM®6 tuvo
mayor capacidad antioxidante que el tratamiento M6. No obstante, estos resultados podrian
variar si se realizara una distinta extraccion metanolica, como propuesto anteriormente. Es
decir, mayor agitacion durante el proceso de extraccion sin saturar el contenido del solvente
podria obtener mayor rendimiento de antocianinas en un menor tiempo.

Por otro lado, el modelo de emulsion de colesterol esclareci6 las similitudes estadisticas
entre el extracto en AD Y ADM. Los antioxidantes extraidos en ADM inhibieron la
oxidacion del colesterol en un 10% mas que los antioxidantes extraidos en AD meramente.
La polaridad parcial del methanol en el extracto en ADM dispuso de antocianinas metiladas
o lipofilicas presentes en CT y por ende su expresion antioxidante en la emulsion (Welch
et al., 2008). Este comportamiento no pudo aprovecharse en el extracto en AD. A su vez,
los resultados observados en la emulsion pura de colesterol no son enteramente idénticos a
los que se encontrarian en sistemas alimenticios. En ellos, la presencia de otros
componentes, como carbohidratos, proteinas, grasas y agua, podrian interactuar con los
productos degradativos y dificultar el estudio de la oxidacion del colesterol en dichos
sistemas (Zhang, 2005).
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Los antioxidantes extraidos de CT a pH 6 y pH 10 redujeron significativamente (P = 0.0093)
la reaccion de cadena de radicales libres a las 24 h que los antioxidantes extraidos a pH 2
(figura 2), con un coeficiente de variacion del 25.4% y un R? = 0.943. Estos resultados no
concordaron con su respectivo analisis DPPH (cuadro 6), donde se observé que el extracto
de CT a pH 2 tuvo mayor actividad antioxidante. ElI antagonismo de los resultados
evidencio las limitaciones del analisis DPPH. Este sirvi6 para representar la forma en que
el extracto de CT suprime la actividad de radicales libres o su capacidad de donar
hidrégenos (Molyneux, 2004). Sin embargo, el anélisis no utiliza un sustrato por lo que la
reaccion observada con el radical DPPH no fue util para representar la caracteristica
protectiva del extracto dentro de un sistema alimenticio lipidico. Adicionalmente, el radical
DPPH es un radical estable de nitrogeno organico artificialmente creado que no se asemeja
a radicales peroxilos inestables involucadros en la oxidacion lipidica. Por ende, no resulta
enteramente relevante compararlo con radicales lipidicos reales presentes en alimentos
(Alamed, 2008). En una forma estequiométrica, solamente los buenos donadores de atomos
de hidrégenos son probables a reaccionar con estos radicales estables (Schwarz et al., 2001).
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de 7-cetocolesterol por extractos antioxidantes de
Clitoria ternatea en agua destilada a tres niveles de pH con seis horas de reposo.

A las 48 h de accion antioxidante, hubo diferencia significativa en al menos uno de los
tratamientos con extractos obtenidos a distintos pH (P = 0.0016), con un coeficiente de
variacion del 16.9% y un R?= 0.977. Los extractos obtenidos a pH 6 y pH 10 continuaron
inhibiendo el mayor porcentaje de 7-C comparado con el generado en el control, 90.7% y
87.1% respectivamente. Su capacidad antioxidante se mantuvo constante a pesar que el
producto oxidativo aumentara. Mientras que, los extraidos a pH 2 redujeron su actividad
antioxidante en las emulsion después de 48 h.

La hidrdlisis alcalina no afecta los enlaces glicosidicos, pero rompe los uniones éster de los
grupos acilantes, por ejemplo &cidos cinamicos o acidos alifaticos (Socaciu, 2008). Se ha
visto que la peonidina-3-glucosido y la malvidina-3-glucosido, por su grado de metilacion
en el anillo B de la antocianidina, favorecen el color azul en una solucion acuosa alcalina
(Cabrita et al., 1999). Asi como estos grupos metilo pueden tomar el oxigeno del medio
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para oxidarse en un grupo carboxilico inactivo, también la presencia de los mismos en una
molécula le confiere un aumento en su lipofilicidad (Wermuth et al., 2015). Se asume que
esta posible lipofilicidad conferida a los antocianinas y demas compuestos bioactivos les
concedié mayor efectividad antioxidante en la emulsion de colesterol, como lo dictado en
el postulado de la paradoja polar. Esta paradoja establece que los antioxidantes lipofilicos
se concentran en la interfase de una emulsién donde se asume que se lleva acabo la
oxidacion lipidica (Berton-Carabin et al., 2014). No obstante, han habido publicaciones que
formulan hipotesis alternas donde los antioxidantes lipofilicos no son necesariamente los
que expresan una mayor capacidad antioxidante en una emulsion (Laguerre et al., 2015).
En el presente estudio, las antocianinas obtenidas por hidrolisis acida en agua destilada
inhibieron mas del 50% de la oxidacion del colesterol (figura 2). Adicionalmente, un
estudio concluy6 que las antocianinas, por su estrucutra de multiples anillos de carbono,
tienen mayor oportunidad de proteger a las moléculas de colesterol del ataque de radicales
libres en una emulsion que los tocoferoles lipofilicos. Los tocoferoles no podrian rodear
con facilidad la estructura quimica de anillos multiples del colesterol por su cadena larga
de carbonos (Zhang et al., 2013).

Al aplicar ciertas técnicas de conservacion en los alimentos, la medicion de 7-C podria ser
un parametro en calidad en productos lacteos, carnicos, ovoproductos y frituras (Guardiola
et al., 1991). Por ejemplo, se ha identificado la presencia de 7-C en yema de huevo
deshidratado, en productos de huevo en polvo con secado por aspersion, asi como en
alimentos horneados y galletas comerciales que los han utilizado como ingredientes (Tai et
al., 2000). El producto oxidativo 7-C se ha encontrado abundantemente en carne oxidada
de pavo, res y caballo, asi como ha estado presente durante el almacenamiento de carne
fresca y en carne cocida (Rodriguez et al., 2014). Incluso, se ha encontrado 7-C en leche en
polvo y férmula infantil debido al proceso de deshidratacién que éstos conllevan. En
mantequilla fresca, no se ha reconocido trazos de 7-C. No obstante, los productos oxidativos
7-C, 25-hidroxicolesterol y triol incrementaron cuando mantequilla almacenada se utilizé
para cocinar a 170-180 °C por 10-20 min, siendo estos dos uGltimos los productos mas
toxicos (Tai et al., 2000).
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4. CONCLUSIONES

Se expresd la mayor capacidad antioxidante de la flor Clitoria ternatea tanto en el
extracto en agua destilada como en la mezcla de solventes a las seis horas de reposo.

El uso de una combinacion de solventes para utilizar Clitoria ternatea como un
antioxidante natural surge como una alternativa para la industria alimentaria en la
prevencion de oxidacion del colesterol.

Una hidrdlisis &cida de antocianinas permiti6 una mayor cuantificacién de
antocianinas para su extraccion de Clitoria ternatea. Sin embargo, las antocianinas
extraidas a un pH basico evitan la oxidacion del colesterol durante 48 h en una
emulsion.
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o. RECOMENDACIONES

Realizar los procesos de extraccion de antocianinas con una mayor proporcion de
solvente y una agitacion vortex repetidas veces.

Evaluar la extraccion de antocianinas de Clitoria ternatea en la mezcla de solvente
de agua destilada y metanol (50:50) a los tres niveles de pH (2, 6 y 10).

Realizar una extraccion con y sin hidrélisis de pH que permita obtener antocianinas
hidrofébicas para confirmar con mas detalle si el postulado de la paradoja polar es
valida para los extractos de esta flor.
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