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Resumen

Abstract

La planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) es utilizada
principalmente para la extraccion de su cera. Sin embargo, se ha de-
mostrado que también contiene compuestos antioxidantes que han
sido poco estudiados. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar
quimicamente la planta candelilla de tres diferentes comunidades, San
Jerénimo (S]) en Zacatecas; Estanque de Leén (EL) y Tortuga (T) en
Coahuila. Ademis, se determiné el rendimiento de los extractos ricos
en compuestos polifenélicos (ERCP) y su actividad antioxidante. El
andlisis quimico mostré diferencia significativa para S en las variables
de ceniza, grasa y extracto libre de nitrégeno con valores de 11.70 g,
5.93 gy 63.20 g por cada 100 g de muestra, respectivamente. El mejor
rendimiento del ERCP se obtuvo en las muestras de localidad de T
con 10.5 mg g'. Respecto a la actividad antioxidante (DPPH, FRAP
y ABTS™), T obtuvo mejores resultados en comparacién a las otras
localidades; la determinacién de ICy, por DPPH" fue 39.52 + 3.84 pg
mL", en ABTS*de 34.75 + 0.21 pg mL"'y en FRAP a una concentra-
cién de 50 pg mL"!, se obtuvo un porcentaje de inhibicién de 41.73
+ 4.21. Con base en el andlisis FTIR, las tres localidades presentaron
una sefial sobresaliente en la longitud de onda de 1025 (cm™!), el cual
refiere al grupo funcional C — O - H caracteristico de los compuestos
polifendlicos. El presente estudio demostré que la planta de candelilla
de estas comunidades analizadas tiene compuestos con fuerte activi-
dad antioxidante, que pueden tener aplicaciones biotecnolégicas, ali-
mentarias o farmacéuticas.

Palabras clave: Anilisis proximal, compuestos fenélicos, actividad an-
tioxidante.

The candelilla plant (Euphorbia antisyphilitica Zucc) is mainly used for
wax extraction. However, it contains antioxidant compounds which
have been poorly studied. The objective of this research was to cha-
racterize chemically the candelilla plant obtained from three different
localities, San Jerénimo (S]) in Zacatecas; Estanque de Leén (EL) and
Tortuga (T) in Coahuila. In addition, the yield of the phenolic rich
extract and its antioxidant activity was determined. The chemical
analysis for SJ showed a significant difference for ash and fat content,
as well as for free nitrogen extract with values of 11.70 g, 5.93 g and
63.20 g per 100 g of sample, respectively. In terms of yield, the locality
of T showed the higher content of the ERCP (10.5 mg g™). Likewise,
for antioxidant activity (DPPH', FRAP and ABTS"), the locality of T
obtained the best results compared to the other localities with values
for IC,, determination by DPPH" of 39.52 + 3.84 pg mL"' and ABTS™*
34.7540.21 pg mL'; together with FRAP assay 41.73 + 4.21 pg mL™" at
50 pg mL'. Based on the FTIR analysis, the three localities presented
an outstanding peak at the wavelength of 1025 (cm™!) which refers to
the functional group C — O — H characteristic of the phenolic com-
pounds. The present study showed that candelilla plant from these
localities can be used as source of molecules with strong antioxidant
activity, for biotechnological, food or pharmaceutical applications.

Keywords: Proximate analysis, phenolic compounds, antioxidant ac-
tivity

INTRODUCCION

os recursos agricolas de la zona norte del pais comprenden especies de plan-
tas no maderables como el orégano, el laurel, la damiana, y la candelilla, entre
otros. La planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc), es una especie en-
démica de regiones semidesérticas, que puede encontrar en estados como Chi-
huahua, Coahuila, Durango, Hidalgo, Nuevo Leén, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
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San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. Esta especie es un arbusto bajo y muy
ramificado, sin hojas, capaz de reproducirse mediante brotes, ya sea de tallos aé-
reos o subterrdneos (Instituto de la Candelilla 2013). La candelilla presenta tallos
largos y erectos de color verde grisaceos, con la particularidad de que en su parte
externa producen un material ceroso (Rojas-Molina et al. 2011).

La candelilla constituye uno de los diez productos forestales no maderables
de mayor importancia econémica en México, pues su recolecta es una actividad
econémicamente muy relevante para los productores forestales de las zonas dri-
das, por su extensa aplicacién en la industria (Zamora-Martinez et al. 2013). Se
estima que existen aproximadamente 3,500 pequeinos productores, distribuidos
en 230 ejidos de 33 municipios ubicados en el noreste de México. Su recolecciéon
para la obtencién de cera se realiza mayormente en el noreste del pais, en la de-
nominada regién candelillera (Rojas-Molina et al. 2011).

La cera de candelilla es un producto usado en la industria, desde la cosmética
hasta la electrénica por sus caracteristicas inicas como: color amarillo transpa-
rente, dureza, brillo, incluyendo fécil digestion sin ser toxica; de acuerdo con la
Administracién de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos de Norte-
américa es una sustancia generalmente reconocida como segura (Rojas-Molina
et al. 2013). Por otra parte, se ha demostrado la alta eficiencia de recubrimientos
comestibles a base de cera de candelilla que prolongan la vida de anaquel de fru-
tos frescos cortados como el aguacate (Saucedo-Pompa et al. 2009) y la manzana
(Ochoa et al. 2011).

La candelilla es considerada como una fuente de compuestos bioactivos de
aplicacién biotecnoldgica, de hecho, se ha logrado aislar e identificar compuestos
bioactivos como elagitaninos con capacidad antiftingica ante cepas fitopatdge-
nas como Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporoides
y Rhizoctonia solani (Ascacio-Valdés et al. 2013). Sin embargo, a pesar de su gran
importancia econémica, industrial, ecolégica y biotecnolégica no se han realiza-
do los suficientes estudios fisiologicos, bioquimicos y funcionales que nos per-
mitan comprender el potencial de los compuestos bioactivos. Por lo anterior, el
objetivo de esta investigacion fue caracterizar quimicamente, la planta candelilla
de tres diferentes comunidades del noreste de México. Ademas, se determind el
rendimiento de los ERCP obtenidos, sus grupos funcionales y la actividad antio-
xidante de los mismos.
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MATERIALES Y METODOS

El material se colectd en tres diferentes ejidos (Cuadro 1). Una vez recolectadas las
muestras se secaron a 50 °C por 24 h en una estufa Novatech y se redujo el tamafo
de particula en un molino Homend, HC-500 a 600 um (malla No. 30).

Cuadro 1. Ubicacion geografica de las colectas de los 3 ejidos evaluados.

Especie Municipio Ejido Latitud Longitud Altitud?®
Melchor SanJerénimo  22°39'11.95"  102°2924.32" 2275
Ocampo’

Euphorbia Cuatro Estanque

antisyphilitica e de Ledn 25°42'35.55 103°18'02.27 1115
Ramos Arizpe?  Tortuga 25°51'39.77" 101°16°30.53" 984

Zacatecas, 2Coahuila, 3m s.n.m.

Se realizaron las determinaciones de cenizas, proteina cruda, extracto etéreo (EE),
fibra cruda (FC) y extracto libre de nitrégeno (ELN) siguiendo los protocolos es-
tablecidos por la AOAC (1980).

La extraccién se realizé de acuerdo con lo reportado por Ascacio-Valdés et al.
(2010), se utilizaron 20 g de muestra deshidratada (50 °©C/24 h) y pulverizada (ta-
miz nim. 30). Se colocaron en un vaso de precipitado con 100 mL de agua (re-
lacién 1:20). La extraccién se llevo a cabo a 60 °C durante 30 min. Después, el
extracto se filtré con papel Whatman #41 para eliminar las particulas de mayor
tamafio. Se utilizé fase estacionaria (Amberlita XAD-16) para purificar el extrac-
to y agua como eluyente para descartar compuestos indeseables, y después, etanol
como eluyente para recuperar la fraccion rica en polifenoles. El solvente (EtOH)
fue eliminado por evaporacién (50 °C durante 48 h) y los compuestos fendlicos
fueron recuperados como un polvo fino.

Para las pruebas de DPPH’, FRAP y ABTS'* se prepararon soluciones madre de
cada una de las muestras (1000 mg L), posteriormente se realizaron diferentes
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diluciones para obtener el valor de IC;, (concentracién necesaria para alcanzar el
50% de la inhibicion del radical) en las técnicas de DPPH' y ABTS™.

Se evalué la capacidad de captacion de inhibicién de radicales libres DPPH', usan-
do metanol como solvente (60 mM) siguiendo el protocolo propuesto por Bautis-
ta-Herndndez et al. (2021). Se registré la absorbancia de cada una de las muestras
a una longitud de onda de 517 nm. El porcentaje de inhibicién se calculé con la
siguiente ecuacion:

A

% Inhibicion = [M]“ x 100

control

Donde:
A, Tepresenta el valor de la absorbancia del control y A,,,,... representa el valor
de la absorbancia que se obtuvo de cada una de las muestras. El resultado obtenido

se expreso por el valor IC,,,

El poder antioxidante reductor férrico se determiné acorde a la metodologia pro-
puesta por Bautista-Hernandez et al. (2021). Se prepararon curvas de calibracién a
una concentracién de 0, 20, 50, 70, 90, 110 y 150 ppm de cada una de las muestras.
La absorbancia fue registrada a una longitud de onda de 734 nm. Los resultados
fueron reportados como equivalentes de 4cido galico en pg por mililitro (EAG pg
mL") basados en la curva de calibracién con el mismo estdndar.

La inhibicién del radical ABTSe«+ se evalu6 acorde a la metodologia propuesta por
Bautista-Herndndez et al. (2021). Se gener6 el catién radical ABTS™* por medio
de una solucién acuosa de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2.45 mM); se
mezclaron estos compuestos en la oscuridad a temperatura ambiente doce horas
antes de su uso. Se ajustd la solucién en etanol a 0.700£0.002 nm de absorbancia.
Se aniadié un volumen de muestra de 50 pL para reaccionar con 950 pL de la
solucién de ABTS™*; después de 1 min de reposo de la reaccién, se midi6 la absor-
bancia a 734 nm. La capacidad de inhibicién se calcul6é por medio de la siguiente
ecuacion:
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A

% de Inhibicion = [W] x 100

control

Donde:
Acontro
de la absorbancia que se obtuvo de cada una de las muestras. El resultado se ex-

,representa el valor de la absorbancia del control y A representa el valor

muestra

pres6 como el valor IC,,.

El analisis se realizé utilizando un FTIR Agilent Cary 630 acoplado a un cristal de
seleniuro de zinc (ZnSe) ATR. El ERCP seco se deposité sobre toda la superficie
del lector y se aseguré mediante la prensa equipada. La lectura se realiz6 median-
te el programa de PC MicroLab en el rango espectral de 4000 a 650 cm™, con un
ciclo de 32 barridos con una resolucién de 2 cm™. El andlisis del espectro y los
grupos funcionales detectados se realiz6 con el programa MicroLab Expert y la
grafica se construyo con el programa OriginPro 8.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se reporta-
ron como medias * desviacion estdndar (DE). Se realizé un Anailisis de Varianza
(ANOVA), bajo un diseiio completamente al azar seguido de una prueba de Tukey
(p<0.05) utilizando el programa SAS (versiéon 9.4. SAS Institute, Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 2 se muestran los resultados del analisis quimico proximal, para
la variable de ceniza, los resultados no mostraron diferencia significativa entre
las localidades de Estanque de Ledn y Tortuga; sin embargo, la localidad de San
Jerénimo si mostré diferencia con un valor de 11.70 g 100g™” de planta seca. Es-
tos resultados son similares con los reportados por Rojas et al. (2013) quienes
reportaron valores de 10.9 g 100g" de contenido de ceniza. Para el contenido de
proteina los valores obtenidos son superiores a los reportados por Rojas et al.
(2013), quienes reportaron valores de 2.3 g 100g™ de proteina cruda en plantas de
candelilla. Para el contenido de grasa las localidades Estanque de Leén y Tortuga
no mostraron diferencia significativa, siendo la localidad de San Jerénimo la que
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mostré diferencia registrando un valor de 5.93 g 100g' de planta seca. En este
sentido, Rojas et al. (2013) reportaron valores superiores con un total de 10y 15.9
g 100g" en tallos de candelilla, respectivamente. Para fibra cruda, las tres localida-
des analizadas muestran diferencias significativas con valores entre 23.30-33.26 g
100g™ de planta seca. Por otro lado, Rojas et al. (2013) reportaron valores inferio-
res a de 9.0 g 100g™" en tallos de candelilla. Se ha reportado que esto puede variar
en las plantas debido a su etapa de desarrollo, ya que a menor edad se presentan
mayores concentraciones de fibra cruda (Anupam et al. 2016). Los resultados de
ELN obtenidos no mostraron diferencias estadisticas entre las localidades Estan-
que de Leén y Tortuga, siendo San Jeronimo la tnica que fue diferente estadis-
ticamente con un valor de 63.20 g 100g™" en tallos de candelilla. La composicién
quimica de las plantas esta fuertemente influenciada por algunos factores como
las condiciones climaticas, estaciones del afo, la variabilidad genética, etapa de
desarrollo, entre otras (Wielgolaski 2001).

Cuadro 2. Analisis quimico proximal de Euphorbia antisyphilitica (g 100g™"),

se muestran los promedios de cada valor ya que se llevaron a cabo tres repeticiones.

Localidad Ceniza Proteina Grasa Fibra Extracto L. N.
Tortuga 8.56 a 412 a 382a 2330 a 53.68 a
Estanque de 8.96 a 426 a 384a 27.03 b 54.66 a

Leon

San Jerénimo 11.70 b 418 a 593 a 33.26 ¢ 63.20 b

*Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica entre columnas. Las pruebas fueron realizadas con una significancia a (p<0,05).

Las plantas obtenidas de las localidades San Jerénimo y Estanque de Ledn no
mostraron diferencia significativa en los rendimientos de los ERCP con valores
de 7 y 8.5 mg g, respectivamente. Las plantas del ejido Tortuga fueron en las que
se observé el mayor rendimiento de ERCP (10.5 mg g™). En este sentido, Télles-
Pichardo et al. (2013), reportaron que su rendimiento de polifenoles fue de 7.41
mg g', mismo que es similar a los resultados obtenidos en un estudio realizado
por Ascasio-Valdés et al. (2010), quienes reportaron la misma técnica de extrac-
cién.

Como se observa en el Cuadro 3, el anilisis de la capacidad de inhibicién del
radical DPPH’, revel6 que la muestra de la localidad de Tortuga fue la tnica con
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diferencia significativa con un IC,, de 39.52 pg mL *, seguido de las muestras ob-
tenidas de las comunidades de Estanque de Leén y San Jerénimo.

Para el andlisis de la capacidad antioxidante ABTS* las localidades de Estanque de
Leé6n y San Jer6nimo no mostraron diferencias significativas, siendo Tortuga la que mos-
tré diferencia significativa con un IC;, de 34.75 ug mL™".

En el analisis de FRAP se obtuvieron resultados con mayor capacidad antioxidante en
las pruebas realizadas a 50 ug mL", siendo Tortuga quien mostré diferencia significativa
con un valor de 41.73 EAG (ug mL™"). Se ha reportado que diferentes especies de Euphorbia
de regiones semidridas han mostrado actividad antioxidante y actividades antiinflamato-

rias como Euphorbia thymifolia L. en extractos etanélicos (Garipelli et al. 2012).

Cuadro 3. Evaluacion de la capacidad antioxidante del ERCP

LOCALIDAD DPPH" ICy, ABTS™ 1Cy, FRAP 50
Eq. ac. galico (ug mL ") Eq. ac. Trolox (ug mL ") (ug mL ")

San Jerébnimo 5467 +7.11a 60.34 £0.85 b 2771527 b
Estanque de Ledn 5433 + 453 a 6172 +536 b 31.61+249 b
Tortuga 3952 £384b 3475+ 021a 41.73+421b

Eq. ac.= equivalente acido galico; Eq. Trolox= equivalente Trolox; %inh= porcentaje de inhibicion. La prueba realizada fue con una significancia de
(p<0.05). Letras iguales entre columnas denotan que no existe diferencia estadistica entre técnicas antioxidantes.

Bautista-Herndndez et al. (2021) realizaron un estudio similar con subproductos
de la candelilla, en el cual reportaron diferencia significativa en el ensayo DPPH'
con valores de 319.2 a 388.6 ug mL™". Para el analisis de ABTS"* reportaron valores
similares a los encontrados en este estudio a partir de residuos de candelilla. Esto
es interesante, dado que en este estudio se utilizé planta sin el proceso de extrac-
cién de cera. La planta de la localidad de Tortuga muestra mayor rendimiento de
polifenoles, asi como mayor capacidad antioxidante para el caso de inhibicién de los
radicales DPPH'y ABTS *. Algunos de los compuestos fendlicos que se han logra-
do identificar en candelilla y subproductos son dcido elagico, dcido gélico, taninos
condensados e hidrolizables, candelitaninos y catequina, todos ellos con actividad
antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, antifingica y antiviral, entre otras
(Rojas et al. 2021), los cuales podrian ser los responsables de los resultados obte-
nidos en presente estudio.

En la Figura 1 se pueden observar los espectros de IR de cada una de las muestras
obtenidas de las plantas de las tres localidades analizadas.
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Figura 1. Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de candelilla . **La longitud de onda est4 dada en cm™!

Bautista et al. (2021) reportaron que el rango de los 3300 a 3000 cm™ indica la
presencia del grupo funcional OH este grupo se puede encontrar en compuestos
alcohdlicos aromaticos, alifaticos y fendlicos hidrogenados. Entre la senial de 2920
y 2850 cm™, se observa la presencia de C — H esto debido a que los grupos metilo
y metileno que estdn presentes en los compuestos aromaticos. El pico mostrado
en los rangos de 1700 y 1600 cm™ se observa la presencia del grupo N - H, esto
indica la presencia de compuestos con un anillo aromatico que puede correspon-
der a amidas aromaticas o aminas. Las sefales entre 1500 y 1400 cm™ se deben
al alargamiento de los grupos carbonilo, mientras que los picos en la regién de
1350 y 1300 cm™ indican la deformacién de los enlaces C=C del anillo aromético.
La diferencia entre la intencidad de las sefiales observadas podrian ser atribuidas
a la presencia de diferentes compuestos polifendlicos presentes en las diferentes
muestras (como los flavonoides), lo cual podria interferir en el momento dipolar
de los grupos funcionales presentes en ellos, afectando asi 1a intensidad de la senal
detectada.

La sefial en la banda de absorcion de 1200 cm™ es atribuible a O - H en la
deformacién de polifenoles, mientras que entre 1150 y 1000 cm™ indica la pre-
sencia del grupo funcional C — O — H de alcoholes, finalmente, en la banda de 750
cm™, se observo la presencia del grupo C - H, lo que indica la presencia de 4cidos
carboxilicos aromaticos.

El analisis de compuestos polifendlicos realizado por Bautista-Hernandez
et al. (2021), fundamentan los resultados obtenidos en este analisis, ya que estos
resultados mostraron las mismas sefiales de absorbancia que las que reportan en
su investigacién dichos autores, las cuales son caracteristicas de los compuestos
polifendlicos. Dentro de la regién entre 1700 y 1600 cm™, la presencia del grupo
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N - H, indica la presencia de compuestos con un anillo aromético que puede
corresponder a amidas o aminas aromaticas (Bautista et al. (2021). El presente
estudio demostro el potencial que tiene la planta de candelilla como fuente de
compuestos polifendlicos con capacidad antioxidante que pueden tener aplica-
ciones biotecnoldgicas, alimentarias o farmacéuticas, entre otras.
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