UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE INGENIERIA

“Caracterizacion fisicoquimica y funcional de la planta de candelilla
(Euphorbia antisyphilitica Zucc) en diferentes localidades”

Por:

DAMASO BERRUM AGUILAR

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

Saltillo, Coahuila,
México Junio 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE INGENIERIA

“Caracterizacion fisicoquimica y funcional de la planta de candelilla (Kuphorbia
antisyphilitica Zucc) en diferentes localidades™

Por:
DAMASO BERRUM AGUILAR

TESIS
Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

DR. JULIO CESAR TAFOLLA DR. GUILLERMO CRISTIAN
ARELLANO GUADALUPE MARTINEZ AVILA
Asesor Principal UAAAN Asesor Principal Externo

Saltillo, Coahuila. México Junio 2021

vii



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE INGENIERIA
“Caracterizacion fisicoquimica y funcional de la planta de candelilla (Euphorbia
antisyphilitica Zucc) en diferentes localidades™
Por:

DAMASO BERRUM AGUILAR

TESIS
Presentada como Requisito Parcial para Obtener el Titulo de:

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
La cual fue revisada y aprobada por:

POR EL COMITE DE ASESORIA

DR. JULIO CESAR TAFOLLA DR. GUILLERMO CRIS
ARELLANO GUADALUPE MARTINEZ AVILA
Asesor Principal Asesor Principal

I
QFB. MARI’A}JEL "ARMEN JULIA DR. R ,% AS MOLINA

MC. SERGIO SANCHEZ MARTINEZ
oordinador de la Division de Ingenieria

Buenavista, Saltillo Coahuila, México, Junio 2021

viii



AGRADECIMIENTOS

A Dios por otorgarme la vida y darme salud a mi y a mi familia, porque sin ellos nada
de esto seria posible, gracias familia porque jaméas me dejaron de apoyar ni en los
momentos mas dificiles, su apoyo fue incondicional, ustedes fueron mi inspiracion

para poder concluir con éxito esta etapa en mi vida.

Al Dr. JULIO CESAR TAFOLLA ARELLANO por todo su apoyo para poder
concluir este trabajo porque siempre me brindé su confianza y me alentd a hacer bien
las cosas, gracias por su apoyo incondicional. Excelente asesor, pero sobre todo un

gran amigo.

Al Dr. GUILLERMO CRISTIAN GUADALUPE MARTINEZ AVILA por
brindarme la asesoria y el apoyo, que en cada momento estuvo ahi para apoyarme,

ademas de brindarme las instalaciones para poder realizar este estudio.

Al Dr. ROMEO ROJAS que gracias a usted se me dio la oportunidad de realizar este
trabajo, por aportarnos de su conocimiento para hacerlo mejor posible y siempre estar

cuando lo necesitamos le agradezco todo su apoyo.

A la Maestra MARIA DEL CARMEN JULIA GARCIA por las facilidades
brindadas en el laboratorio de ciencias basicas, asi como por su ayuda brindada y

siempre mostrar disponibilidad.

Al MC. SERGIO SANCHEZ MARTINEZ por su apoyo durante mi estancia en la

universidad y por las facilidades brindadas.



Al FONDO SECTORIAL PARA LA INVESTIGACION, EL DESARROLLO Y
LA INNOVACION TECNOLOGICA FORESTAL CONACYT-CONAFOR por
la beca tesis asignada del proyecto B-S-131466 “Disefio y construccion de equipo

semiautomatico para la extraccion de cera de candelilla organica”.

A mi ALMA TERRA MATER, LA UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
ANTONIO NARRO vy al Departamento de Ciencias Bésicas por la oportunidad y por

la formacion profesional e integral que me brindaron.

A mis comparieros del LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOLOGIA
MOLECULAR, por todo su apoyo y aportaciones que me brindaron y mas que nada
por su amistad y carifio.

A cada uno de mis profesores que me aportaron de sus conocimientos, lo cual fue
parte fundamental de mi educacion como estudiante y gracias a ello he cumplido una

meta importante en mi vida.



DEDICATORIA

A mis padres DAMASO BERRUM URIOSTEGUI y ESTHER AGUILAR OLEA
por ser unas maravillosas personas y que gracias a sus ensefianzas pude lograr lo que
hasta ahora, porque méas que consejos, siempre conté con su apoyo incondicional en

las buenas y malas. Infinitamente gracias.

A mis hermanos Leo, Daniel, Perla, Isabel y Lupita les agradezco el apoyo que cada
uno de ustedes me brindo, porque a pesar de que nunca hemos estado todos reunidos

somos una gran familia.

A cada uno de mis amistades y familiares que creyeron en mi y siempre me apoyaron

muchas gracias.

Xi



INDICE

AGRADECIMIENTOS ...ttt e e e e e snre e e nnae e IX
DEDICATORIA ..ottt bttt r et Xi
INDICE ... Xii
INDICE DE TABLAS ..ottt sttt Xiv
INDICE DE FIGURAS.....ccooitiieiiieiieeieie sttt XV
RESUMEN. ...ttt ettt sttt ne st eseebe e nenre s XVi
I. INTRODUCCION ......oooivieieeseeteee et ses s ss s sses st 17
1.0 HIPOTESIS. .ottt bttt ettt b b nn s 18
1.2 ODJEIVO GENEIAL ......cuiiiiiiieiiiie b 18
1.3 ODJetivoS BSPECITICOS ...cvveiiiiieiiecie ettt re et sae s 18
ii. REVISION DE LITERATURA .....cooiieveeeee e 20
2.1 Generalidades de la Candelilla..........c.occveiiiieiieieiecee e 20
A N =T v 1y o USSR 21
2.1.2 Descripcion morfoldgica de la planta ..........cccocveveieeieiie e 22
2.1.3 Caracteristicas de [a Semilla..........ccooviiiiiiiiiii e, 24
2.1.4 CaracteristiCas de [a FaIZ.........coeveieiiiececee e 24
2.1.5 Caracteristicas de [a flor.........cooiieiiiii e 24
2.1.6 CaracteristiCas del FrULD........coieiiieie e 25
2. 1.7 GEIMINACION ....ovviieite ettt sttt bbbt s et ebe st e sbesbesneeneeneenens 25
2.1.8 Habitat Y diStriDUCION ........oiiiieeice s 25
2.1.9 Us0S de 12 CANUEITIA.......cueieieieieie et 26
2.2 Propiedades antioXidaNntES.........cuerueiieieerie e 27
2.2.1 Métodos utilizados para determinar capacidad antioxidante ..............ccccccevevvenenne. 28
2.2.1.1 Capacidad de eliminacion de radicales DPPH"...........ccccoovrieiireiineenesee e, 28
2.2.1.2 Determinacion del poder de reduccion de hierro (FRAP) ..., 29
2.2.1.3 Determinacion de inhibicion de radicales (ABTS™)....ccvvvovieeeeieeeeeeeeeeseeias 29
2.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR).......c.ccoeviivevivennenne. 30
iii. MATERIALES Y METODOS ......ooeieeieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 31
3.1 Material VEGELAL. ........coeiieieie e 31



3.2 REACLIVOS QUIMICOS ..vveeiieeieieiiesie sttt sttt sttt sbe s ra s nens 31

3.3 Métodos para el anélisis quUIMICO ProXimal ..........c.coeiriieiniiienee e 32
3.3.1 Determinacion de CEMNIZAS .......cccvieiirieieieie ettt bbb 32
3.3.2 Determinacion de Proteina Cruda..........occoerereneniiiesieieieeee e 32
3.3.3 Determinacion de EXtracto etre0 0 graSa ........ccoeveerereereeerienieesesie s 32
3.3.4 Determinacion de Fibra Cruda.........cocooveieeioieie i 33
3.3.5 Determinacion de Extracto libre de nitrdgeno (ELN).........ccooveviiieiiecn e 33
3.4 EXtracCion de POTENOIES..........coiiiiiiiiieieee e 34
3.4.1 Extraccion y purificacion de 1a MUESEIa..........ccuiiiiiiiieiereeeee e 34
3.5 Evaluacion de la actividad antioXidante...........ccocererriieneinineneese e 34
3.5.1 Preparacion de las muestras para analizar............ccccceovveieiieeieenesee e 34
3.5.2 ENSAY0 DPPH ...ttt e 34
5.3 ENSAYO FRAP ..o s 35
354 ENSAY0 ABT S .ottt ettt 36
3.6 Analisis Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) ................. 37
3.7 ANALISIS ESTABISTICO. ... eveevieiieie ittt b bbb 38
iv. RESULTADOS Y DISCUSION .......oivieeieeiteeeeeeeee e, 39
4.1 Analisis qUIMICO ProXiMal .........cccooviiiiiiiieeec e 39
4.2 Rendimiento de proceso de extraccion de polifenoles..........cccccevvvveiieeieieveecnee, 41
4.3 Andlisis de la actividad antioXidante ..........ccccovereriiniiiiieee e, 42
4.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)........ccccooeiviiiniennne 44
V. CONCLUSION ...ooooiiiciieieeestesie sttt 46
Vi. REFERENCIAS ...ttt 47
VIl ANEXOS ..ottt bttt et et ne e 53

Xiii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ubicacion geografica de las colectas de los 3 ejidos evaluados. ...................... 31
Tabla 2. Curva de calibracion de 4cido galiCO...........cceeveviiiieii e 35
Tabla 3. Curva de calibracion de 4cido galiCo .........cccooeriiiiiiiiee e 36
Tabla 4. Curva de calibracion de TrOlOX.......cccoucrerereieie e 37
Tabla 5. Analisis quimico proximal de Euphorbia antisyphilitica (g 100g™Y) ................ 40
Tabla 6. Rendimiento del proceso de extraccion de polifenoles...........ccccvevvieivenenne. 42
Tabla 7. Evaluacion de la capacidad antioXidante. .............ccoovevevercieienese e, 43

Xiv



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Planta de Candelilla............c.coooiiei i 23
Figura 2. Caracteristicas del tallo de la planta de candelilla. ...........cccccooiiiiiiiinnnne, 23
Figura 3. Floracion de Candelilla.............ccooviiiiiieiiieiececeeee e 25
Figura 4. Desierto Chihuahuense y distribucion de Candelilla en México...................... 26
Figura 5. Productos derivados de la cera de candelilla. ............cccocvevveiveieiiciiecccien, 27
Figura 6. Resultado de cenizas de cada una de las localidades..............ccocerveriverinnennnn, 40
Figura 8. Resultado de eXtraCCiOn A graSa..........ccceoeererieerieriereeesie e, 41
Figura 9. Obtencion de fibra Cruda. ...........ccooeiieiiiiiic e 41
Figura 10. Resultado de polifenoles de una extracCion.............cccevvevieiverisieseese e 41
Figura 11. Lectura de ENSayo ABTS ™ .......ovieiiceieeeeeeee ettt es e 42
Figura 12. Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de candelilla.................c........ 44

XV



RESUMEN

La candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) es una planta endémica que crece en el
noreste de México y sureste de Texas, la cual es utilizada principalmente para la
extraccion de su cera, sin embargo, se ha demostrado que la planta de candelilla
también contiene una cantidad importante de compuestos polifenodlicos que han sido
poco estudiados. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar fisicoquimica y
funcionalmente los compuestos polifendlicos obtenidos de la planta candelilla
(Euphorbia antisyphilitica Zucc.) de tres diferentes comunidades; San Jeronimo (SJ) en
Zacatecas, Estanque de Leon (EL) y Tortuga (T) en Coahuila. Los mejores resultados
obtenidos en el analisis quimico proximal para la variable de cenizas se obtuvieron en
SJ con 11.70 g 100g™, el mejor resultado de proteina cruda se obtuvo en EL con 4.26 g
100g™, en SJ se obtuvo el resultado de 5.93 g 100g™ en la variable de extracto etéreo-
grasa, para la variable de fibra cruda el mejor resultado fue para la localidad de SJ con
33.26 g 100g™ y para la variable de Extracto libre de nitrégeno en SJ con 63.20 g
100g™. Se realizd la extraccién y purificacion de compuestos fenélicos y determinacion
de la capacidad antioxidante mediante compuestos fenolicos. EI mejor rendimiento de
polifenoles purificados se obtuvo en la localidad de T con 10.5 mg/g™. Las técnicas
realizadas de DPPH’, FRAP y ABTS™, T obtuvo mejores resultados en comparacion a
las otras localidades; la determinacion de ICsy por DPPH' fue 39.52 (+ 3.84) ug m L™,
en ABTS™ de 34.75 (+ 0.21) pg m L™ y en FRAP a una concentracién de 50 pg mL™
obteniendo un porcentaje de inhibicion de 41.73 (£4.21). Con base en el analisis FTIR
las tres localidades presentaron en la longitud de onda de 1025 (cm™) un pico
sobresaliente que refiere al grupo funcional C — O — H de alcoholes. El presente estudio
demostro que la candelilla tiene compuestos de fuerte actividad antioxidante, que puede

ser util en productos alimenticios y farmacéuticos.
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I. INTRODUCCION

En México la produccion de candelilla abarca regiones del norte de México, como el
ejido San Jeronimo, Zacatecas, México, en el cual se han aprovechado més de 124 mil
kilogramos de candelilla extraidas de un &rea de 4,903 hectéreas en el periodo de 2014
a 2018 (CONAFOR, 2016). Los recursos agricolas de la zona norte del pais
comprenden especies de plantas no maderables como lo son el orégano, el laurel, la
damiana, candelilla, entre otros. Este ultimo mencionado, es una especie endémica de
regiones semideserticas, que se puede encontrar en estados como Chihuahua,
Coahuila, Durango, Hidalgo, Nuevo Leo6n, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. Esta especie suele ser un arbusto pequefio, muy
ramificado, sin hojas y es capaz de reproducirse mediante brotes ya sea de tallos
aéreos o subterraneos, esto hace ver a la planta mucho mas vistosa (Instituto de la
Candelilla, 2013).

Esta planta de candelilla crece principalmente en laderas y tienen una gran capacidad
de adaptacion bajo condiciones de sequia; ademas, ha sido capaz de desarrollar
mecanismos fisioldgicos para tolerar las temperaturas extremas, debido a que cubre de
cera sus tallos y esto le permite conservar la humedad que capta del suelo, preservar la

clorofila y protegerse del exceso de calor (Instituto de la Candelilla, 2013).

La cera de candelilla es reconocida como una sustancia natural segura para su
aplicacién en la industria alimenticia, ademas, se ha utilizado en la industria
cosmética y la electronica. Algunos de los productos generados comprenden los que
son maquillaje, abrillantadores, pinturas, circuitos integrados, aislantes eléctricos,
biopeliculas alimentarias, entre otros (SEMARNAT, 2016). También se han reportado
algunos otros usos como biocombustible con caracteristicas parecidas al del biodiesel
comercial (Torres Castro et al; 2015). Sin embargo, se ha demostrado que la planta de
candelilla también contiene una cantidad importante de compuestos polifendlicos los
cuales son reconocidos por su capacidad antioxidante (Aguilera-Carbo et al. 2008;
Ascacio-Valdés et al. 2010; 2013).
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Los antioxidantes son compuestos que inhiben y retardan la oxidacion de otras
moléculas y se dividen principalmente en dos categorias: sintéticos y naturales
(Mufoz Juarez & Gutiérrez, 2010). Se ha demostrado que los radicales libres causan
afectaciones en la salud debido a las actividades oxidativas que estos generan, como
son, dafos cerebrales, fallos cardiacos, cataratas, entre otros (Youngson, 2003). Los
medios antioxidantes presentes en plantas son de gran ayuda al evitar los procesos
oxidativos. De acuerdo a Marwah et al. (2007) antioxidantes como flavonoides,
antocianinas, taninos, ligninas, acidos fendlicos presentes en plantas pueden reducir
los dafios generados por los radicales libres. A pesar que la candelilla se ha utilizado
principalmente para la extraccion de su cera, se ha reportado que la planta de
candelilla también contiene una cantidad importante de compuestos polifenélicos que
han sido poco estudiados. Es por lo antarior que el presente trabajo fue desarrollado
para explorar la planta de candelilla como fuente potencial de compuestos

antioxidantes.
1.1 Hipdtesis

La planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc.) es una fuente potencial de

compuestos polifendlicos con actividad antioxidante.
1.2 Objetivo General

Caracterizar fisicoquimica y funcionalmente los compuestos polifendlicos obtenidos de

la planta candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc.) de tres diferentes comunidades.

1.3 Objetivos especificos

1.3.1 Realizar el analisis quimico proximal de la planta de candelilla de diferentes
comunidades del Norte de México.

1.3.2 Extraer los compuestos polifendlicos de la candelilla.

1.3.3 Determinar la capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos por DPPH’,
ABTS™, y FRAP.

1.3.4 Analizar e identificar grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja por
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transformada de Fourier (FTIR).
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I REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la Candelilla

La candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) 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 presencia de cera es una respuesta adaptativa de
Euphorbia antisyphilitica a las condiciones ambientales extremas de las regiones aridas
donde se desarrolla. Este material ceroso, en plantas es cominmente llamado cuticula y
cubre completamente las partes aéreas de las plantas superiores; la cual es sintetizada
por las células epidérmicas y cumple la funcion de aislar y proteger del medio externo
que les rodea (Tafolla-Arellano et al., 2013). Ademas, tiene una gran importancia
ecologica debido a que cumple funciones importantes en los ecosistemas desérticos
como la retencion de humedad y particulas del suelo debido al crecimiento de sus
macollos,, lo cual favorece el establecimiento de otras especies, esta funcion es
particularmente importante al considerar que se trata de una especie altamente resistente
a la sequia, ademas, protege al suelo de la radiacion solar y del efecto del viento,
evitando la erosion, particularmente en sitios con pendiente (Zamora-Martinez et al.,
2013).

La candelilla constituye uno de los 10 productos forestales no maderables de mayor
importancia econdmica en México, pues su recolecta es una actividad econémicamente
muy relevante para los productores forestales de las zonas aridas, por su extensa
aplicacion en la industria de transformacion (Zamora-Martinez et al., 2013). Se estima la
existencia de aproximadamente 3 500 pequefios productores, distribuidos en 230 ejidos
de 33 municipios ubicados en el noreste de México. Su recoleccién para la obtencion de
su cera se realiza mayormente en el noreste del pais, en la denominada region
candelillera (Rojas-Molina et al., 2011).

La cera de candelilla es un producto usado en la industria, desde la cosmética hasta la
electronica por sus caracteristicas Unicas como: color amarillo transparente, dureza,
brillo, incluyendo facil digestion sin ser toxica; de acuerdo a la Administracion de
Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica es una sustancia

20



generalmente reconocida como segura (Rojas-Molina et al., 2013). Se ha demostrado la
alta eficiencia de recubrimientos comestibles a base de cera de candelilla que prolongan
la vida de anaquel de frutos frescos cortados (Saucedo-Pompa et al., 2007) y de frutos
como el aguacate (Saucedo-Pompa et al., 2009), manzana (Ochoa et al., 2011), papaya
(Telles-Pichardo et al., 2013) y pimientos (Ochoa-Reyes et al., 2013), entre otros.
Ademas, se ha desarrollado un método de extraccion de cera de candelilla que incluye el
uso de &cidos orgéanicos no agresivos para el ser humano, dicho proceso se encuentra en
proceso de solicitud de patente (Ledn-Zapata et al., 2010; MX/a/2010/002764).

Sin embargo, a pesar de su gran importancia econémica, industrial, ecoldgica y
biotecnoldgica no se han realizado los suficientes estudios fisioldgicos, bioquimicos,
funcionales que nos permitan comprender el potencial de los compuestos bioactivos.

La candelilla es considerada como una fuente de compuestos bioactivos de aplicacion
biotecnoldgica, y de hecho se ha logrado aislar e identificar compuestos bioactivos como
elagitaninos con capacidad antifungica ante cepas fitopatdgenas como Alternaria
alternata, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporoides y Rhizoctnia solani
(Ascacio-Valdés et al., 2013). Sin embargo, la investigacion en esta area es poca y

representa una oportunidad para la generacion de conocimiento innovador en este tema.
2.1.1 Botanica

Euphorbia antisyphilitica, fue descrita por Zuccarini, (1832) en la que se resaltan sus
propiedades medicinales debido a los extractos de la planta. Por su parte Alcocer &
Sanders (1910) renombro a la planta como Euphorbia cerifera, resaltando la capacidad
de la planta y su produccion de cera, la cual demostré ser eficiente en la retencion de
humedad. La cera producida por la planta es un mecanismo eficiente en la resistencia a

altas temperaturas (Saucedo-Pompa et al., 2007 & Instituto de Candelilla, 2008).
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Su clasificacion taxonémica es la siguiente:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotiledoneae
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Euphorbia

Especie: antisyphilitica

2.1.2 Descripcién morfolégica de la planta

La candelilla es una planta de color verde blanquecino, este color blanquecino se debe
a la cera que produce, siendo parte de su adaptacion a las condiciones ambientales
extremas (Esquivel, 1979).

Los tallos aéreos son rectos y sin ramificaciones, teniendo una longitud de 5-10 cm
cuando son jovenes, en plantas adultas su altura media oscila entre 45-70 cm. El
didmetro medio va entre los 3 a 5 mm. En algunas ocasiones suelen verse colores de la
planta un tanto mas obscuros a otros, esto es debido al crecimiento de la planta, cuando
es una planta adulta el color es mas obscuro y en tallos jovenes son de color verde
blanguecino, como se muestra en la Figura 1. La cera comienza a formarse pequefios
puntos, después se convierten en una especie de escamas Yy asi hasta cubrir totalmente
el tallo cuando la planta es adulta como se muestra en la Figura 2.

La cera del tallo se desprende en forma de laminillas, al realizar cortes del tallo se
puede apreciar el latex de aspecto lechoso. Las hojas son sésiles, es decir, que no tienen
6rgano de soporte y presentan dos estipulas, una a cada lado de la base, pueden lograr
medir de 6-10 mm de largo y 1 mm de ancho. En los tallos tiernos las hojas son poco
visibles debido a que su tamafio es demasiado pequefio, mientras que en los tallos

adultos son caducas, es decir, solo permanecen entre 15 a 20 dias (Esquivel, 1979).
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“Figura 1. Planta de Candelilla

Figura 2. Caracteristicas del tallo de la planta de candelilla.
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2.1.3 Caracteristicas de la semilla

La semilla es un 6rgano de gran importancia para la planta ya que cumple las funciones
de dispersion, proteccion y reproduccion de la especie. La estructura externa e interna de
la semilla puede variar, estas variaciones pueden ser del tamafio y posicion del
endospermo y el embrion, textura, estructura y color de la cubierta de la semilla, la

forma y sus dimensiones de tamafo (Flores Vindas, 1994).

2.1.4 Caracteristicas de la raiz

Las raices de esta planta son adventicias, muy numerosas y de color café muy claro.
Estas nacen sobre la parte inferior del rizoma en una forma circular. En algunos casos
las raices presentan ramificaciones y estan cubiertas por una cuticula facil de desprender
(Canales & Zamarron, 2005).

2.1.5 Caracteristicas de la flor

La inflorescencia aparece en la parte superior del tallo en forma de espigas; las flores se
diferencian en masculinas y femeninas sobre el mismo tallo; la sincronia en la
inflorescencia puede no generar la fecundacion de los embriones. El androceo presenta
maultiples estambres de la misma longitud y arqueados con dos anteras y el gineceo se
presenta en menor longitud. El ovario es tricarpelar antes de la fecundacién se alarga el
estilo, llevando el fruto a la punta, el cual queda separado del resto de los verticilos con
una distancia de hasta 8 mm. (Alifie Rojas, 2001)
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Figura 3. Floracién de Candelilla

2.1.6 Caracteristicas del fruto

El fruto en forma de capsula contiene 3 semillas, con una longitud de 5mm y siendo de
color café. Las semillas de igual forma suelen ser de color café claro, esto debido a que

la cera la cubre totalmente (Alifie Rojas, 2001).

2.1.7 Germinacion

Para poder llevar a cabo la germinacion es necesario hidratar las semillas, debido a que
las células en estado latente requieren de este proceso para la expansion de la radicula y
generacion de una nueva planta. Existen tres maneras por las cuales las semillas
absorben agua: imbibicién, germinacion sensu stricto y desarrollo del embrion (Flores
Vindas, 1994).

2.1.8 Habitat y distribucién

La planta de candelilla se desarrolla casi Gnicamente en una regién semiarida del norte de

MEéxico, a esta zona se le conoce con el nombre de “El Desierto de Chihuahua”.
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Esta zona tiene una extension de mas de 450,000 km?, y abarca estados como Coahuila, San
Luis Potosi, Zacatecas, Durango y Chihuahua en territorio mexicano, y parte de Arizona,
nuevo México y el sur de Texas en territorio estadounidense (Instituto de la Candelilla, 2008)
(Figura 4).

Estados Unidos

México ( 7 M) \\ _ SANLuis

C'UyMexico

!

Figura 4. Desierto Chihuahuense y distribucion de Candelilla en México
*obtenido de (Instituto de la Candelilla, 2008)

La sierra madre occidental y la sierra madre oriental son la causa de las condiciones
deseérticas del desierto de chihuahua, ya que bordean los limites de este y evitan la
corriente de humedad del golfo de México y del océano pacifico.

La elevacion de este territorio va desde los 300 m hasta los 1500 m, la mayor parte de
su extension esta entre los 1000 m y 1500 m de altura. Las temperaturas van de los 13 a
los 50 °C, en enero se encuentran las temperaturas mas frias (13 °C) y en junio las mas
calientes (50 °C). Las lluvias son muy pocas, teniendo una precipitacion pluvial anual

menor a los 350 mm, con 8 hasta 12 meses secos (Instituto de la candelilla, 2008).

2.1.9 Usos de la candelilla

Debido a las caracteristicas fisicas como su dureza, brillo, y el color amarillo
transparente, han permitido que al ser un producto de origen natural tenga un amplio
uso en la industria cosmética y electronica. El uso de biopeliculas ha sido reconocido
por la Food and Drugs Administration (FDA) debido a que no es toxica y tiene una
facil digestion. En 2006, México tuvo una produccién de 349 toneladas de cera con un
valor superior a $7, 677,582 pesos. La cera de candelilla ha sido exportada a paises

como: Espafia, Alemania, China, Italia, Japén y Estados Unidos.
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La produccion de cera de candelilla es producto de méas de 3,500 productores (Instituto
de la Candelilla, 2008 & Canales y Zamarron., 2006).

Cada vez es mayor el numero de aplicaciones que tiene la cera de candelilla, como lo
indica la Figura 5 destacan la fabricacion de cosméticos, pinturas, goma de mascar,
ceras para calzado, ungientos, jabones, envases desechables y productos para pulir y
dar brillo a automaviles (Hagenmaier, 2000; Cervantes, 2002; Barsch, 2004).

Figura 5. Productos derivados de la cera de candelilla.

2.2 Propiedades antioxidantes

Los subproductos de candelilla fueron evaluados por Burboa et al. 2014. Los autores
reportaron que los extractos etandlicos son capaces de inhibir mas del 88% de los
radicales DPPH’ segln la metodologia utilizada para este analisis, que se relaciona con
la presencia de compuestos fenolicos en estos extractos. Sin embargo,
independientemente del alto contenido de compuestos fendlicos, la evaluacion y
explotacion de las propiedades antioxidantes de los extractos de plantas de candelilla son
muy poco explorados.
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2.2.1 Métodos utilizados para determinar capacidad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidantes se fundamenta en verificar si un agente
oxidante genera reacciones oxidativas en un sustrato oxidable. Esto se comprueba en la
inhibicion y/o reduccion ante un radical oxidante.

La inhibicion generada se basa en los compuestos de la muestra mediante el radical
oxidante. Otros experimentos cuantifican la oxidacion ante los procesos oxidativos.
(Fernandez-Pachon et al., 2006).

Se han realizado diferentes métodos los cuales difieren en aspectos tales como:la técnica
utilizada, el sustrato, el agente oxidante, entre otras. Ademas, de que cada uno de los
métodos tiene objetivos diferentes. Entre ellos sefialamos la medida de la resistencia de
un alimento a la oxidacién, la evaluacién cuantitativa del aporte en sustancias
antioxidantes o la evaluacion de la actividad antioxidante del plasma una vez ingerido el
alimento (Frankel N & Meyer AS 2000; Arnao, et al 1999).

Para calcular la actividad antioxidante de muestras de alimentos son utilizados los
métodos in vitro. Teniendo resultados limitados desde el punto de vista nutricional, ya
que no reproducen la situacion fisioldgica. Para lograr una mayor aproximacion algunos
ensayos incluyen radicales relevantes en los sistemas biologicos (O,, H,0O,, ROO, OH)
(Wayner, et al 1985).

2.2.1.1 Capacidad de eliminacién de radicales DPPH’

Los radicales libres son producidos en los sistemas bioldgicos, estos radicales pueden
causar diversos trastornos degenerativos, como mutagénesis, carcinogénesis, trastornos
cardiovasculares y envejecimiento (Singh y Singh 2008).

El proceso oxidativo comprende tres pasos principales mediado por radicales libres: el
inicio, la propagacion y la terminacion, los antioxidantes combaten los radicales libres
interviniendo en cualquiera de estos tres pasos.

El DPPH’ es un radical nitrogenado organico y estable de un intenso color purpura,

compuesto de moléculas estables de radicales libres.
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Este método es utilizado para determinar la capacidad antioxidante con base en la
disminucion de color, medida a 517 nm, por accién de un compuesto antioxidante. Este
método fue informado por primera vez por Brand-Williams et al. (1995).

El DPPH" muestra una banda de absorcion fuerte a 517 nm debido a su electron
desapareado y la solucién aparece de un color violeta intenso, la absorcion desaparece
cuando el electron se aparea. La decoloracion resultante es estequiometria con respecto

al nimero de electrones absorbidos.

2.2.1.2 Determinacion del poder de reduccion de hierro (FRAP)

El fundamento del método FRAP se basa en la reduccién del hierro férrico (Fe*)
presente en el reactivo de FRAP hasta la forma ferrosa (Fe*?) por presencia de
antioxidantes.

La metodologia usada en esta técnica consiste en medir el incremento en la absorbancia
a 593 nm que se genera cuando el complejo TPTZ-Fe*® se reduce a TPTZ-Fe*? (Benzie
y Strain, 1996). De esta forma, la capacidad antioxidante que presentan los extractos de
diferentes frutas y vegetales se mide como la capacidad reductora del extracto (Rioja-
Antezana et al., 2018).

Es una técnica espectrofotométrica simple y barata. Sin embargo, la relevancia de este
ensayo es un tanto incierta, debido a que la reaccion del ensayo se produce por
transferencia de electrones, que no imita situaciones fisiologicas. Ademas, no todos los

antioxidantes son capaces de reducir Fe.
2.2.1.3 Determinacion de inhibicion de radicales (ABTS™)

Este método permite la medicién de la actividad antioxidante de mezclas de sustancias y
por lo tanto ayuda a distinguir entre efectos aditivos y sinérgicos. Su fundamento se basa
en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS™, debido a la interaccion con
especies donantes de hidrégeno o de electrones. Las mediciones se realizan a una
longitud de onda de 734 nm (Re et al., 1999).
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Los resultados se expresaron como valores TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity) mediante la construccién de una curva patron usando como antioxidante
TROLOX (A. Mesa-Venegas, et al, 2015).

2.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica analitica
que se aplica a la caracterizacion de biomateriales. Es relativamente simple,
reproducible, no destructiva, y solo se necesitan pequefias cantidades de material
(microgramos a hanogramos) con una preparacion minima de la muestra. Ademas, esta
técnica también proporciona informacion a nivel molecular que permite la investigacion
de grupos funcionales, tipos de enlaces y conformaciones moleculares. Las bandas
espectrales en los espectros vibracionales son especificas de la molécula y proporcionan

informacidn directa sobre la composicion bioquimica (Movasaghi et al., 2008).
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iii. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

El material fue colectado en tres diferentes ejidos (Tabla 1). Una vez recolectadas las
muestras vegetales fueron transportadas al Laboratorio de Biotecnologia y Biologia
Molecular en el departamento de Ciencias Basicas de la UAAAN, se secaron a 50°C/24
h en una estufa Novatech, y se redujo el tamafio de particula en un molino Homend, HC-

500 a 600 pum (malla No. 30). Se almacenaron en bolsas negras hasta los analisis.

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

Especie Municipio Ejido Latitud Longitud Altitud

Melchor San

Euphorbia antisyphilitica Ocampo (Zac) Jerénimo R 102°29°24.32 2275

Cuatro Ciénegas  Estanque

Euphorbia antisyphilitica (Coah) deleon ~ 2°°4235585" 103°1802.27" 1115

Euphorbia antisyphilitica Ramos Arizpe

(Coah) Tortuga 25°51'39.77 101°16'30.53 984

*Zacatecas (Zac), Coahuila (Coah).

3.2 Reactivos quimicos

Etanol, acido galico, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH"), &cido 2,2'-azino-bis—(3—
etillbenzotiazolin—6-sulfonico (ABTSe+), persulfato de potasio (K,S,0g), fosfato de
potasio dibasico (K;HPO4) 1 M, fosfato de potasio monobéasico (KH,PO,) 1 M,
ferrocianuro de potasio (CsNgFeKy), acido tricloroacético (CCI3COOH), cloruro férrico

(FeCly), reactivos como Amberlita XAD-16, solventes metanol, H,O destilada.
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3.3 Metodos para el andlisis quimico proximal

3.3.1 Determinacién de Cenizas

Los materiales y equipos empleados fueron crisoles de porcelana, desecador, pinzas y
balanza analitica. Se pesaron los crisoles vacios, se agregé un gramo de muestra a los
crisoles, se pre incinerd en un mechero cada una de las muestras contenidas en el crisol
hasta que se quemo. Los crisoles se colocaron dentro de la mufla a 500°C/24 h.
Posteriormente, se colocaron en un desecador por 30 minutos. Finalmente se pesd. El
porcentaje de cenizas se obtiene con la siguiente ecuacion:

Peso del crisol + ceniza — Peso de crisol vacio

9% Ceniza = x 100
Gramos de muestra

3.3.2 Determinacién de Proteina Cruda

Los materiales y equipos empleados fueron matraz Kjeldahl de 800 ml, aparato de
digestion y destilacion Kjeldahl, matraz Erlenmeyer de 500 ml, bureta, &cido sulfurico
0.1 N, hidréxido de sodio 45%, &cido borico 4%, indicador mixto, agua destilada,
mezcla de selenio, perlas de vidrio, acido sulfurico concentrado siguiendo el protocolo
de la AOAC, 1980.

Las formulas para poder obtener el porcentaje de proteina son las siguientes:

(ml de H2504 gastados en muestra — ml de H2S04 gastados en blanco) (normalidad del 4cido)(0.014) x 100

%N =
gr de muestra

% Proteina Cruda = %N X 6.25

3.3.3 Determinacion de Extracto etéreo o grasa

Los materiales y equipo empleados fueron aparato extractor tipo Soxhlet, dedales de
asbesto, matraces bola fondo plano y boca esmerilada, estufa pinzas balanza analitica,
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desecador, hexano o éter anhidrido, perlas de vidrio, papel filtro, algodon siguiendo el
protocolo de la AOAC, 1980.

La formula para determinar el extracto libre de nitrégeno es la siguiente.

peso de matraz + grasa — peso de matraz vacio X 100
%EE =

gr de muestra

% EE = porcentaje de extracto etéreo.

3.3.4 Determinacioén de Fibra cruda

El material y equipo que se utiliza es un digestor Labconco, vasos de Berzelius de 600
ml, &cido sulfarico 0.255N, hidréxido de sodio 0.313 N, agua destilada, filtros de tela,
embudos de vidrio Se utilizaron 2 g de muestra desengrasada siguiendo el protocolo de
la AOAC, 1980. La formula empleada para calcular el porcentaje de fibra cruda fue la
siguiente:

peso del crisol + muestra seca — peso del crisol + cenizas

%FC = x 100
gr de muesyta desengrasada

%FC = porcentaje de fibra cruda.

3.3.5 Determinacion de Extracto libre de nitrégeno (ELN)

El ELN se calcula por diferencia, que corresponde a los azUcares, el almidén y gran
parte del material clasificado como hemicelulosa. EI ELN es necesario para realizar el
calculo total de nutrientes digestibles (TND). Se obtuvo con la siguiente formula:

%deE.L.N.
= % cenizas + % extracto etéreo + % proteina cruda

+ % fibra cruda — 100

% de E.L.N. = porcentaje de extracto libre de nitrégeno.
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3.4 Extraccion de Polifenoles

3.4.1 Extraccion y purificacion de la muestra

De acuerdo con lo reportado por Ascacio-Valdés et al. (2010), se pesaron 20 g de
muestra deshidratada (50°C/24 h) y pulverizada (tamiz No. 30) Se colocaron en un vaso
de precipitado con 100 mL de agua (relacion 1:20). La extraccion se llevé a cabo a 60
°C/30 min. Después, el extracto se filtrd con papel Whatman #41 para eliminar las
particulas de gran tamafio. Una columna cromatografica con Amberlita XAD-16 fue
usada para purificar el extracto; primero, se us6 agua como eluyente para descartar
compuestos indeseables, y después, se usOd etanol como eluyente para recuperar la
fraccion rica en polifenoles. El solvente (EtOH) fue eliminado por evaporacion y los
compuestos fendlicos fueron recuperados como un polvo fino. La muestra fue guardada

en recipientes &mbar y conservada en refrigeracion hasta su uso

3.5 Evaluacién de la actividad antioxidante

3.5.1 Preparacion de las muestras para analizar

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

3.5.2 Ensayo DPPH’

Se prepard una solucion stock de acido galico a una concentracién de 200 ppm y se

realizé la siguiente curva de calibracion.
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Tabla 2. Curva de calibracion de &cido galico

[ppm] I de solucion stock pl de H,O VVolumen final

0 0 1000 1ml

20 100 900 1ml

50 250 750 1ml

70 350 650 1ml

90 450 550 1ml
110 550 450 1ml
150 750 250 1mil

Para determinar la capacidad de eliminacion de radicales libres de la muestra empleada,
se empled una solucion de radical DPPH’, se utilizé6 metanol como disolvente (60 mM).
Se afiadi6 un volumen de 2950 pL de radical DPPH" a cada uno de los tubos de ensayo
por cada 50 puLL de muestra y en su caso, de curva estandar (acido galico). Se incubd en
oscuridad por 30 minutos. Se registrd la absorbancia de cada una de las muestras a una
longitud de onda de 517 nm. EIl porcentaje de inhibicidén se calculd con la siguiente
ecuacion:
Acontrol — Amuestra

% Inhibicion = | Aeontrol ] x 100

Donde Acontrol Fepresenta el valor de la absorbancia del control y Anestra representa el
valor de la absorbancia que se obtuvo de cada una de las muestras. El resultado obtenido

se expreso por el valor 1Csp.

3.5.3 Ensayo FRAP

Se preparé una solucion madre de acido galico a una concentracion de 200 ppm y

realizar la siguiente curva de calibracion.
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Tabla 3. Curva de calibracion de &cido galico

[ppm] ul de solucion stock ul de H,O Volumen final

0 0 1000 1ml

20 100 900 1ml

50 250 750 1ml

70 350 650 1ml

90 450 550 1ml
110 550 450 1ml
150 750 250 1ml

Un volumen de 500 puL de muestra se mezcld con 120 pL. de buffer de fosfato (pH 7),
que fue preparado mediante una mezcla de fosfato de potasio dibasico (61.5 mL, 1M),
fosfato de potasio monobasico (38.1 mL, 1M) y se aford la mezcla a 1000 mL. Después,
se agregaron 220 plL de ferrocianuro de potasio al 1% (CegFeKsNg) a la mezcla de
reaccion, esta se homogeneiz6 y se incubdé a 50°C durante veinte minutos.
Posteriormente, se anadieron 12 pL de acido tricloroacético al 10%, 45 pL de agua
destilada y 10 uL de cloruro férrico al 0.1%. La absorbancia fue registrada a una
longitud de onda de 734 nm. Los resultados fueron reportados como pg de acido galico

equivalente por mililitro basados en la curva de calibracion con el mismo estandar.

3.5.4 Ensayo ABTS™

Se prepar6 una solucion stock de Trolox a una concentracion de 200 ppm Y realizar la

siguiente curva de calibracion.
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Tabla 4. Curva de calibracion de Trolox

[ppm] pl de solucion stock pl de H,O Volumen final
0 0 2000 2mL
20 200 1800 2mL
40 400 1600 2mL
60 600 1400 2mL
80 800 1200 2mL
100 1000 1000 2mL

Se genero el cation radical ABTS por medio de una solucion acuosa de ABTS (7 mM)
con persulfato de potasio (2.45 mM); se mezclaron estos compuestos en la oscuridad a
temperatura ambiente doce horas posteriores a su uso. Se ajustd la solucion en etanol a
0.700£0.002 nm de absorbancia. Se anadié un volumen de muestra de 50 pL para
reaccionar con 950 pL de la solucion de ABTS™; después de 1 minuto de reposo de la
reaccion, se midié la absorbancia a 734 nm. La capacidad de inhibicion se calcul6 por
medio de la siguiente ecuacion:

L Acontrol — Amuestra
% de Inhibicion = [ x 100

Acontrol

Donde Donde Acontror representa el valor de la absorbancia del control y Amyestra
representa el valor de la absorbancia que se obtuvo de cada una de las muestras. El

resultado se expres6 como el valor I1Cs.

3.6 Analisis Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

El analisis se realizé utilizando un FTIR Agilent Cary 630 acoplado a un cristal de
seleniuro de zinc (ZnSe) ATR. El extracto fendlico seco purificado se depositd sobre
toda la superficie del lector y se aseguré mediante la prensa equipada. La lectura se

realiz6 mediante el programa de PC MicroLab en el rango espectral de 4000 a 650 cm™,
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con un ciclo de 32 barridos con una resolucion de 2 cm™.

El anélisis del espectro y los grupos funcionales detectados se realiz6 con el programa

MicroLab Expert y la trama se construyo con el programa OriginPro 8.

3.7 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se reportaron como
medias ajustadas. Los datos se analizaron mediante pruebas de Tukey con significancia
de p<0.05. Se realizé analisis estadistico utilizando el software Statistica (version 10,
Statsoft, Poland) y para los andlisis de varinza SAS (version 9.4. SAS Institute, Cary,
NC).
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iv. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis quimico proximal

El andlisis proximal comprende las determinaciones que se realizan mas
frecuentemente para conocer la composicion de los macro componentes presentes en
los alimentos y tejidos vegetales e incluyen la determinacion de humedad, cenizas,
extracto etéreo (grasa cruda), proteina cruda, fibra bruta y carbohidratos asimilables
(Vésquez, & Fernandez, 2020).

En la Tabla 5 se muestran los resultados de andlisis realizados para la variable de
ceniza (Figura 6) no mostraron diferencia estadistica entre las localidades de Estanque
de Leon y Tortuga; sin embargo, la localidad de San Jer6nimo si mostro diferencia
estadistica con un valor de 11.70 g 100g™ de planta seca. Estos resultados son similares
con los reportados por Rojas et al. (2013) con valores de 10.9 g 100g™ de contenido de
ceniza. Para el contenido de proteina (Figura 7), Gallina, & Gonzélez, (2007) han
reportado valores promedios de 4.0 g 100g™ en tallos de candelilla, los cuales son
similares y no existen diferencias estadisticas en las localidades evaluadas. Sin
embargo, estos valores obtenidos son superiores a los reportados por Rojas et al.
(2013), con valores de 2.3 g 100g™ de proteina cruda. Para el contenido de grasa
(Figura 8) las localidades Estanque de Leon y Tortuga no mostraron diferencia
estadistica, siendo la localidad de San Jerénimo la que mostrd diferencia estadistica con
un valor de 5.93 g 100g™ en tallos de candelilla. En este sentido, Gallina, & Gonzélez,
(2007) y Rojas et al. (2013) reportan valores superiores con un total de 10 y 159 g
100g™* en tallos de candelilla, respectivamente. Para fibra cruda (Figura 9) las tres
localidades analizadas muestran diferencias estadisticas con valores entre 23.30-33.26
g 100g™ en tallos de candelilla. En este sentido Rojas et al. (2013) reportaron valores
inferiores 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 (Cevallos et al., 2008). Los resultados de ELN
obtenidos no mostraron diferencias estadisticas entre las localidades Estanque de Leon
y Tortuga, siendo San Jerénimo la unica que fue diferente estaditicamente con un valor
de 63.20 g 100g™ en tallos de candelilla.
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La composicion quimica de las plantas estd fuertemente influenciada por algunos
factores como las condiciones climaticas, estaciones del afio, la variabilidad genética,

etapa de desarrollo, entre otras.

Tabla 5. Anélisis quimico proximal de Euphorbia antisyphilitica (g 100g™)

LOCALIDAD CENIZA PROTEINA GRASA FIBRA EXTRACTO L. N.
Tortuga 8.56 a 412 a 382 a 2330 a 53.68 a
Estanque de Leon 8.96 a 426 a 384 a 2703 b 5466 a
San Jerénimo 11.70 b 418 a 593 b 3326 c 63.20 b

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

Figura 6. Resultado de cenizas de cada una de las localidades.

Figura 7. Proceso de digestion para determinar proteina cruda.
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Figura 9. Obtencion de fibra cruda.

4.2 Rendimiento de proceso de extraccion de polifenoles

Figura 10. Resultado de polifenoles de una extraccion.
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Tabla 6. Rendimiento del proceso de extraccion de polifenoles.

] . ] Rendimiento
Localidad Muestra utilizada (g) Gramos obtenidos 1
(mg/g™)
San Jerénimo 20 0.14+0.03 7 a
Ejido Tortuga 20 0.21+0.02 105 b
Estanque de Ledn 20 0.17+0.03 85 a

En la Tabla 6, podemos observar los rendimientos en la extraccion de polifenoles
(mg/g™). Las plantas obtenidas de localidades San Jerénimo y Estanque de Le6n no
mostraron diferencias estadisticas, El ejido Tortuga fue del que se obtuvo mayor
cantidad de polifenoles con 10.5 mg/g™ (Figura 10). En este sentido, Télles-Pichardo et
al (2013) en un andlisis para cubiertas comestibles, 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 extraccion.

4.3 Analisis de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los diferentes compuestos se mide en funcion del grado de
decoloracion que causan en la solucion del radical monocationico ABTS™ o del radical
DPPH'. El ensayo de decoloraciéon se basa en la capacidad que tiene la sustancia a
prueba de capturar el electron desapareado del radical o de liberar un protén (Aguirre, et
al, 2015).

Figura 11. Lectura de Ensayo ABTS™
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Tabla 7. Evaluacion de la capacidad antioxidante.

. ,DPP,H ICsp ABTS™ ICs, FRAP mE é&cido galico
Localidad Eg. &c. galico (ug Eq. Trolox (ug mL )
mL ™) g HY 25 (ugmL ™ 50 (ugmL ™

san 54.67 a 60.34 b 1651 a 2771 a
Jeronimo
Estanque de 54.33 a 61.72 b 16.89 a 31.61 a
Leodn

3952 b 34.75 a 14.75 a 41.73 b
Tortuga

* (Eq. ac. galico mg/L) equivalente acido galico, * (Eq. Trolox mg/L) equivalente Trolox. * (%inh)
porcentaje de inhibicidn. La prueba realizada fue con una significancia de (p<0.05). Letras iguales

denotan que no existe diferencia estadistica.

El analisis de la capacidad antioxidante DPPH" (Tabla 7) mostr6 que la muestra de la
localidad de Tortuga fue la Unica con diferencias significativas con un ICsy de 39.52
Eq. ac. gélico (ug mL ™), seguido de las muestras obtenidas de las comunidades de
Estanque de Ledn y San Jerénimo.

Para el anlisis de la capacidad antioxidante ABTS™" las localidades de Estanque de
Ledn y San Jeronimo no mostraron diferencias significativas, siendo Tortuga la que
mostré diferencia significativa con un ICsq de 34.75 Eq. Trolox (g mL ™).

En el analisis de FRAP se obtuvieron resultados con mayor capacidad antioxidante en
las pruebas realizadas a 50 ug m L™, siendo Tortuga quien mostré diferencia
significativa con un valor de 41.73 mE de acido galico. Para el caso de la concentracion
de 25 pg m L™ no se encontraron diferencias significativas entre localidades. Se ha
reportado que diferentes especies de Euphorbia de regiones semiaridas han mostrado
una actividad antioxidante y actividades antiinflamatorias como Euphorbia thymifolia
linn en extractos etanolicos (Garipelli et al., 2012).

Bautista-Hernandez 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 2 388.6 ug m L. Para el analisis de ABTS™" reportaron valores similares a los
de nuestro estudio en candelilla que habia sido tratada con &cido sulfurico en la

extraccion de cera. La actividad antioxidante manifestada en las muestras es atribuida
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al contenido de polifenoles presentes en el material vegetal evaluado, tal es el caso de
la localidad de Tortuga que muestra mayor rendimiento de polifenoles asi como mayor
capacidad antioxidante.

Algunos de los compuestos fenolicos que se han logrado identificar en candelilla y
subproductos son acido elagico, acido galico, taninos condensados e hidrolizables,
candelitaninos y catequina. De los cuales se ha reportado actividad antimicrobiana,

antioxidante, antitumoral, antifingica y antiviral, entre otras (Rojas et al., 2021).

4.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
En este analisis se pueden observar diferentes lecturas de absorbancias de cada una de

las tres localidades.

0.35 -
—— Estanque de Ledn 10125

—— San Jerénimo @
— Tortuga j

0.30 -

0.25 -+

0.20 -

0.15 -

Absorbancia
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Figura 12. Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de candelilla
**|_a longitud de onda esta dada en cm ™

Se ha reportado que el rango de los 3300 a 3000 cm™ indica la presencia del grupo
funcional OH este grupo se puede encontrar en compuestos alcoholicos aromaticos,
alifaticos y fenélicos hidrogenados. Entre la sefial de 2920 y 2850 cm™, se observa la
presencia de C — H esto debido a que los grupos metilo y metileno que estan presentes

en los compuestos aromaticos. El pico mostrado en los rangos de 1700 y 1600 cm ™ se
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observa la presencia del grupo N — H, esto indica la presencia de compuestos con un
anillo aromético que puede corresponder a amidas aromaticas o aminas. Las sefiales
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 aromatico.

La sefial en la banda de absorcién de 1200 cm ™ es atribuible a O — H en la deformacién

-1

de polifenoles, mientras que entre 1150 y 1000 cm  indica la presencia 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 &cidos carboxilicos aromaticos.

Los estudios polifendlicos que realizé Bautista-Hernandez et al (2021) fundamentan los
resultados obtenidos en este andlisis, ya que estos resultados no muestran diferencia
significativa con los picos mostrados en la lectura de absorbancia que reportan en su
investigacion, cabe sefialar que algunas de las muestras de candelilla que ellos analizan
se analizaron en el presente estudio. Algunos otros analisis anteriores informaron
espectros de IR similares; por ejemplo, Aguirre-Joya y col (2009) analizaron cubiertas y
peliculas comestibles basadas en candelilla y polifenoles; sin embargo, Oliveria et al
(2016) indico que el pico a 1645 cm ™ (C=0) se debe a la presencia de flavonoides. Al
contrario de lo obtenido dentro de la regién entre 1700 y 1600 cm™, la presencia del
grupo N — H, que sefala la presencia de compuestos con un anillo aromatico que puede
corresponder a amidas 0 aminas aromaticas, coincide con la hallazgos reportados por

(Ay et al., 2012) en muestras de Punica granatum L.
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V. CONCLUSION

El presente estudio demostro el potencial que tiene la planta de candelilla como fuente
de compuestos polifenolicos con capacidad antioxidante que pueden tener aplicaciones
biotecnoldgicas, alimentarias o farmacéuticas. La extraccion de polifenoles mostro a la
localidad de Tortuga con mayor rendimiento, con un total de 10.5 mg/g™, seguido de la
localidad Estanque de Leon y por altimo el de menor rendimiento fue la localidad de
San Jeronimo. La candelilla del ejido Tortuga mostré la mayor capacidad antioxidante
alcanzando el 1Csp a 39.52 pg mL * (DPPH) y a 34.75 pg mL * (ABTS™),
respectivamente. El analisis de FTIR se logr6 identificar a los diferentes grupos
funcionales que se encuentran en la planta de candelilla. En las tres localidades se
observé el pico més alto a una longitud de onda de 1025 (cm™) en el cual se encuentra

el grupo funcional C-O-H de alcoholes.
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Vii. ANEXOS

Resultados de Andlisis estadistico
Comparacién de medias de los analisis quimicos proximales
Correlacion entre variables

CEN PRO GRA FIB ELN
CEN 1.0000 0.0328 0.9499 -.2517 -.3010
PRO 1.0000 0.1366 -.1471 0.0881
GRA 1.0000 -.0984 -.4432
FIB 1.0000 -.8447
ELN 1.0000

*significancia de la correlacion al (p<0,05). Cenizas CEN, proteina PRO, grasa GRA, fibra FIB y extracto
libre de nitrégeno ELN.

Anélisis de varianza de las técnicas DPPH'y ABTS™

Andlisis de varianza de la localidad San Jerénimo

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 3 62.82270000 20.94090000  72.31 0.0137
Error 2 0.57923333 0.28961667

Total corregido 5 63.40193333

*Grados de libertad DF.

Fuente DF  Tipo Il SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

TEC 1 61.56806667 61.56806667 212.58 0.0047
REP 2  1.25463333 0.62731667 2.17 0.3159

*Grados de libertad DF, suma de cuadrados SS.
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Variacion de las concentraciones de la localidad San Jerénimo
*partes por millén PPM, técnica TEC.

Analisis de varianza de la localidad Estanque de Leon

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 3 111.7228500 37.2409500 55.46 0.0178
Error 2 1.3431000 0.6715500

Total corregido 5 113.0659500

*Grados de libertad DF.

Valores cuadrados y probabilidad F de la localidad Estanque de Ledn

Fuente DF Tipo Il1 SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

TEC 1 110.6821500 110.6821500 164.82 0.0060
REP 2 1.0407000 0.5203500 0.77 0.5634

*Grados de libertad DF, suma de cuadrados SS.
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Variacién de las concentraciones de la localidad Estanque de Leén
*partes por millén PPM, técnica TEC.

Anadlisis de varianza de la localidad Tortuga

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 3 26.70878333 8.90292778  57.79 0.0171
Error 2 0.30810000 0.15405000

Total corregido 5 27.01688333

*Grados de libertad DF.

Valores cuadrados y probabilidad F de la localidad Tortuga

Fuente DF Tipo Il1 SS Cuadrado de la media F-Valor

Pr>F

TEC 1 26.58615000

REP 2 0.12263333 0.06131667

26.58615000 172.58 0.0057
0.40 0.7153

*Grados de libertad DF, suma de cuadrados SS.
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Variacion de las concentraciones de la localidad Tortuga
*partes por millén PPM, técnica TEC.

Coeficiente de variacion y medias de las localidades

Localidad CoefVar Media
San Jerénimo 0.93 57.82
Estanque de Ledn 1.39 58.53
Tortuga 1.05 37.31

*Coeficiente de variacion CoefVar

Comparacion de medias de técnicas DPPH'y ABTS™ por Tukey

Técnica  San Jeronimo Estanque de Ledn Tortuga
DPPH’ 54.62 a 54.24 a 3942 b
ABTS™  61.03 b 62.83 b 3521 a

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

Andlisis de varianza de la técnica FRAP

Anélisis de varianza de la localidad San Jerénimo

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

Modelo 3 318.6807816 106.2269272 27.07 0.0358
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Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

Error 2 7.8491087 3.9245543
Total corregido 5  326.5298903

*Grados de libertad DF.

Valores cuadrados y probabilidad F de la localidad San Jerénimo

Fuente DF Tipo 11 SS  Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

PPM 1 290.6636706 290.6636706 74.06  0.0132
REP 2 28.0171110 14.0085555 3.57 0.2188

*Grados de libertad DF, suma de cuadrados SS.
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Variacion de las concentraciones de la localidad San Jerénimo
*miliequivalentes mEq, técnica TEC.

Analisis de varianza de la localidad Estanque de Leon

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 3 399.1291219 133.0430406 116.18 0.0085
Error 2 2.2902575 1.1451287

Total corregido 5  401.4193794

*Grados de libertad DF.

Valores cuadrados y probabilidad F de la localidad Estanque de Ledn

Fuente DF Tipo Il SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
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Fuente DF Tipo 11 SS  Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

PPM 1 398.0123411 398.0123411 347.57 0.0029
REP 2 11167807  0.5583904 0.49 0.6722

*Grados de libertad DF, suma de cuadrados SS.
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Variacion de las concentraciones de la localidad EL
*miliequivalentes mEq, técnica TEC.

Anélisis de varianza de la localidad Tortuga

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 3 1141.100036 380.366679 36.76  0.0266
Error 2 20.695384 10.347692

Total corregido 5  1161.795420

*Grados de libertad DF.

Valores cuadrados y probabilidad F de la localidad Tortuga

Fuente DF Tipo 11 SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

PPM 1 1133.078201 1133.078201 109.50 0.0090
REP 2 8.021835 4.010917 0.39 0.7207

*Grados de libertad DF, suma de cuadrados SS.
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*miliequivalentes mEq, técnica TEC.

Coeficiente de variacion y medias de las localidades

Localidad CoefVar Media
San Jerénimo 8.88 22.3
Estanque de Leon  4.39 24.36
Tortuga 11.97 26.86

*coeficiente de variacion CoefVar

Comparacién de medias para la prueba de FRAP

PPM San Jerénimo Estanque de Ledn Tortuga
25 15.34172 a 16.22222 a 13.11950 a
50 29.26205 b 3251153 b 40.60377

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