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RESUMEN
El hojasén (Flourensia cernua) de regiones semideserticas de México y del sur de Estados

Unidos, es una planta catalogada como arbol-arbusto de 1-2 metros de altura, gracias a sus
ramificaciones y a sus tallos resinosos es una especie de habitad de climas calidos donde se
carece de agua y en desiertos con climas extremos. Se han reportado diferentes propiedades
como medicinales, antimicrobianas, entre otras debido a su alto contenido de polifenoles. Esta
planta es bebida como infusion de té para los distintos malestares gastrointestinales, asi como
la capacidad del control y manejo de hongos y bacterias muy especificos de los cuales provocan
enfermedades que causan unas grandes pérdidas en la industria agricola. La extensa cantidad
de metabolitos secundarios que llega a poseer ha cobrado relevancia. Existe una limitacion de
los estudios relacionados a aspectos fisicoquimicos y funcionales de esta planta ubicada en el
noreste de México. En este trabajo caracterizo fisico-quimicamente y se evalud la capacidad
antioxidante de tres diferentes localidades (San Jeronimo, Estanque de Ledn y Tortuga).

Para lo cual se extrajeron compuestos fendlicos de la planta obteniendo 21.35 mg/g? de
rendimiento en el ejido de Estanque de Leon. Se analiz6 su capacidad antioxidante (DPPH",
FRAP y ABTS'"), obteniendo como resultados del analisis de FRAP a San Jer6nimo como la
mejor localidad con capacidad antioxidante con 24.64 + 0.25 (50 pg /m L) y 20.52+0.38 (25
ug/mL™Y) del ejido de San Jerénimo, en el analisis de DPPH" la planta de la localidad Estanque
de Leon presentd los mejores valores con 349.16 + 0.66 (ICso, pug/mL™?) y en el ensayo de
ABTS"" la planta de la localidad de San Jerénimo destaca con una mayor capacidad antioxidante
con 139.50 + 0.45 (1Cso, pg/mL™1). Las variaciones en los resultados obtenidos pueden deberse
a la diferencia de localidades, lo que proporciona diferentes condiciones ambientales y reflejan
diferentes composiciones.

Se analizé el andlisis mediante espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR) en la
cual se obtuvieron once sefiales de absorbancia en total de las tres localidades, las sefiales que
destacan mas son 3,300 cm* perteneciente a un grupo hidroxilo (OH), 2,929 cm relacionada

con la presencia de compuestos aromaticos, al igual que la presencia de fenoles alcohdlicos.

Palabras clave: Hojasén, analisis fisico-quimico proximal, compuestos fendlicos, actividad

antioxidante
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l. INTRODUCCION

El hojasén (Flourensia cernua) especie que se distribuye en las distintas regiones de nuestro
pais y del sur de Estados Unidos. Esta especie predomina en las zonas semiéridas de ciertos
estados de nuestro pais como lo son: en los desiertos de Chihuahua y Sonora, al igual que en los
estados de Chihuahua, Coahuila, Sonora, Zacatecas y San Luis Potosi (de Rodriguez et al. 2012)
debido a la zona donde el hojasén crece carece de agua por lo cual la planta morfol6gicamente
tiene la adaptacion para sobrevivir a este tipo de habitat.

Son arbustos que tienen un rango de medicion de 1 a 2 metros de altura estos arbustos son
resinosos y ramificados con un color café obscuro, hojas verdes opaco ovaladas en su mayoria
con unas medidas de 10 a 25 mm de largo y 4 a 15 mm de ancho, su flor es un amarillo brillante.
Florensia cernua es conocida por sus diversos tratamientos medicinales gastrointestinales es
usada como una infusién para aliviar y controlar diversos tipos de dolores gastrointestinales,
indigestion, diarrea entre otros, también lo emplean como laxante y antirreumatico. Uno de los
usos mas importantes de Florensia cernua se ha distinguido por su capacidad de controlar
hongos y bacterias los cuales son causantes de enfermedades de grandes pérdidas de postcosecha
en cultivos con alto nivel comercial como: la fresa, el tomate, la papa, la zarzamora, la papaya,
la manzana, etc. Estudios realizados sobre su actividad antimicrobiana con extractos de
Flourensia cernua se ha reportado un efecto bactericida en las cepas de Mycobacterium
tuberculosis, como también una actividad fungicida (Zavala et al. 2010)

Flourensia cernua es una especie de suma importancia dado que contiene metabolitos
secundarios los cuales son los compuestos fendlicos, terpenos y otros; estos son usados en
aplicaciones biologicas, ecologicas, médicas y por sus extractos los cuales son para el control
de hongos y bacterias en especifico (Estell et al., 1996). Sin embargo, existen pocos estudios
sobre esta planta en regiones del noreste de México, ya que se desconocen aspectos

fisicoquimicos y funcionales, entre otros.



1.1 Hipotesis

La planta Hojasén (Flourensia cernua), es una fuente potencial de compuestos polifenolicos

con actividad antioxidante.

1.2 Objetivo General

Caracterizar fisicoquimica y funcionalmente los compuestos polifendlicos obtenidos de la
planta Hojasén (Flourensia cernua) de tres diferentes comunidades.

1.3 Objetivos especificos

1.3.1 Realizar la caracterizacién proximal de la planta Hojasén (Flourensia Cernua) de tres
diferentes comunidades, localidad de San Jeronimo, Melchor Ocampo, Zacatecas; Localidad

Estanque de Ledn, Cuatro Ciénegas, Coahuila y Tortuga, Ramos Arizpe, Coahuila, México.

1.3.2 Extraer y purificar los compuestos polifendlicos de las diferentes muestras de Hojasén

(Flourensia cernua).

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

1.3.4 Identificar los grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR).



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del Hojasén.

Existen méas de 40 especies de subarbustos que pertenecen al género de Flourensia la cual
pertenece a la subfamilia asteroideae y tribu helianthae (Olanda Rios, 2015) son unos arbustos
aromaticos y resinosos, una de sus principales caracteristicas es su flor amarilla.

La planta Flourensia cernua tienen un aroma a alquatran, se encuentra en el desierto de
Chihuahua, en habitats aridos y en regiones subtropicales de América, como en Perl, Chile,
Argentina, Estados Unidos, México, donde este Gltimo es donde se distribuyen 13 de esta
especie, 7 de estas especies se localizan en el estado de Coahuila: Flourensia ilicifolia,
Flourensia dentata, Flourensia pringlei, Flourensia laurifolia, Flourensia retinophylla,
Flourensia microphylla, Flourensia colludes, Flourensia solitaria, Flourensia monticola,
Flourensia resinosa, Flourensia glutinosa, Flourensia pulcherrima, Flourensia cernua (de
Rodriguez et al., 2012).

Flourensia cernua se le conoce por distintos nombres en Estados Unidos de Ameérica se le
nombra: hojase, tarbush, tarbush americano, pincel de barniz, hojasen y pincel negro (Kingston
et al. 1975). En México se le nombra tarbush, hojasen, black-bursh (de Rodriguez et al. 2012).

2.1.1 Botanica

Su clasificacion taxonomica:

Nombre cientifico: Flourensia cernua.
Clase: Magnoliopsida.

Orden: Asterales.

Familia: Asteraceae.

Género: Flourensia.

(Olanda Rios et al.2015)



2.1.2 Descripcion morfolégica de la planta

El hojasén (Flourensia cernua) arbusto de 1 a 2 metros de altitud, son tallos ramificados,
aromaticos, resinosos y de un color café casi negro, son arbustos frondosos con hojas ovaladas
de color verde opaco su medida es de 10-25 mm por 4-15 mm (Figura 1), puntiagudas, con un
margen ondulado, con flores color amarillo brillante sus cabezas son de 1 cm de largo, (Figura

2). Se encuentra muy a menudo en el desierto de chihuahua (Wong-Paz et al. 2015)

Figura 1. Arbusto de hojasén (Encyclopedia of Life. 2006).



Figura 2. Caracteristicas de la planta hojasén (Guerrero-Rodriguez et al. 2007).

2.1.3 Caracteristicas quimicas.

Debido a su gran cantidad de metabolitos secundarios estos son usados para las aplicaciones
ecoldgicas y bioldgicas. Flourensia ceruna contiene el mayor nimero de quimicos con potencial
econdmico comparado con nueve especies de Flourensia de la misma familia. (Proksch,
Aregullin, and Rodriguez 1983). Se relaciond la presencia de benzopiranos y benzofuranos con
actividad biologica. Estos metabolitos secundarios no se encuentran presentes en las demas
especies, lo cual llevd a la relacion entre la distribucion geografica y una probable adaptacion
quimica al medio.

La especie de Flourensia cernua y sus estudios son de suma importancia por su uso potencial
para el control de bacterias y hongos, el contendido de metabolitos secundarios que contiene es
hojas y tallos la hacen que su uso sea potencial, ademas, se ha estudiado el grado toxico para su
uso. Se han identificado y aislado cinco 6.8-di, C-glicosilflavonas y dos flavonoles metoxilados
(Kingston et al. 1975); al igual que los compuestos fitotooxicos flourensadiol, orselinato de
metilo, y &cido dihidroflourensico. También, se han reportado el aislamiento de dos flavonoides,
hispidulina y cirsimartina (Kingston et al. 1975). Ademas, se identificoO la presencia de
compuestos fenoélicos de (+)-catequina, acido elagico, acido 2-hidroxicinamico y quercetina en
los extractos etanolicos (Ruiz-Martinez et al. 2011). Por otro lado, se han identificado terpenos



borneol y globulol en la superficie de las hojas (Richard E Estell et al. 1994). Se ha logrado
identificar 88 compuestos en el aceite esencial de Flourensia cernua, entre ellos: flourensdiol,
limoneno, B-eudesmol, mirceno, viridiflorol, borneol, a-eudesmol y alcohol artimicia (Tellez et
al. 1997).

Todos los perfiles de metabolitos secundarios y concentraciones varian dependiendo de las
plantas (Barnola et al., 1997), los factores que alteran los perfiles quimicos pueden ser factores
abioticos, bioticos y de estrés (ejemplos: longitud de onda, nutrientes, intensidad de luz,
humedad del suelo, dafios mecanicos, etc.). Los factores que mas llegan a afectar el potencial
quimico en esta especie es la ubicacion dentro de la planta, dado que las hojas inmaduras
contienen unos altos niveles de concentraciones de compuestos de defensa los cuales son los
fenoles totales y los terpenos, la edad de la hoja es otro de los factores de suma importancia para

el potencial quimico (Rick E Estell et al. 2013).

2.1.4 Caracteristicas del tronco.

Son troncos muy ramificados de color café obscuro, resinosos, gracias a las variadas
ramificaciones de su tronco el arbusto obtiene captura de agua con una buena efectividad cuando
llueve, esto se debe al variado escurrimiento de agua a lo largo del tronco, esto hace que el
arbusto sobreviva en un habitad con lluvias escasas y asi mantiene los lugares de crecimiento

con la humedad necesaria (Figura 3) (Kidron and Gutschick 2013).



2.1.5 Caracteristicas de la hoja.

Las ramificaciones estan cubiertas de hojas ovaladas o elipticas de 10 a 25 mm de largo por 4-
15mm de ancho, su margen es ondulado y puntiagudo (Ferrer et al., 2004), las hojas de esta
planta contienen tanto propiedades antioxidantes como medicinales (de Rodriguez et al., 2012).
(Figura 4)

2.1.6 Caracteristicas de la flor.

Son unas cabezas de 1 cm de largo, con tallo corto, con filamentos envolventes en forma de
campana, puntas extendidas en series de 3, puntas extendidas y de un color amarillo brillante.
Esta planta florece en el mes de noviembre y sus frutos los da a partir de diciembre hasta febrero,
dispersa las semillas durante febrero y el mes de marzo, y su germinacion se lleva a cabo durante
el verano (Figura 4) (Ferrer et al., 2004)



Figura 4. Hoja y flor de Flourensia cernua (de Rodriguez et al. 2012).

2.1.7 Distribucion Geografica.

Esta especie distribuida en el norte y parte del sur de México dominante en los desiertos de
Chihuahua y Sonora (Tellez et al. 1997), asi como en el sur de Estados Unidos de Ameérica se
localiza en Texas, Arizona y sur de Nuevo México. Flourensia cernua se localiza en altitudes
que varian desde los 1000 a los 2000 msnm. En México se encuentra en una altitud
predominante para esta especie la cual es de 1900 msnm y en pendientes de 1 a 6 % (Olanda
Rios et al. 2015), en Coahuila se localiz6 en altitudes de 300 a 400 al noroeste (Figura 5)
(Granados Lo6pez et al. 2014)



Chihuahua

Sonora
Coahuila

Durango San Luis Potosi

Zacatecas
Hidalgo

Figura 5. Distribucion geografica de Flourensia cernua.

2.1.8 Usos del Hojasén.

La planta de hojasén ha sido utilizada por muchos afios como un remedio medicinal. Las hojas
se beben como infusion para el tratamiento de diversas enfermedades gastrointestinales como
dolencias, disenteria, indigestion y diarrea (Bachiller Rodriguez et al. 2004), también, ha sido
usada como laxante, expectorante y remedio reumatico (Molina-Salinas et al. 2006). Uno de los
usos mas importantes de Flourensia cernua es la actividad fungicida, bactericida e insecticida
en las plantas.

Se ha demostrado su capacidad antioxidante, antimicrobiano, antitumoral, enzima inhibidor y
anti hiperglucemico y temperaturas Optimas para llevar a cabo su desarrollo (Guerrero-
Rodriguez et al. 2007) las hojas de Flourensia cernua son las que tienen unos altos niveles de
compuestos polifendlicos, los cuales proporcionan las propiedades digestivas tanto como
fungicidas (Molina-Salinas et al. 2006). Los taninos son metabolitos secundarios que se
encuentran en Flourensia cernua los cuales combaten como defensa de animales y microbios.
Se ha reportado que el extracto de hexano, etanol, éter y metanol-cloroformo (de Rodriguez et

al. 2012) de la planta Flourensia cernua inhiben en distintas concentraciones a bacterias como



son las Pseudomonas cichorii, Pectobacterium caratovora y Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli (Molina-Salinas et al. 2006).

2.2 Andlisis Fisico — Quimico Proximal

El analisis quimico proximal es el encargado de indicar los elementos nutritivos que contiene
un producto, asi como hacer evaluaciones de controles de calidad, con fin de evaluar los
requerimientos y especificaciones establecidos por el mercado. Este andlisis nos indica los
contenidos de grasa, humedad, fibra cruda, proteina cruda, extracto libre de nitrdgeno y ceniza

en la muestra (Castro et al. 2018).

2.2.1 Materia Seca Total

El método de materia seca se basa en la eliminacién de agua libre, en este proceso se hace por
medio de la circulacion de aire caliente por un periodo de tiempo a bajas temperaturas (Rivera
Hernandez.), esto con el objetivo de evitar que los nutrientes volatiles de la muestra se pierdan
y asi el contenido de humedad sea de bajas concentraciones, esto con el fin de facilitar la

cuantificacion de nutrientes en la muestra de alimento.

2.2.2 Humedad

El método de determinacion de humedad es llevado a cabo indirectamente por medio del método
de materia seca, dado que la temperatura del aire del horno de secado y el tiempo de la
exposicion de la muestra son regulados para alcanzar un secado y perdidas minimas de las

sustancias volatiles (Castro et al. 2018).

2.2.3 Ceniza
Es la incineracion de la muestra a 500° C que se considera como residuo inorganico (Castro et
al. 2018), el cual es determinado con el proposito de analizar la cantidad de mineral, total de

nutrimentos que son digeribles y minerales.
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2.2.4 Proteina Cruda
Es la multiplicacion del contenido de nitrégeno definido en el procedimiento del factor de
transformacion de nitrégeno el cual es determinado en la trasformacion de nitrégeno sobre la

proteina (Rivera Hernandez, 2017).

2.2.5 Extracto Etéreo - Grasa

Este analisis se encarga de reconocer materia apta de disolverse en solventes organicos, eficiente
para la grasa (Castro et al. 2018). Existen métodos los cuales son empleados por calor, este a
su vez hace que pierda una parte de grasa debido a la evaporacion, dado eso se usas sustancias

las cuales separan al mismo tiempo la grasa bruta.

2.2.6 Fibra Cruda

La degradacién de una muestra a la interaccion con el &cido sulfarico y el hidroxido de sodio en
una condicion controlada (Castro et al. 2018), da como resultado el anélisis de fibra cruda, el
resultante de esta interaccion es una muestra la cual estd conformada por cutina, lignina y

celulosa.

2.2.7 Extracto Libre de Nitrogeno

Se encarga de cuantificar la concentracion de carbohidratos en el contenido celular, los
carbohidratos cuantificados son no estructurales los cuales son disacaridos, trisacaridos,

almidones y monosacaridos (Rivera Hernandez, 2017).

2.3 Actividad antioxidante.

Durante mas de una decada se han implementado ciertos métodos de determinacion de
antioxidantes de los cuales DPPH’, FRAP, ABTS™ son los mas usados para el estudio de

antioxidantes en la planta Flourensia cernua.
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2.4 Metodos empleados en la determinacion de actividad antioxidante.

La determinacion de la actividad antioxidante esta empleada por diversos tipos de métodos, ya
puede ser in vivo o in vitro. Los métodos in vitro son usados para comparar la actividad
antioxidante de diferentes muestras vegetales o de alimentos. Los resultados son limitados desde
el punto de vista nutricional, esto debido no reproducen la situacion fisiolégica. Para lograr un
mayor alcance algunos ensayos incluyen radicales relevantes en los sistemas bioldgicos (O,
H>02, ROO, OH) (Fernandez-Pachon et al. 2006).

Los métodos in vivo son utilizados para reflejar las interacciones de los distintos componentes
de la especie. Existen numerosos aspectos que aln no se conocen en las medidas in vivo, uno de
ellos el modo de encuentro de los radicales adentro de los compartimentos celulares y si los

compuestos antioxidantes se trasladan al interior de los mismos (Fernandez-Pachén et al. 2006).

2.4.1 FRAP

FRAP es el ensayo en el que el Fe?* formado en reacciones redox del ensayo FRAP puede
reaccionar con H.O> para formar OH, se considera el radical libre mas perjudicial encontrado in
vivo. (Fernandez-Pachon et al. 2006). Se puede utilizar para medir la capacidad reductora total
de los antioxidantes (Guo et al. 2003). Es una forma de cuantificar la actividad antioxidante, el
porcentaje de inhibicion a un tiempo fijo con el handicap de que distintos antioxidantes pueden
tener un mismo porcentaje a un tiempo dado pero diferente a otro tiempo definido (Fernandez-
Pachon et al. 2006).

2.4.2 DPPH’

Los métodos para medir la actividad antioxidante no utilizan una especie de radical con un
significado bioldgico, son radicales ajenos al organismo el DPPH* (Wong-Paz et al. 2015).

En el DPPH* método de radicales libres, la eficacia se mide a temperatura ambiente y, lo que,
elimina el riesgo de degradacion térmica a las moléculas probadas. EI mecanismo reacciona
entre el antioxidante y el DPPH" depende de la composicion estructural del antioxidante
(Bondet, Brand-Williams, and Berset 1997).
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2.43 ABTS™

Este método de ABTS™ con acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) basado en la
captacion de radicales libres (Biskup et al. 2013). Este ensayo puede adaptarse para medir
antioxidantes lipofilicos (Fernandez-Pachdn et al. 2006). EI método esta basado en la capacidad
de diferentes componentes para eliminar el cation radical ABTS™ (ABTS™) en comparacién a
un antioxidante estandar (&cido ascorbico o Trolox) en una dosis + curva de respuesta (Arnao et
al., 2001).

2.5 Espectroscopia por Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarrojay la espectroscopia diferenciada de FT-IR identifica las propiedades
vibratorias de los cofactores y aminoécidos, los cuales son los sensibles a pequefios cambios
estructurales, esta técnica nos permite sondear las propiedades vibratorias de la mayoria de los
cofactores, moléculas de agua y las cadenas laterales de los aminoacidos.(Berthomieu and
Hienerwadel 2009). La espectroscopia infrarroja (IR) cuenta con una precision para los analisis
cuantitativo y cualitativo de los grupos funcionales que se encuentran presentes en el material,
segun (Salimi and Yousefi 2003) la IR esta basada en la posibilidad que tienen las moléculas de
rotar y de vibrar a diferentes frecuencias.

El infrarrojo transformado de Fourier (FT-IR) ha tenido un desarrollo como una técnica la cual
es usada para la determinacion simultanea de componentes organicos, contenido organico y
enlaces quimicos. Esta técnica analitica de suma importancia ayuda a la caracterizacion de
muestras en forma de soluciones, pastas, liquidos, grasas, peliculas, fibras y polvos (Nandiyanto,
Oktiani, and Ragadhita 2019). El método para llevar a cabo dicha técnica es relativamente
rapido, sensible y con precision, las muestras se ponen en contacto con la radiacion infrarroja
(IR). La radiacion infrarroja (IR) obtenida se somete a impactos en las vibraciones atomicas de
la molécula en la muestra, este paso lleva a al resultado de la transmision o absorcién de la
energia especifica (Salimi and Yousefi 2003) , los grupos funcionales se relacionan con bandas
de absorcidn infrarrojas las cuales contienen las caracteristicas estas son las correspondientes a

las vibraciones de los grupos funcionales correspondientes.
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

El material fue colectado en tres diferentes ejidos (Cuadro 1). Una vez recolectadas las muestras
vegetales fueron transportadas al Laboratorio e Biotecnologia y Biologia Molecular en el
Departamento de Ciencias Bésicas 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 um (malla

No. 30). Se almacenaron en bolsas negras hasta los analisis.

Cuadro 1. Ubicacion geografica de las colectas de las 3 localidades evaluadas.

Especie Municipio Localidad Latitud Longitud Altitud
Melchor Ocampo, San 22°39'11.95" 102°29'24.32" 2275
Zac. Jerénimo
. Cuatro Ciénegas, Estanque  25°42'35.55" 103°18'02.27" 1115
Flourensia g
cernua Coah. de Ledn
Ramos Arizpe, Tortuga  25°51'39.77" 101°16'30.53" 984
Coah.

*Zacatecas (Zac), Coahuila (Coah).

3.2 Reactivos quimicos

Etanol, acido galico, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH"), presulfato de potasio (K2S5208),
Fosfato de potasio dibasico (K2HPO4) 1 M, Fosfato de potasio monobasico (KH2P0O4) 1 M,
Ferrocianuro de potasio (C6N6FeK4), Acido tricloroacetico (CCI3COOH), Cloruro férrico

(FeCl3), reactivos como Amberlita XAD-16, solventes metanol, H20O destilada.

3.3 Métodos para analisis Quimico proximal

3.3.1 Determinacion de Materia Seca Total (%0)

Los materiales y equipos empleados fueron: una estufa a 50°C, crisol de porcelana, desecador,
pinzas para crisol, espatula de acero inoxidable, mechero, balanza analitica. La muestra seca se

colocé en una estufa, a 50 °C/24 h hasta peso constante. Se paso a un desecador por 30 miny se
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pesd. Se pesd 1 g de muestra y se coloco dentro del crisol. Los anélisis se realizaron por
triplicado. El porcentaje de materia seca total se calculé con la siguiente ecuacion:
Peso del crisol + Muestra seca — Peso de crisol vacio

% MTS = x 100
Gramos de muestra

% MTS = % Materia Seca Total.

3.3.2 Determinacion de Cenizas (%0)

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, se pre incineré en un
mechero cada una de las muestras contenidas en el crisol hasta su combustion. Los crisoles se
colocaron dentro de la mufla a 500°C/24 h. Posteriormente, se colocaron en un desecador por

30 minutos. Finalmente se peso.
El porcentaje de cenizas se obtuvo con la siguiente ecuacion:

% Ceni Peso del crisol + ceniza — Peso de crisol vacio 100
o Ceniza = X
Gramos de muestra

3.3.3 Determinacién de Proteina Cruda

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

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

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

% N
gr de muestra

% Proteina Cruda = % N x 6.25
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3.2.4 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, 28 desecador,
hexano o éter anhidrido, perlas de vidrio, papel filtro, algodon siguiendo el protocolo de la
AOAC, 1980.

La formula para determinar el extracto etéreo es la siguiente:

peso de matraz + grasa — peso de matraz vacio X 100

%EE =
gr de muestra

3.2.5 Determinacioén de Fibra Cruda.

El material y equipo que se utilizé fue un digestor Labconco, vasos de Berzelius de 600 ml,
acido sulfurico 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

3.3.6 Extracto libre de nitrégeno (ELN)
El ELN se calcula por diferencia, que corresponde a los azucares, el almidon 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:

% de E.L.N.=100% — (cenizas + % extracto etéreo + % proteina cruda

+ % fibra cruda)
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3.4. Extraccion de Polifenoles

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 llevo 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 cromatogréafica con Amberlita XAD-16 fue usada para purificar el extracto; primero,
se usd agua como eluyente para descartar compuestos indeseables, y después, se uso 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 Evaluacion 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 I1Csp (concentracion

necesaria para alcanzar el 50% de la inhibicién del radical) en las técnicas de DPPH'y ABTS'™.

3.5.2 Ensayo DPPH®
Se prepard una solucion stock de acido galico a una concentracidon de 200 ppm y se realizo la

siguiente curva de calibracion.

Curva de calibracién de acido galico

[ppm] uL de solucion stock uL de H20 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
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Cuadro 2. Curva de calibracion de &cido galico DPPH".

Para determinar la capacidad de reduccion de radicales libres de la muestra empleada, se empleo
una solucién de radical DPPH", se utilizO metanol como disolvente (60 mM). Se afiadio un
volumen de 2950 pL de radical DPPH" a cada uno de los tubos de ensayo por cada 50 pL de
muestra y en su caso, de curva estandar (&cido galico). Se incubd en oscuridad por 30 minutos.
Se registro la absorbancia de cada una de las muestras a una longitud de onda de 517 nm. El

porcentaje de inhibicion se calcul6 con la siguiente ecuacion:

o Acontrol — Amuestra
% Inhibicion = | Aconirol ] x 100

Donde Acontrol representa el valor de la absorbancia del control y Amuestra representa el valor de
la absorbancia que se obtuvo de cada una de las muestras. El resultado obtenido se expreso por
el valor ICsxo, el cual se refiere a la concentracion necesaria para alcanzar el 50% de inhibicion

del radical.

3.5.3 Ensayo FRAP

Se prepard una solucién stock de acido galico a una concentracion de 200 ppm y realizo6 la

siguiente curva de calibracion.

Curva de calibracién de acido galico

[ppm] uL de solucion stock uL de H20 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

18



Cuadro 3. Curva de calibracion de &cido galico para FRAP.

Un volumen de 500 pL 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 afor6 la mezcla a 1000 mL. Después, se agregaron 220 puL de
ferrocianuro de potasio al 1% (CsFeKaNg) a la mezcla de reaccion, esta se homogeneizd y se
incub6 a 50°C durante veinte minutos. Posteriormente, se afiadieron 12 pL de acido
tricloroacético al 10%, 45 pL de agua destilada y 10 pL 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 calibracién con el

mismo estandar.

3.5.4 Ensayo ABTS™

Se prepard una solucion stock de Trolox a una concentracion de 200 ppm y realizar la siguiente

curva de calibracion.

Curva de calibracién de Trolox

[ppm] ML de solucion stock pL de H20 Volumen final
0 0 2000 2mL
20 200 1800 2 mL
40 400 1600 2 mL
60 600 1400 2mL
80 800 1200 2mL
100 1000 1000 2mL

Cuadro 4. Curva de calibracion de Trolox

Se generd el cation radical ABTS™ por medio de una solucién acuosa de ABTS™ (7mM) con
persulfato de potasio (2.45 mM); se mezclaron estos compuestos en la oscuridad a temperatura
ambiente doce horas posteriores a su uso. Se ajusto la solucién en etanol a 0.700+£0.002 nm de

absorbancia. Se afiadio un volumen de muestra de 50 puL para reaccionar con 950 pL de la
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solucién de ABTS™; después de 1 minuto de reposo de la reaccion, se midié la absorbancia a
734 nm. La capacidad de inhibicién se calcul6 por medio de la siguiente ecuacion:
Acontrol — Amuestra

% Inhibicion = | Acontrol 1 % 100

Donde Acontrol representa el valor de la absorbancia del control y Amuestra representa el valor de
la absorbancia que se obtuvo de cada una de las muestras. El resultado se expresé como el valor
ICso.

3.6 Andlisis de Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR)

El andlisis se realizo 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 realizé mediante el programa de
PC MicroLab en el rango espectral de 4000 a 650 cm™ con un ciclo de 32 barridos con una
resolucion de 2 cm™. El analisis del espectro y los grupos funcionales detectados se realizd con

el programa MicroLab Expert y el grafico se construy6 con el programa OriginPro 8.
3.7 Anélisis 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 InfoStat (version 2017).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis quimico proximal

El analisis quimico proximal determina la composicion de los macro componentes en los
alimentos o en las especies vegetales, estos abarcan la determinacion de fibra cruda, proteina
cruda, extracto etéreo-grasa, humedad, ceniza y materia seca total. Dependiendo del proposito
del tipo de analisis los de las determinaciones relacionadas con la caracterizacion de algin grupo
de nutrientes en particular (Vasquez and Fernandez 2020).

Se ha investigado la composicion quimica de sus aceites con la finalidad de buscar principios

antioxidantes.
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Cuadro 5. Analisis quimico proximal de Hojasén (Flourensia cernua) muestra los promedios de cada valor (cada localidad se le
realizo analisis por triplicado) (g 100g™)

Anélisis Quimico Proximal

Localidad %MST %H %C %PC %EE %FC %ELN
SJ 98.50£0.2b 1.50+0.2b 13.00£0.173b 1.98+0.049a  6.40+2.614a 11.23+0.629a  67.38+2.884b
EL 97.10£0.360a 2.90+0.360a  14.13+0.115a 2.11+0.048ab  8.60+0.470a  11.00+0.350a 64.08+0.552a
T 96.23+0.305a 3.76+0.305a  14.53+0.152a  2.12+0.028b  8.66+0.721a 13.33+0.665b  51.41+16.789a

San Jerénimo (SJ), Estanque de Leon (EL), Tortuga (T), % MST (Materia seca total), %H (Humedad), %PC (Proteina Cruda), %C (Cenizas), %EE
(Extracto Etéreo — Grasas), %FC (Fibra Cruda), %ELN (Extracto Libre de Nitrégeno). *Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica. Las

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

Los resultados obtenidos en (Cuadro 5) muestran que la planta de localidad de San Jer6nimo se
obtuvo una mayor cantidad de MST 98.5+£0.2 mientras tanto en la localidad de Estanque de
Ledn contiene 97.1+0.360 de MST y por ultimo se encuentra el ejido de Tortuga el cual obtuvo
el porcentaje més bajo de MST con 96.2+0.305.

Figura 6. Proceso de analisis de Materia Seca

4.1.2 Determinacion de Humedad (%)

Se observa en el cuadro 5 que la planta con mayor porcentaje de humedad es el Ejido de Tortuga
con 3.7+0.305, seguido de Estanque de Ledn con 2.94+0.360 y por altimo San Jerénimo 1.5+0.2.
Las diferencias en cuanto al contenido de humedad se deben a factores como precipitaciones,
tipo de suelo, asi como al clima célido que se presenta en San Jeronimo y en Tortuga y Estanque
de Leon es un clima mas templado-calido (Guerrero-Rodriguez et al. 2007).
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4.1.3 Determinacion de Ceniza (%)

Como se muestra en el cuadro 5 el porcentaje mas alto de cenizas se obtuvo en planta del Ejido
de Tortuga con 14.5+0.152, seguido de Estanque de Leon con 14.1+0.115 y finalmente San
Jeronimo con 13+0.173. Estas variaciones se deben principalmente al estado de madurez de la
planta y al contenido diferente de minerales presentes en las plantas debido a la naturaleza del
suelo donde crecen (Gallina-Tesaro, 2019). Resultados similares fueron reportados por Estell et
al. (1996) con valores de entre 11.8 a 13.7 %.

Figura 7. Proceso de analisis de Ceniza

4.1.4 Determinacion de Proteina Cruda (%)

De acuerdo con el cuadro 5 se observa que el contenido mas alto lo tiene la planta del Ejido
Tortuga con 2.12+0.028, seguido de Estanque de le6n con 2.11+0.048 y por ultimo San
Jer6nimo con 1.98+0.049.

Olivas-Sanchez et al. (2015) reportaron valores de 5.2 % (temporada calida) y hasta 5.9 %
(clima templado-seco) en Flourensia cernua del estado de Chihuahua. Los presentes resultados

muestran variaciones de hasta 3 %, esto se debe al clima, altura, precipitaciones, entre muchos
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otros factores.

Figura 8. Proceso de anélisis de Proteina Cruda

4.1.5 Extracto Etéreo-Grasa (%)

En el cuadro 5 los resultados mostraron que la planta del Ejido Tortuga obtuvo valores de
8.6+0.721 y el Estanque de Leo6n de 8.6£0.470, mientras que San Jerénimo tiene un porcentaje
de 6.4+2.614.

En el 2007 Guerrero Rodriguez reportd un contenido de extracto etéreo-grasa de 5.8 % de
plantas que se expusieron a patdgenos de postcosecha, de acuerdo con las diferencias de los
resultados obtenidos estan relacionadas con el desarrollo de la planta y los factores climéaticos
como lo son los climas calidos, secos, precipitaciones, altura entre otros.
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Figura 9. Proceso de analisis de Extracto Etéreo-Grasa

4.1.6 Determinacion de Fibra Cruda (%)

En el cuadro 5 se muestran los resultados en porcentaje de fibra cruda en los cuales se observan
variaciones significativas como es el resultado de la planta del Ejido Tortuga con un porcentaje
de 23.3+£17.334 de fibra cruda mientras que San Jer6nimo reportd un valor de 11.23+0.629 y
Estanque de Ledn con 11+0.35.

Olivas-Sanchez (2015) menciona que los porcentajes de fibra cruda son constantemente
variados dependiendo de las distintas situaciones (falta de agua, temperatura, cambios
climaticos, etc.) en las que la planta se encuentre. No se logré encontrar algiin nimero en
especifico que nos indique un aproximado de fibra cruda que Flourensia cernua logre poseer
(Wong-Paz et al. 2015)
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Figura 10. Proceso de analisis de Fibra Cruda

4.1.6 Determinacion de Extracto Libre de Nitrégeno (%)

Cuadro 5 muestra los resultados obtenidos en E.L.N donde San Jerénimo destaca con el
porcentaje mas alto con 67.38+2.884, seguido de Estanque de Leon con 64.08+0.552 y
finalmente con Ejido Tortuga con 51.41+16.789.

No se encontr6 datos relacionados con la determinacion del extracto libre de nitrdgeno, sin
embargo, la variacion de nuestros resultados es atribuida a los diferentes climas, alturas,
precipitaciones, suelos en los que las plantas se desarrollan dado que cada especie proviene de

un tipo de clima diferente.

4.2 Rendimiento del Proceso de extraccion de Polifenoles

Localidad Muestra (g) Rendimiento (mg/g™)
San Jerénimo 20 12.1 a
Ejido Tortuga 20 9.67 a

Estanque de Ledn 20 21.35 b
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Cuadro 6. Rendimiento del proceso de extraccion de polifenoles. Muestra la cantidad de
polifenoles mg/g* que se obtuvieron de la extraccion por los 20 gramos de la muestra que
se utilizé. *Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica. Las pruebas fueron
realizadas con una significancia a (p<0.05).

Otros autores han reportado niveles mas bajos de extraccion (2.09 mg/g™). Sin embargo, esto se
debe a multiples factores como tamafio de particula, método de extraccion, solvente, relacion
masa: solvente, tiempo, temperatura, edad de la planta, época del afio, altura, entre muchos otros
factores (Wong-Paz et al. 2015).

Figura 11. Polifenoles purificados.

4.3 Analisis de la Actividad Antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos de Flourensia cernua se
usaron 3 metodologias (DPPH’, FRAPy ABTS™). La actividad antioxidante se mide en funcién
del grado de decoloracion que causan en la solucion del radical monocatiénico ABTS™* o del
radical DPPH". La reduccion de radicales libres de extractos de plantas se debe principalmente
a compuestos fendélicos. Dado que, al aumentar las concentraciones de compuestos fendlicos, el
numero de grupos hidroxilo que se encuentran en el medio de reaccion aumenta, y la posibilidad
de la donacion de hidrégeno a los radicales libres es més elevada (Aranda-Ledesma et al. 2022).
Los resultados para DPPH" y ABTS™ se realizaron a ICso, pg/mL™?, mientras que FRAP se
realiz6 a 25 pg/mL y 50 pg/mL™ como se muestra en el cuadro 7.
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Anadlisis de actividad antioxidante

Localidad DPPH’ ABTS™ FRAP
(1Cs0, pg/mL1) (1Cs0, pug/mLY) mE Acido Galico
25 pg/mL? 50 ug/mL*!

San 325.76+1.040b 139.50+0.452b 20.52+0.389a 24.64+0.254a
Jerénimo

Ejido 288.81+0.859a 112.48+0.428a 18.07+0.694b 20.48+0.254b
Tortuga

Estanque de 349.16+0.667c 137.69+0.563a 19.54+0.084a 20.97+0.516a
Leon

Cuadro 7. Andlisis de la actividad antioxidante de hojasén (Flourensia cernua). *Letras iguales significan que
no hay diferencia estadistica. Las pruebas fueron realizadas con una significancia a (p<0.05).

4.3.1 Anélisis de la capacidad de reduccion de radicales DPPH’

La capacidad antioxidante fue de 288.81+0.859, 325.76+1.040 y 349.16+0.667 pg/mL*
(Tortuga, San Jeronimo y Estanque de Ledn, respectivamente). Existe diferencia significativa
entre los tres ejidos, esto se debe a que pueden existir variaciones debido a que la sefial de
intensidad del DPPH" esté relacionada con el tiempo de reaccion y con la concentracién de
antioxidante.

4.3.2 Inhibicién de radicales ABTS™

La actividad antioxidante mostrada en el cuadro 7 de acuerdo a el ensayo de ABTS"" existe una
diferencia entre las tres localidades que varia entre 112.48+0.428 (San Jer6nimo), 137.69+563
(Estanque de Ledn) y 139.50+0.452 (Ejido Tortuga) pg/mL™ en donde San Jerénimo presento
la mayor actividad antioxidante. De acuerdo con (Aranda-Ledesma et al. 2022) el analisis de
ABTS"" arrojo como resultado valores de 105.34 y 124.39 ETpg ml™* en donde se encontr6 una
divergencia entre las tres comunidades, en donde Estanque de Ledn presento una mayor
actividad de la captacion de radicales con 124.39 ETug ml™%, nuestra investigacion presenta una
mayor actividad antioxidante respecto a cada una de las tres localidades comparadas con
Aranda-Ledesma (2022).

4.3.2 Analisis de la capacidad de la técnica de Determinacion del poder de reduccion de
Hierro (FRAP)
En analisis del poder del reductor férrico (FRAP) se obtuvo mediante dos lecturas de diferentes

unidades (25 pg/mL?t y 50 pg/mL1) en donde los valores oscilaron entre 18.07+0.694 a
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24.64+0.254 pg/mLt en donde la localidad de San Jerénimo (24.64+0.254 pg/mL1) obtuvo el
resultado mas alto seguido de Estanque de Ledn (20.97+0.516 pg/mL™) y Ejido Tortuga
(20.48+0.254 pg/mL™), el andlisis estadistico mostré que no existe una diferencia significativa.
(Aranda-Ledesma et al. 2022) report6 valores entre 82.07 y 94.33 EGAug ml~! y muestran una
diferencia significativa con los valores que se obtuvieron, las distintas variaciones en los
resultados obtenidos se atribuyen a que la intensidad del color producido en la técnica de FRAP

es proporcional a la concentracién de los antioxidantes existentes.

4.4 Andlisis mediante espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier.
El anélisis de espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FT-IR) mostrd los datos de
11 sefiales de absorbancias de las tres localidades a analizar sefialados en la Figura 12, se

identificaron los grupos funcionales de las sefiales obtenidas.
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Figura 12. Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de Hojasén (Flourensia

cernua). *La longitud de onda esta dada en cm™
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En la figura 12 se muestra el estiramiento de un grupo N-H con una longitud de onda de 3338
cmt (A), este grupo esta relacionado con amida alifatica primaria y relacionada con amidas
aromaticas, se ha reportado que longitud de onda de 3300 cm™ tiene la presencia de un grupo
hidroxilo (OH), la sefial subsiguiente 2929 cm™ (B) muestra la actividad de un enlace CH el
cual es un grupo funcional detectado en compuestos aromaticos (Aranda-Ledesma et al. 2022).
En la sefial C donde la longitud de onda es de 1702 cm™ se asocia con aldehidos conjugados,
las sefiales D (1652 cm™), E (1559 cm™), J (837 cm™) y K (660 CM™) se han asociado con la
presencia de C=C, la cual indica caracteristicas de los anillos aromaticos. Los datos obtenidos
de F (1421 cm™) y G (1374 cm™) se detecta la presencia de alcoholes y de &cido carboxilico, la
presencia de compuestos fenoles alcohdlicos los cuales rondan en 1200 a 1500 cm™ en el cual

la sefial H da como lectura una longitud de onda de 1243 cm™.

FT-IR
Clave cm? Grupos Funcionales
A 3338 cm? N-H Stretching
B 2929 cmt C-H Stretching
C 1702 cm? C-O Stretching
D 1652 cm C=C Stretching
E 1559 cm™* C=C Stretching
F 1421 cm'? O-H Bending
G 1374 cm? O-H Bending
H 1243 cm? C-O Stretching
I 1017 cm'? C-N Stretching
J 837 cmt C=C Bending
K 660 cm C=C Bending

Cuadro 8. Identificacion de sefiales en la espectroscopia infrarrojo de polifenoles
purificados de Hojasén (Flourensia cernua). *La longitud de onda esta dada en cm™

31



V. CONCLUSIONES

La presente investigacion demostro que la planta Hojasén (Flourensia cernua) es una fuente
rica en compuestos polifendlicos con una actividad antioxidante, que puede tener diferentes
aplicaciones biotecnoldgicas, fungicas, alimentarias, entre otras.

La localidad con mayor porcentaje de polifenoles obtenidos fue Estanque de Le6n con un
rendimiento de 21.35 mg/g.

Los anélisis de actividad antioxidantes de Flourensia cernua mostré valores destacables en la
planta de la localidad de San Jerénimo, dado que en los analisis de ABTS™" obtuvo valores de
con ICsp 139.50+0.452 pg/mL? y en FRAP 20.52+0.389 (25 pg/mL™) y 24.64+0.254 (50
ng/mL1), mientras que en la técnica de DPPH" la localidad de Estanque de Ledn obtuvo el
mayor porcentaje de capacidad antioxidante con 1Cs 349.161+0.667 pg/mL™.

El andlisis de espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR) se obtuvieron los
resultados de once sefiales en las cuales se resaltan diversos grupos de compuestos como N-H
relacionado con amida alifatica primaria y relacionada con amidas aromaticas, grupo hidroxilo
(OH), grupos C=C caracteristicas de los anillos aromaticos, se detecta la presencia de alcoholes

y de &cido carboxilico, la presencia de compuestos fenoles alcohélicos.
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