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RESUMEN

El semi-desierto mexicano alberga a numerosas especies forestales no maderables
destacando, la planta de candelilla, gobernadora, hojasén, orégano mexicano y sangre
de drago, las cuales han sido utilizadas desde la antigluedad en la medicina tradicional
y algunas de ellas cuentan con diversas aplicaciones dentro de industria; sin embargo,
aun se desconoce gran parte de su composicion quimica y la funcionalidad de los
compuestos bioactivos que contienen. En este sentido, en el presente proyecto, se
realiz6 un analisis proximal para conocer la composicidon quimica, asi como la
extraccion de compuestos polifendlicos de todas las especies antes mencionadas los
cuales fueron purificados y la extraccion de aceites esenciales para el caso de orégano
y hojasén. Tanto a los compuestos polifendlicos y aceites esenciales se les fue
evaluado su potencial antioxidante por medio de los ensayos; captacion de radicales
(ABTS™*, poder reductor férrico (FRAP) e inhibicidon de la lipoperoxidacion (LPO), de
igual manera por medio de ensayos enzimaticos; inhibicion de a-amilasa y a-
glucosidasa). En el caso de candelilla se realizé ademas la extraccién de cera por el
método alternativo y comparandolo con el método tradicional, asi como la
determinacion de propiedades fisicoquimicas a ceras obtenidas por ambos métodos.
Ademas, se realizd la caracterizacion de grupos funcionales por espectroscopia
Infrarrojo con transformada de Fourier con Reflexidon Total Atenuada (FTIR-ATR) de
todos los metabolitos obtenidos. Finalmente, exclusivamente para los aceites
esenciales se realizo la identificacion de compuestos por CG/MS. Los resultados
obtenidos muestran que todas las especies contienen altos niveles de extracto libre de

nitrogeno (E.L.N.) y fibra cruda, ademas todas las especies presentaron actividad

Xi



antioxidante e inhibicion enzimatica en todos los ensayos evaluados, lo que indica que
representan una alternativa para su aplicacion como agentes antioxidantes e
hipoglucemiantes. Por otra parte, las propiedades fisicoquimicas de ceras obtenidas
por el método tradicional y alterno indican que las propiedades son similares por lo
cual el método alternativo representa una opcion para sustituir el tradicional. La
caracterizacion FTIR permitio identificar los grupos funcionales caracteristicos de los
compuestos polifendlicos, aceites esenciales y ceras. Finalmente, la identificacion de
aceites esenciales por CG/MS permitié identificar compuestos como el timol y

carvacrol en el caso de orégano y eudesmol, cariofileno y ledol en el caso de hojasén.
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1 INTRODUCCION

Los productos forestales no maderables, han sido empleados en la medicina
tradicional, como fuente de alimento y como materias primas para artesanias, por lo
que representan una importante fuente de ingresos en medios rurales (Meinhold y
Darr, 2019). En México, los ecosistemas semiaridos abarcan 70.79 millones de
hectareas, los cuales se caracterizan por su alta vulnerabilidad a la desertificacién y la
presencia de poblacién rural que aprovechan los recursos forestales no maderables
de diversas especies (Villavicencio-Gutiérrez et al., 2021), de las cuales se describen

algunas a continuacion.

Por su parte, Larrea tridentada o comunmente llamada gobernadora, es un arbusto
perenne xerofito siempre verde, ampliamente distribuida en zonas desérticas
(Saldivar, 2003a). Sus hojas contienen una espesa resina que se comporta como un
antitranspirante (Saldivar et al., 2003b); siendo el acido nordihidroguaiarético (NDGA)
(un lignano) el que se encuentra en mayor proporcion y representa aproximadamente

el 10% del peso seco de las hojas (Peralta et al., 2018; Floriano-Sanchez et al., 2006).

El orégano mexicano (Lippia graveolens), es una planta herbacea, perenne y
aromatica (Mata-Gonzalez y Meléndez-Gonzalez, 2005). Las infusiones de orégano
mexicano se han usado tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con la inflamacion. Su valor comercial radica en sus caracteristicas como
especia y condimento. Los estudios sobre L. graveolens se centran en el analisis del
aceite esencial, que se caracteriza por la extraccion de los compuestos volatiles del

material vegetal (flores, brotes, semillas, hojas y otros) (Ait-Ouazzou et al., 2011).



Ademas, ha reportado que esta planta contiene altas cantidades de monoterpenos

oxigenados, principalmente carvacrol y timol (Rivero-Cruz et al., 2011).

La hojasén (Flourensia cernua) es una especie endémica que crece en zonas
semiaridas de México. Dentro de la medicina tradicional, ha sido empleada en
infusiones para tratar el reumatismo, enfermedades venéreas, herpes, bronquitis,
varicela y resfriado comun (Ventura et al., 2009). Cuentan con diversas aplicaciones,
biolégicas ecoldgicas debido a la presencia de compuestos polifendlicos (lactonas,

benzofuranos y benzopiranos) (de Rodriguez et al., 2012).

Jatropha dioica conocida también como sangre de drago, es un subarbusto o arbusto
perenne escasamente lefioso (Manzanero-Medina et al., 2009). Los estudios sobre J.
dioica son escasos y algunos relativamente antiguos. Villarreal et al. (1988) reportaron
la presencia de cuatro diterpenos; el B-sitosterol, jatrofolona B, la citlalitriona y
riolosatriona. En analisis cualitativos se ha detectado la presencia de alcaloides,
triterpenos y esteroides, cumarinas, flavonoides; asi como saponinas, fenoles y taninos

en menores cantidades (Martinez et al., 2014).

La planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc.), es un arbusto perene con
tallos cilindricos (Rojas-Molina et al., 2011) y que, como respuesta de adaptacion a
condiciones de sequia extrema, produce cera que se deposita en la superficie de estos
(Saucedo-Pompa., 2007). La cera de candelilla posee un gran numero de aplicaciones
industriales y domeésticas, que han aumentado en los ultimos afos. Destacan la
manufactura de cosmeéticos, pinturas, recubrimientos para frutos, revestimientos,

aisladores, entre otros (Barsch, 2004).



Por otra parte, la extraccion tradicional de la cera de candelilla se lleva a cabo
utilizando acido sulfurico que es muy corrosivo y contaminante, representando un
peligro tanto para el personal que se encarga de realizar esta actividad como al medio
ambiente (Ochoa-Reyes et al., 2010). También para la extraccion de los compuestos
bioactivos, el uso de solventes organicos tales como el metanol, hexano, benceno
entre otros, contribuye fuertemente al flujo de desechos (Hackl y Kunz, 2018). Asi
pues, la busqueda de soluciones alternativas con base a solventes amigables con el
ambiente continua siendo un area importante de estudio de la quimica verde (Leitner,
2007). Los alcoholes simples tales como el etanol y agua, asi como la mezcla de estos
son solventes ambientalmente preferibles; ademas, han demostrado resultados
favorables para la obtencién de diversos compuestos bioactivos a partir de materiales
vegetales, promoviendo asi su empleo en diversos sectores agroindustriales (Capello

et al., 2010).

Tomando en cuenta la aplicacion de este concepto el cual constituye una parte
fundamental en las metodologias y procesos a implementar, aunado a la limitada
informacion acerca de los compuestos bioactivos de las especies antes mencionadas.
Esto debido a que los estudios de analisis y evaluaciones se han centrado solo en
ciertos metabolitos secundarios por lo que el aprovechamiento de los componentes

vegetales (hojas, tallos) es minimo.



2 JUSTIFICACION

La evaluacion quimica y funcional de los metabolitos secundarios y otros
constituyentes de algunas de las principales especies vegetales del semi-desierto
mexicano es limitada, por lo que el presente trabajo de investigacién surge como una
oportunidad para ampliar la informaciéon en cuanto a la caracterizacién quimico-
funcional avanzada de estos componentes, los cuales se caracterizan por su

aplicacion en diversos procesos agroindustriales.

3 HIPOTESIS

El estudio en la caracterizacion quimico-funcional avanzada de los compuestos
bioactivos y otros constituyentes presentes en plantas del semi-desierto mexicano

presentan potencial para su aplicacion en diversos procesos agroindustriales.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Desarrollar un estudio de caracterizacion quimico-funcional de algunas de las

principales especies vegetales del semi-desierto mexicano.

4.2 Objetivos especificos

a) Realizar analisis proximal de algunas de algunas de las principales especies
vegetales (Euphorbia antisyphilitica Zucc., Larrea tridentata, Lippia graveolens,

Flourensia cernua 'y Jatropha dioica) del semi-desierto mexicano

b) Obtener y caracterizar quimicamente los compuestos bioactivos de las plantas

seleccionadas.

c) Determinar las propiedades funcionales de los fitoquimicos obtenidos.



5 REVISION DE LITERATURA

5.1 Importancia de los productos forestales no maderables para las
comunidades rurales.

Actualmente la mayoria de las personas de escasos recursos habitan en sistemas
rurales, cuyos planes de vida laborales estan determinadas por actividades
relacionadas con la tierra; como lo es la agricultura, la ganaderia y la recoleccion y
explotacion de recursos forestales no maderables (FAO, 2003) y a pesar de que para
estas comunidades representa en muchos casos la fuente de ingresos, la explotacién
de dichos recursos continua siendo una economia de poca relevancia para los
sistemas gubernamentales por lo que se raramente se contemplan en las estrategias
nacionales para combatir la pobreza (Shackleton et al., 2014), aunado a esto la poca
informacion sobre la composicidon quimica asi como la evaluacion biolégica de los

componentes bioactivos de estas especies continua siendo escasa.

5.2 Especies vegetales

5.2.1 Euphorbia antisyphilitica Zucc.

La planta de candelilla es una especie nativa del desierto de Chihuahua en México
(Johari y Kumar, 2013). Sus tallos producen cera, la cual es segregada para protegerla
contra las condiciones extremas de su habitat y estd compuesto principalmente por

cadenas de hidrocarburos (Turner, 2009).

E. antisyphilitica Zucc. es una de las especies mas importantes en la economia de
diversas regiones del norte de México, debido a la explotacion de cera el principal fin
de esta planta, siendo utilizada de modo tradicional en ornamentos y aplicaciones
terapéuticos, asi como en diferentes ramas de la industria alimentaria (Ascacio-Valdés

6



et al., 2010). Si bien es una especie que actualmente es explotada por la importancia
de su cera, hay algunos reportes acerca del potencial bioldégico de los compuestos
bioactivos presentes en los tallos, siendo el acido galico (De Ledn-Zapata et al., 2010),
el acido egalico y la catequina (Rojas-Molina et al., 2013) algunos de los compuestos

identificados.

5.2.2 Larrea tridentata

L. tridentata también conocida como gobernadora, es una planta arbustiva
perteneciente a la familia Zygophyllaceae que domina algunas zonas desérticas del
norte de México y suroeste de Estados Unidos, asi como en algunas zonas desérticas
de Argentina. Las aplicaciones en la medicina tradicional a base de infusiones de hojas
de L. tridentata se ha utilizado para tratar trastornos digestivos, reumatismo,
enfermedades venéreas, llagas, bronquitis, varicela y el resfriado comun (Sinnott et al.,

1998).

Esta especie ha sido destacada por una gran cantidad de compuestos bioactivos que
constituyen el 50 % de las hojas (peso seco) como material extraible (Arteaga et al.,
2005). Entre los diversos compuestos bioactivos se encuentra el &acido
nordihidroguayarético (ANDG). Dicho compuesto es en el que se han centrado la
mayoria de los estudios ya que se le atribuyen actividades bioldégicas de gran interés
en el area de la salud, con propiedades antivirales, antimicrobianas y antitumorales

(Hwu et al., 2008).



5.2.3 Lippia graveolens

El orégano mexicano (L. graveolens) es una planta herbacea-arbustiva y es reconocida
como uno de los dos géneros econdmicamente relevantes de la familia Verbenaceae
(Calvo-Irabién et al., 2014), es originaria de la regién norte de México y representa una
importante fuente de ingresos para las comunidades marginadas de dicha region, y su
importancia alcanza hasta el 50% de los ingresos salariales de estas comunidades
(Castillo et al., 2017). Esta especie es tipicamente conocida por sus aplicaciones en el
ambito culinario (Arcila et al., 2004), ademas, se le han adjudicado diversas
propiedades medicinales destacando su potencial antipirético, analgésico,
antiespasmodica, antiinflamatoria, para el tratamiento de trastornos menstruales,

sifilis, gonorrea y diabetes (Pérez et al., 2014)

Las plantas del género Lippia poseen una gran cantidad de aceites esenciales, que se
han empleado ampliamente en el sector farmacéutico como medicina alternativa para
tratar parasitos, controlar el asma, contra el dolor de estbmago, asi como la regulacion
del periodo menstrual (Granados-Sanchez et al., 2013). Si bien los estudios en L.
graveolens se han centrado en la caracterizacion y aplicaciones del aceite esencial.
La informacién acerca de los compuestos polifendlicos presentes en dicha especie,
asi como la evaluacion de su actividad bioldgica continua siendo limitada (Leyva-Lépez
etal., 2017). A pesar de que en estudios recientes se han asociado a los flavonoides
y los acidos fendlicos con multiples efectos positivos y aptos como auxiliares en contra
de algunas enfermedades crénicas tales como la hipertension y diabetes entre otras

(Chen et al., 2019).



5.2.4 Flourensia cernua

F.cernua es un arbusto perenne comun que se encuentra distribuida en el desierto
Chihuahuense y se extiende desde el centro-norte de México hasta el suroeste de
Estados Unidos (Valencia-Diaz et al., 2005). Actualmente es una de las especies
menos estudiadas, en ensayos in vitro se ha comprobado que los extractos tienen una
fuerte actividad antifungica contra patdégenos de importancia agricola en poscosecha
(De Leodn-Zapata et al., 2016). Recientemente se ha detectado la presencia de
compuestos con potencial bioldgico, entre los que destacan la luteolina 7-O-rutinésido

y 6-C-glucosil-8-C-arabinosil apigenina (Alvarez-Pérez et al., 2019).

El género Flourensia es conocido por la produccion de aceites esenciales debido al
fuerte olor que se desprenden de sus partes aéreas. Sin embargo, sélo F. oolepis, F.
thurifera, F. campestris y F. cernua han sido exploradas en este sentido (Estell et al.,
2013). De dichas especies se han identificado un total de 175 compuestos volatiles
(Rios et al., 2015) sin embargo el estudio sobre el potencial biolégico y aplicaciones

de dichos componentes es practicamente nulo.
5.2.5 Jatropha dioica

J. dioica es una planta de origen mexicano, es un subarbusto o arbusto perenne
escasamente lenoso que va desde los 30 hasta los 150 centimetros de altura. La
principal caracteristica de sus tallos es que al ser cortados segrega un latex incoloro
que en contacto con el aire se torna rojizo semejante a la sangre, de ahi el nombre
comun de sangre de drago (Manzanero-Medina et al., 2009). El uso medicinal principal

que se le atribuye es para el tratamiento de la alopecia, para lo cual la planta entera



es cocida o bien solo los tallos o la raiz, se tritura formando una cataplasma que se
aplica en la zona a tratar, mientras que el agua resultante de este proceso se ha
utilizado para tratar las infecciones por golpes, heridas y granos (Wong-Paz et al.,

2010)

Se han detectado la presencia de alcaloides, triterpenos y esteroides, cumarinas,
flavonoides; asi como saponinas, fenoles y taninos en menores cantidades (Martinez
et al., 2014). Asimismo, se ha reportado la presencia de polifenoles en extractos de
tallo y raiz a concentraciones de hasta 44.03 ug/mL, siendo mayor la presencia a nivel
de raiz (Moreno et al., 2016). En estudios recientes se ha determinado el contenido de
antioxidante (Wong-Paz et al., 2015) y su evaluacién sobre hongos fitopatdgenos
(Gutiérrez-Tlahque et al., 2019) por lo que presenta un potencial para ser utilizado en

la industria agrobiotecnologica.

Los metabolitos secundarios (compuestos polifendlicos y aceites esenciales) resultan
de gran interés debido a sus propiedades las cuales han sido estudiadas en los ultimos
afios. Sin embargo, uno de los primeros pasos para la obtencion de dichos compuestos
son los procesos de extraccion. En este sentido se plantea un término, que si bien fue
establecido hace mas de 30 anos, aun resulta desconocido y es conocido como
“‘quimica verde” que marca las pautas para el correcto uso de solventes y otras

sustancias utilizada en este tipo de procesos.

5.3 Quimica verde

El concepto de quimica es definido como "disefo de productos y procesos quimicos
para reducir o eliminar el uso y la generacion de sustancias peligrosas". (Anastas y

Warner, 1998). Si bien el concepto de quimica verde cubre 12 importantes puntos, el
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tema de los solventes es el area de investigacion mas activa, ya que el uso de
solventes aplicados en la sintesis de diversos productos dafia severamente el medio
ambiente, mediante un proceso de volatilizacion especialmente en el caso de los
compuestos organicos volatiles (COV). Las nuevas soluciones de sintesis apuntan a
la eliminacion por completo de los disolventes o a la sustitucion de los compuestos
pertenecientes a los COV por medios tecnoldgicos baratos, inofensivos para las

personas y el medio ambiente (Wardencki et al., 2005).

Tomando en cuenta lo anterior, actualmente los procesos de extraccion de
compuestos bioactivos de las plantas se han ido modificando con la finalidad de
emplear metodologias amigables con el ambiente, la presente investigacion se centra
en tres tipos de procesos de extraccion; compuestos polifendlicos, aceites esenciales

y cera de candelilla.

5.3.1 Compuestos polifendlicos

Durante las ultimas décadas se ha puesto gran interés sobre los compuestos
antioxidantes de origen natural (Olszowy y Dawidowicz, 2016). Entre los compuestos
antioxidantes mas populares destacan los compuestos polifendlicos cuya
caracteristica principal es la presencia de uno o mas grupos hidroxilo en su estructura

(Cheynier et al., 2013).

Su potencial biolégico se atribuye principalmente a la capacidad de dichos metabolitos
de secuestrar o inhibir especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, inhibicion de
radicales libres mediante la transferencia de electrones, activacion de enzimas

antioxidantes, representando una opcion viable y prometedora en la prevencion de
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diversas enfermedades como l|a diabetes, obesidad, cancer, enfermedades
cardiovasculares, osteoporosis y enfermedades neurodegenerativas (de Paulo et al.,

2020).
5.3.1.1 Extraccion de compuestos polifendlicos

Para la extraccion de compuestos polifendélicos se pueden aplicar varias técnicas de
extraccion y la seleccion del método se basa principalmente en el rendimiento de

extraccion, disponibilidad y costo de produccion de éste (Zivkovié et al., 2018).

Dentro de las técnicas empleadas se destacan: la extraccion asistida por ultrasonido
(Zivkovi¢ et al., 2018), la extraccion con agua subcritica (Luo et al., 2018), la extraccién
asistida por microondas (Jesus et al., 2019) y la extraccion asistida por enzimas (Gligor
et al., 2019). Otros parametros que influyen directamente con los rendimientos vy
calidad de los compuestos bioactivos obtenidos son: el tiempo de extraccion, la
temperatura, la relacién solido-solvente y el tamafio de particulas (Zivkovi¢ et al.,

2018).
5.3.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales forman parte del metabolismo secundario y son sintetizados
por las plantas para protegerse de las plagas y los microorganismos, para atraer a los
insectos polinizadores y para procesos de sefializacion (Basser, 2009). Estos
compuestos pueden aislarse de distintas partes anatomicas de las plantas

principalmente extraidos por técnicas de destilacion y prensado (Patel y Gogna, 2015).

Los aceites esenciales se producen en pequefas cantidades dependiendo de la planta
y las condiciones tanto ambientales como genéticas, el rendimiento de extraccion
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puede variar del 0.5 a 6 %. Los aceites esenciales son mezclas complejas de
compuestos muy variables entre 60 y 200 compuestos diferentes. Dichas mezclas
pertenecen en su mayoria al grupo de los terpenos y en menor medida, al grupo de
los compuestos aromaticos derivados del fenilpropano (Ordaz et al., 2011). Estos
compuestos ejercen diferentes acciones biolégicas sobre los seres humanos, los
animales y otras plantas (Baser et al., 2010), destacando su aplicacion en
formulaciones de anticonceptivos, anticancerigenos, antiinflamatorios, repelentes de

insectos, antivirales y antioxidantes (Adorjan y Buchbauer et al., 2010).

5.3.2.1 Extraccion de aceites esenciales

En la extraccion de aceites esenciales, el método de hidrodestilacion es quiza la
técnica estandar mas empleada aun cuando los lapsos de tiempo requeridos para la
extraccion pueden ser algo extensos (Fan et al., 2018). Recientemente, se han
comenzado a emplear otros sistemas de extraccidon: la extraccién asistida por
microondas ultrasonica sin solventes, extraccién asistida por microondas convencional
y la extraccién asistida por ultrasonidos (Wang et al., 2018) y la extraccion por
explosion de vapor (Golmohammadi et al., 2018). La mayoria de los procedimientos
de extraccion de aceites esenciales emplean agua como solvente, ya que es
considerada como un solvente amigable con el ambiente. Sin embargo, las principales
diferencias entre estos procedimientos se basan en el ahorro de tiempo y energia
(Gavahian et al., 2019), ya que es un factor importante de un desarrollo sostenible.
Pero como se mencion6 anteriormente el proceso seleccionado debera ser elegido

conforme a las necesidades y recursos necesarios de cada investigador.
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5.3.3 Extraccion de cera de candelilla

El proceso tradicional de extraccion de cera de candelilla consiste en colocar la planta
en calderos de hierro llamados "pailas", con una solucion de acido sulfurico a una
concentracion aproximada del 0.3%. La carga de planta inmersa en la solucidén agua-
acido se calienta a fuego directo hasta el punto de ebullicion de la solucién, lo que
permite la fusidén de la cera y que se desprenda de la planta (De Ledn-Zapata, 2008)
El acido sulfurico evita que la cera se adhiera a las impurezas y forme una emulsion.
Mediante esta técnica, la cera de candelilla fundida flota en la superficie del agua como
espuma, enseguida se retira de la "paila" con utensilios que presentan orificios,
denominados "espumaderas" (Rojas-Molina et al., 2011). A pesar de que el método
tradicional permite obtener rendimientos entre el 2 y 6% (Rojas-Molina et al., 2011),
los riesgos a la salud y el medio ambiente propician la implementacion de un método
mas amigable con el ambiente y con esto surge la opcion de implementar un nuevo
método con el uso de una solucion organica (acido citrico) que ha permitido obtener

rendimientos mayores al 2.8% (Ledn-Zapata et al., 2010).
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1 Colecta de material vegetal

En la Figura 1 y Cuadro 1 se observa la regiébn geografica y comunidades
seleccionadas para la colecta del material vegetal. Fue realizada en la region semi-
desértica del norte de México durante el mes de septiembre del afio 2020 y consistio
la seleccion de hojas completas (orégano, hojasén y gobernadora) y tallos (sangre de

drago y candelilla)

Figura 1. Mapeo de los ejidos seleccionados para la coleccion de material vegetal

Cuadro 1. Ubicacion geografica de los ejidos/comunidades seleccionadas para la recoleccion del
material vegetal.

Ejido Municipio Estado Latitud Longitud Altitud
San Jerénimo Melchor Ocampo Zacatecas 24°59'42" 102°13'7" 1420
Estanque de Cuatrociénegas Coahuila de 25°51'33" 101°15'58" 990

Ledn Zaragoza
La Tortuga Ramos Arizpe Coahuila de 26°5'32" 102°13'21" 1280
Zaragoza

15



6.1.1 Material Vegetal.

La especies fueron trasladada al laboratorio en donde as ramas fueron deshojadas y
los tallos fueron cortados de manera manual, se realiz6é un lavado con agua destilada
y posteriormente un secado en estufa a 55°C por 24 h en el caso de hojas y para tallos
un periodo de una semana, el material seco fue almacenado en bolsas de plastico

hermética selladas al vacio y en oscuridad a temperatura ambiente hasta su uso.

6.2 Analisis quimico proximal

La determinacion de la composicion quimica fue realizada con base a las metodologias

establecidas por la AOAC (1984).
6.2.1 Cenizas

En un crisol de porcelana previamente secado y pesado, se colocd 2.5 a 5 g de
muestra vegetal seca, posteriormente se colocé el crisol en una mufla a 550°C por 12
horas, se dejo enfriar y fue depositado en un desecador, finalmente se peso

nuevamente el crisol conteniendo la ceniza.

Se determino el porcentaje de cenizas aplicando la siguiente formula:
(A-B)
Contenido de ceniza (%) = x 100
Donde:
A = Peso del crisol con muestra (Q)

B = Peso del crisol con ceniza (g)

C = Peso de la muestra (g)
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6.2.2 Extracto etéreo

Se utilizaron matraces de extraccion previamente secados y pesados. En un dedal de
extraccion manejado se pesaron de 3 a 5 g de la muestra seca y fue colocado en la
unidad de extraccion. Se conecto al extractor un matraz conteniendo éter de petréleo
a 2/3 del volumen total. Se llevo a ebullicién y se ajusté el calentamiento a 10 reflujos
por hora. Posteriormente se evaporo el éter por destilacion. El matraz fue colocado en
un horno durante una hora y media para eliminar el éter. Finalmente se enfrio el matraz

en un desecador y fueron pesados nuevamente.
Contenido de extracto etéreo (%) = l( )l 100

Donde:

A = Peso del matraz limpio y seco (g)
B = Peso del matraz con grasa (g)
C = Peso de la muestra (g)

La muestra desengrasada se empled para la determinacién de fibra cruda.

6.2.3 Proteina cruda

Se pes6 1g de muestra y se colocé en un matraz Kjeldahl; se agregaron 10g de sulfato
de potasio, 0.7g de éxido de mercurio y 20 mL de acido sulfurico concentrado. El
matraz fue colocado en el digestor en un angulo inclinado y se calent6 a ebullicion
hasta que la solucion se aclaré y se continué calentando por media hora mas. Se dejé
enfriar; durante el enfriamiento se adicion6 poco a poco 90 mL de agua destilada. Una

vez frio se agregaron 25 mL sulfato de sodio. Se agreg6 una perla de ebulliciéon y 80
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mL de hidréxido de sodio al 40 % manteniendo la inclinacién del matraz, hasta observar
la formacion de dos capas. Posteriormente se conectdé el matraz a la unidad de
destilacion hasta colectar 50 mL del destilado. Finalmente se tituld con la solucién

estandar de acido clorhidrico.

El contenido de proteina cruda (%) se determiné empleando las siguientes formulas:

B
Nitrogeno en la muestra (%) = [ X 0.014] x 100

Contenido de proteina cruda (%) = Nitrogeno en la muestra x 6.25

Donde:
A = Acido clorhidrico usado en la titulacién (mL)
B = Normalidad del acido estandar

C = Peso de la muestra (g)

6.2.4 Fibra cruda

Se pesaron 2 a 3 gramos de la muestra desengrasada y seca y fue colocada en un
matraz y se adicionaron 200 mL de la solucidén de acido sulfurico en ebullicion. Se
coloco en el condensador y se llevo a ebullicion se mantuvo asi exactamente por 30
min, manteniendo constante el volumen con agua destilada. Al término del tiempo de
ebulliciéon, se retird el matraz, se dej6é enfriar durante un minuto y se procedié a filtrar
utilizando un embudo Buchner y empleando una bomba de vacio. Posteriormente se
transfirio el residuo al matraz con ayuda de una piceta conteniendo 200 mL de solucion
utilizando un crisol de filtracidon precalentado se realizé el filtrado cuidadosamente
después de dejar reposar el hidrolizado por 1 min. Posteriormente el residuo fue lavado

con agua destilada hirviendo, seguido de una solucion de HCI y nuevamente con agua
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hirviendo, finalmente se realiz6 tres lavados con éter de petréleo. Se colocé el crisol
en un horno a 105°C por 12 horas, se transfirid a un desecador para enfriar. Finalmente
se pesaron los crisoles con el residuo y colocados en una mufla a 550°C por 3 horas,

se dej6 enfriar nuevamente y se peso.

El contenido de fibra cruda fue determinado empleando la siguiente formula:

(A -B)
C

Contenido de fibra cruda (%) = l lx 100

Donde:

A = Peso del crisol con el residuo seco (g)
B = Peso del crisol con la ceniza (Q)

C = Peso de la muestra (g)

6.2.5 Extracto libre de nitrégeno (E.L.N)

Dentro de este concepto se agrupan todos los nutrientes no evaluados con los
métodos sefialados anteriormente dentro del analisis proximal. Esta constituido
principalmente por carbohidratos digeribles, asi como también vitaminas y demas

compuestos organicos solubles no nitrogenados. Se reporta como el valor resultante

de restar a 100 los porcientos calculados para cada parametro evaluado.
Extracto libre de nutrogeno (%) = 100—(A+B +C + D)
Donde:

A= Cenizas
B = Extracto etéreo
C = proteina cruda

D = Fibra cruda
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6.3 Extraccion de aceites esenciales mediante arrastre de vapor

Para la extraccidon de aceites esenciales se empled un sistema de arrastre de vapor
(Figura 2) esta constituido por 3 secciones. La primera seccion consistio en la
generacion de vapor de agua, que se llevo a cabo colocando un litro de agua destilada
en un matraz de bola fondo plano, la aplicacién de calor se realizd6 mediante llama
directa; la segunda consiste en el empleo de un matraz bola de tres angulos en donde
fue colocada 100 gr de muestra de hoja o tallo segun fuera el caso, en esta seccion el
vapor de agua incide directamente en la muestra arrastrando los compuestos, el vapor
fluyo mediante un conector hacia un condensador tipo Liebig (40 cm) conectado a un
enfriador marca Heidolph utilizando etilenglicol como refrigerante en contracorriente a
4°C. Finalmente el condensado es depositado en un embudo de separacion, para
realizar una separacién por decantacion. La duracién del proceso fue de 1 h por
muestra una vez que se observod la condensacion del refrigerante. El aceite obtenido

es almacenado en un congelador a 4°C en oscuridad hasta su analisis.

Figura 2. Sistema de extraccion por arrastre de vapor
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6.3.1 Rendimiento de proceso de extraccion de aceites esenciales

El rendimiento de extraccion del proceso fue determinado mediante la relacion de la
masa material vegetal utilizada (100 g) y la masa del aceite esencial obtenido del

proceso de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Volumen final de aceite obtenido 00

Rendimiento % (p/v)

Peso inicial total de la muestra

6.4 Extraccion de cera de candelilla por el método alternativo

El proceso constd de dos etapas; la primera consistio en cortar los tallos de la candelilla
y posteriormente fueron sometidos por inmersion en una solucién acido citrico al 1% a
80°C en un vaso de precipitado, se recupero el cerote que flota en la superficie del
vaso. La segunda etapa consistio en un refinamiento del cerote el cual es sometido
por inmersién nuevamente en una solucion de acido citrico al 1 % a 80°C, logrando de
esta manera que las impurezas se separaran de la cera y precipitaran permitiendo
obtener una cera pura la cual fue retirada con ayuda de una cuchara y almacenada a

temperatura ambiente hasta su analisis.

6.4.1 Rendimiento de extraccion de cera por el método alternativo

El rendimiento de extraccion del proceso fue determinado mediante la relacion de la
masa material vegetal utilizada (100 g) y la masa de cera obtenida del proceso de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

Peso final de cera obtenida
x100

Rendimiento % (E) = —
p Peso inicial total de la muestra
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6.5 Extraccion de polifenoles

La extraccion de compuestos fendlicos se realizd mediante la metodologia propuesta
por Ascacio-Valdés et al., (2010). Cada muestra (20 g) fue extraida al agregar 100 mL
de agua previamente calentada. Todas las extracciones fueron realizadas en frascos
de reactivo color café oscuro y fueron sumergidos durante 30 min a 60°C en un bafo
metabdlico. Posteriormente, los extractos obtenidos fueron filtrados implementado
papel filtro Whatman #41.

6.5.1 Purificacion

Se uso6 una columna cromatografica con Amberlita XAD-16 (fase estacionaria) y agua
y etanol como fase movil. Primero, el agua fue usada como eluyente para descartar
compuestos no deseados y luego, se usd etanol como eluyente para obtener la
fraccidn rica en polifenoles (Seeram et al., 2005). El solvente fue evaporado (50°C por
48 h) y los polifenoles fueron recuperados como polvo fino. La fase estacionaria fue
activada afnadiendo 60 mL de metanol absoluto a 30 g de resina, se coloco en agitacion

por 30 min.

6.5.2 Rendimiento del proceso

El rendimiento de extracciéon del proceso fue determinado mediante la consideraciéon
de la masa del material vegetal depositado en los frascos para la extraccion y la masa

resultante del proceso de purificacién de acuerdo con la siguiente ecuacion:

x100

Rendimiento ot (p)Peso final del povl rico en polifenoles
enatmilento /o D Peso inicial total de la muestra
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6.6 Evaluacion de la actividad antioxidante

Considerando que las reacciones de caracter antioxidantes son complejas, el analisis
por un unico método no satisface una evaluacioén solida (Viera et al., 2017). Por ende,
la evaluacion de la actividad antioxidante fue analizada mediante tres métodos segun
lo establecido por Martinez-Avila et al. (2011) con el objetivo de obtener un panorama
amplio de analisis y resultados mas confiables. Dichos analisis son: Captacion de
radicales de ABTS™, Poder reductor férrico (FRAP) y ensayo de inhibicion de la

lipoperoxidacion (LPO).
6.6.1 Captacion de radicales ABTS™

Para ABTS'* se formé el radical usando 12.5 mL de 2.45 mM de persulfato de potasio
mezclando con 25 mL de 7 mM de solucion de ABTS* y la mezcla se estandarizo de
12 a 16 h en un cuarto oscuro a temperatura ambiente. La absorbancia fue medida a
734 nm y la solucién de ABTS'* fue diluida en etanol hasta obtener un valor de
absorbancia de 0.700 £ 0.02. Se usaron 950 pL de ABTS™ ajustado y se adicionaron

50 uL del extracto, la absorbancia fue determinada inmediatamente.

A —A
Inhibicion (%) — ( control muestra) x 100

Acontrol

En donde A control representa el valor de la absorbancia del reactivo ABTS™ y A muestra

el valor de reacciéon acorde a cada muestra.
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6.6.2 Poder reductor férrico (FRAP)

El poder reductor férrico se determind segun la metodologia propuesta por Celik et al.
(2010) con algunas modificaciones. Las muestras (500 uL) se mezclaron con 120 uL
de tampon de fosfatos (pH 7), preparado mezclando fosfato de potasio dibasico (61.5
mL, 1 M), fosfato de potasio monobasico (38.1 mL, 1 M) y aforando a 1 L. con agua
destilada. Posteriormente se agregaron 220 pL de ferricianuro de potasio al 1% a la
mezcla de reaccion, se homogeneizé y se incubd a 50°C durante 20 min. A
continuacién, se afiadieron 120 yL de &cido tricloroacético al 10 %, 450 pL de agua

destilada y 100 yL de cloruro férrico al 0.1 % . La absorbancia se registré a 734 nm.

6.6.3 Inhibicion de la lipoperoxidacién (LPO)

Se llevd a cabo usando acido linoleico como fuente lipidica. La solucién se prepard
diluyendo 0.56 g de acido linoleico y 1.5 g de Tween 20 en 8 mL de etanol al 96%. El
extracto (50 pL) se mezclo con 100 pL de solucion de acido linoleico y 1.5 mL de 0.02
M de buffer acetatos, pH 4. Los controles contenian 50 yL de agua destilada. La
emulsion fue incubada a 37 °C, después de 1 min 750 uL de solucion de FeCl2 5 M
para inducir la oxidaciéon. Después de 24 h se adicion6 1 mL de 0.1 M NaOH en etanol
al 10% en 250 pL para detener el proceso de oxidacion. Después de mezclar, 2.5 mL

de etanol al 10% fueron adicionados y se ley6 la absorbancia a 232 nm.

El porcentaje de inhibicidn de la oxidacion del acido linoleico se calculd con la siguiente

ecuacion:

Inhibicion (%) X 100
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Donde A es la diferencia entre la absorbancia del control (agua destilada) (24 hy 0 h),

y B es la diferencia entre la absorbancia de cada muestra (24 h y 0 h) de incubacion.

6.7 Ensayos enzimaticos

6.7.1 Inhibicién de la a-glucosidasa

El efecto de los extractos de plantas sobre la actividad a-glucosidasa se determiné
segun el meétodo descrito por Kim et al (2005). Utilizando a-glucosidasa
de Saccharomyces cerevisiae en buffer de fosfatos 20 mM. Un total de 100 uL de a-
glucosidasa (1.0 U/mL) y 50 yL de muestra fueron incubados a 37°C durante 10
min. Posteriormente se agregoé 50 uL del sustrato p-nitrofenil glucopirandsido (pNPG)
3.0 mM disuelto en buffer de fosfatos 20 mM (pH 6.9) para iniciar la reaccion y se
incubd nuevamente a 37 ° C durante 20 min. La reccién se detuvo agregando 500 mL

de carbonato de sodio y se leyo la absorbancia a 405 nm.

A —A
Inhibicion (%) — ( control muestra) x 100

Acontrol

En donde A control representa el valor de la absorbancia del reactivo control y A muestra €l

valor de reaccion acorde a cada muestra.

6.7.2 Inhibicion de la a-amilasa

Este ensayo se llevo a cabo utilizando un procedimiento modificado de McCue y Shetty
(2004). Un total de 250 uyL de muestra y 250 yL de enzima a-amilasa pancreatica
porcina (0.5mg/mL) en buffer de fosfatos 20 mM (pH 6.9) fueron incubadas a 25°C
durante 10 min, después se agregaron 250 pL de una solucién de almidon al 1 % en

buffer de fosfatos 20 mM (pH 6.9) y fueron incubados nuevamente a 25°C durante 10
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min. Finalmente, la reaccién se detuvo agregando 500 uL una solucion de acido
dinitrosalicilico (DNS). A continuacién, los tubos fueron colocados bafio maria a 90°C
durante 5 min y se enfriaron a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluy6

con 5 mL de agua destilada y la absorbancia se midié a 540 nm.

A —A
Inhibicion (%) — ( control muestra) x 100

Acontrol

En donde A control representa el valor de la absorbancia del reactivo control y A muestra €l

valor de reaccion acorde a cada muestra.

6.8 Determinacion de propiedades fisicoquimicas de ceras obtenidas por el
método tradicional y alternativos

La determinacion de propiedades fisicoquimicas se realizO empleando las
metodologias reportadas por Bernal et al., (2005) con algunas modificaciones. Se
evaluaron ceras obtenidas por el método tradicional (nivel laboratorio) y por el método

alternativo (nivel comercial).

6.8.1 Punto de fusion

Este indice se determind siguiendo el método de tubo capilar. La cera derretida fue
introducida en un tubo capilar de pared fina de 10 cm x 2 mm de diametro interno del
tubo, hasta alcanzar una altura de aproximadamente 1 cm. Una vez que la cera se
solidifico, el tubo se mantuvo a temperatura ambiente por 24 h. Después el tubo capilar
que contuvo la cera fue introducido en un bafo de agua que fue se calentd
progresivamente aumentando la temperatura a 1 — 2 °C/min. La temperatura de fusién

se tomo a la que la cera estaba completamente fundida.
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6.8.2 Saponificacién

Se peso6 una cantidad de 0.300 £ 0.001 g de cera en un vaso de precipitados 10 mL
luego se afadidé 4 mL de una solucion de NaOH 4 M. Los vasos fueron llevados a una
estufa para llevar a cabo la saponificacion a 100 °C durante 1 h. Posteriormente, la
fase acuosa se vertié en un segundo vaso de precipitado; ademas se realizé un lavado
(primer vaso) con 5 mL agua destilada, que también fue vertida en el segundo vaso.
La solucion, aun caliente, fue titulada con una solucion de HCI de 0.5 M, afiadiendo
dos gotas de fenolftaleina como indicador en agitacién constante. En los blancos, se
empled agua destilada en sustitucion de la muestra de cera. El indice de saponificacién

es expresado en mg NaOH/g muestra, y es calculado aplicando la siguiente formula:

Indice de saponficacion = 39.997 MT

En donde:

M = molaridad del HCI

V' = volumen en mL de HCI consumidos por el blanco
I’” = volumen en mL de HCI consumidos por la muestra

m = masa en g de muestra utilizada

6.8.3 Valor de acidez

Una cantidad de 0.200 £ 0.01 g de cera se disolvié en 10 mL de cloroformo con la
ayuda de un equipo de ultrasonido (10 min). Posteriormente se afiadieron dos gotas
de fenolftaleina y se tituld la solucion de NaOH 0.05 M en metanol en agitacion

constante. El blanco consistié en agua destilada en sustitucion de la muestra de cera.
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El indice de acidez es expresado en mg NaOH/g, y es calculado aplicando la siguiente

formula:

V —_
Valor de acidez = 39.997 MT

Donde:

M = molaridad del NaOH

V = volumen en mL consumidas por la muestra
V” = volumen en mL consumidas por el blanco

m = masa en g de muestra utilizada

6.8.4 Numero de absorcion de yodo

Este parametro fue determinado por el método de Hanus. Se disolvidé una cantidad de
0.300 £ 0.005 g de muestra en 10 mL de cloroformo, con ayuda de un equipo de
ultrasonido (10 min). Posteriormente, se afiadieron 5 mL de reactivo Hanus (solucién
preparada disolviendo 2 g de monobromuro de yodo en 100 mL de acido acético). La
mezcla se agitdo ligeramente durante 30 s y se llevd a oscuridad a temperatura
ambiente durante 1 h para completar la adicién de |2 a los dobles enlaces. Finalmente
se afadieron 5 mL de una solucion de yoduro de potasio al 8 %, y se titulé con una
solucién de tiosulfato de sodio (Na2S203) 0.1 M, con agitacion constante y afiadiendo
dos gotas de almidén al 1 % como indicador. Los blancos consistieron en agua
destilada en sustitucién de la muestra. El numero de absorcion de yodo es expresado

en g /100 g de muestra, y es calculado aplicando la siguiente formula:

Numero de aborcion de yodo = 1.269

Donde:
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V es el volumen en mL de tiosulfato de sodio consumidos por el blanco
" es el volumen en mL de tiosulfato de sodio consumidos por la muestra

m es la masa en g de muestra utilizada

6.9 Caracterizacion de grupos funcionales por medio de FTIR-ATR

Los analisis se realizaron utilizando un FTIR Agilent modelo Cary 630 acoplado con el
accesorio ATR con cristal de seleniuro de zinc (ZnSe). Las muestras fueron colocadas
sobre el cristal, asegurandose que cubriera toda la superficie de este, posteriormente
fue prensada y analizada utilizando el programa MicroLab PC en un rango espectral
de 4000 a 650 cm™, con un ciclo de 32 escaneos y una resolucion de 2 cm™.
Finalmente, la prensa fue abierta y la muestra fue retirada, el cristal fue limpiado entre
cada muestra con etanol y algoddn con la precaucion de no dejar rastros de muestra
sobre el lector. El analisis del espectro y los grupos funcionales detectados se llevo a
cabo utilizando el programa MicroLab Expert y la construccién del grafico por medio
del programa OriginPro 8. Todas las muestras fueron analizadas en estado sélido o

liquido segun su naturaleza sin ningun pretratamiento.

6.10 Analisis de aceites esenciales por cromatografia de gases acoplado a
masas (GC/MS)

6.10.1 Método cromatografia de gases

Los analisis se realizaron en colaboracion con el Laboratorio de Biotecnologia
Farmacéutica, Centro de Biotecnologia Genomica, Instituto Politécnico Nacional,

Reynosa, México.

En el analisis GC/MS se empled la metodologia descrita por Sethi et al. (2013) con

ligeras modificaciones. Se realizd en utilizando un equipo Agilent 7890B con detector
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selectivo de masas de triple eje 5975C, se utilizé nitrdgeno como gas portador. Se
inyectaron 2 uL de cada muestra, en donde la temperatura del inyector y la temperatura
de la fuente de iones fueron de 250°C y 220°C respectivamente. La temperatura del
horno se mantuvo inicialmente a 70°C durante 3 minutos y luego se aumenté a 170°C,
la tasa de aumento fue de 10°C/min y esta temperatura se mantuvo durante 10 minutos
y, finalmente, la temperatura aumenté a 250°C durante 20 minutos. El espectro de
masas se registré a 70 eV con un intervalo de barrido de 0.5 segundos y un rango de

masas de 50-650 uma.

La comparaciéon de los espectros MS obtenidos se realizé utilizando base de datos

propia del equipo Agilent 7890B.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis quimico-proximal

El analisis quimico-proximal representa una herramienta util para identificar los
componentes quimicos y propiedades que los alimentos o especies vegetales de
interés puedan presentar, permitiendo identificar la presencia de macroelementos y de
esta forma garantizar que puedan ser aplicados de forma segura, con propiedades
nutritivas y deseables (Vazquez y Fernandez., 2020), en el caso de la presente
ramas de procesos

investigacion, para una posible aplicacion en diversas

agroindustriales.

Cuadro 2. Resultados obtenidos del analisis quimico-proximal de las diferentes especies analizadas
en las tres comunidades.

Especie Comunidad Cenizas % Extracto etéreo % Proteina cruda % Fibra cruda % E.L.N %
Orégano Ledn 8.903 ( 0.26) *° 3.599 (« 0.30) « 2.099 (£ 0.04) ¢ 9.291 (£ 4.84)® 76.105 (£ 4.78) @
San Jerénimo 9.639 (£ 0.11)¢ 3.83 (£ 0.41)¢ 1.481(x 0.04) © 14.366 (+ 0.67) © 72.761 (£ 0.59) @
Tortuga 10.161 (+ 0.03) 3.49 (+0.38) ¢ 1.643 (¢ 0.03) © 11.638 (+ 0.86) ° 73.066 (+ 1.09)
Hojasén Ledn 14.133 (£ 0.11)® 8.666 (+ 0.47) ¢ 2.114 (£ 0.04) ¢ 11(£0.35)¢ 64.085 (+ 0.55) @
San Jeronimo 13 (£ 0.17)° 6.4 (£2.16)° 1.98 (£ 0.04) ¢ 11.233 (+ 0.62) © 67.386 (£ 2.88) @
Tortuga 14.533 (+ 0.15) b 8.6 (£ 0.72) 2.123 (£ 0.02) ¢ 23.333 (£ 17.33) @ 51.41 (+ 16.78) ®
Sangre de Ledn 8.866 (+ 0.35) f 2.042 (£ 0.16) " 1.287 (+0.10)" 28.15(£0.3) ¢ 59.13 (£ 0.35) ®
Drago San Jerénimo ~ 9.265 (+ 0.07) f 1.991 (£ 0.17) " 2.03 (£ 0.03)" 19.2 (£ 2.26) 67.511 (+ 2.09) @
Tortuga 7.355 (£ 0.04) 0 3.644 (£ 0.28) ¢ 1.569 (+ 0.01) " 26.083 (£ 0.22) ¢ 61.346 (£ 0.52) ®
Gobernadora Leon
San Jerénimo
Tortuga
Candelilla Ledn 11.233 (+ 0.36) ° 10.422 (£ 0.36) ° 0.53 (+ 0.05) ¢ 35.033 (£ 0.73) ® 42.78 (+ 0.95)2
verde San Jerénimo 11.1(x0.12) ¢ 6.1(x0.18)¢ 0.678 (£ 0.18) © 35.083 (+ 3.40) ® 47.038 (+ 3.56) 2
Tortuga 9.966 (+ 0.94) ¢ 13.888 (£ 0.94) ° 0.49 (£ 0.06) © 31.85(+ 1.79) ® 43.801 (£ 0.90) 2
Candelilla Ledn 8.91 (£ 0.15)¢ 0.683 (£ 0.05) ® 3.844 (£ 0.08) ¢ 23.3(+0.8 ) 63.27 (£ 1.04) 2
residuos San Jerénimo 11.7 (£ 0.34) ° 0.669 (£ 0.04) © 5.933 (£ 0.12) ¢ 27.033 (£ 0.72) ® 54.66 (+ 0.54) 2
Tortuga 8.57 (£ 0.11)° 0.66 (+ 0.04)© 3.822 (+ 0.58) ¢ 33.266 (£ 1.31)° 53.68 (£ 2.03) 2

Letras diferentes muestran diferencia significativa Tukey (a = 0.05)

En el Cuadro 2 se observan los resultados del analisis quimico-proximal, en los cuales
se observa diferencia significativa Tukey (a = 0.05) entre especies y comunidades. La
mayor composicion para todas las especies fue el contenido de E.L.N., lo que

corresponde al contenido de azucares, almidon y algunas hemicelulosas, seguido del
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contenido de fibra cruda. En el contenido nutricional de orégano, los resultados
obtenidos difieren a los reportado por Negrea et al., (2018) ya que en analisis de
Origanum vulgare reportaron los siguientes valores: cenizas 5.3 %, proteinas 7.9 %,
lipidos 0.67 % y carbohidratos 70.89 %. Por otra parte, los resultados obtenidos en
planta de candelilla (verde y residuos), si bien se observa una diferencia entre la
composicion de la planta verde y los residuos resultantes del proceso de extraccion de
cera, dichos resultados difieren a lo reportado por Rojas-Molina et al. (2013) quienes
obtuvieron los siguientes valores: proteina (2.3 %), cenizas (10.9 %), lipidos (15.9 %),
carbohidratos (0.27 %) y azucares reducidos (0.16 %). Es importante considerar que
aunque se observa una disminucién en cuanto a la composicién quimica de los
residuos, lo cual se puede deber al proceso de extraccion de cera al cual es sometida
la planta, los residuos presentan una composiciéon nutricional considerable,
representando una oportunidad para ser implementados en otras ramas agricolas
como fuente de nutrientes, con el fin de disminuir la cantidad de desechos, ya que
segun Ascacio-Valdés et al., (2013) se generan aproximadamente 140 toneladas de

desechos resultantes de la extraccidon de cera de candelilla.

En el caso de hojasén y sangre de drago, actualmente los reportes sobre su
composicion quimica continuan siendo escasos. Es importante considerar para todas
las especies y los rendimientos obtenidos en este proyecto, que la produccion tanto
cualitativa y cuantitativa metabolitos (primarios y secundarios) estan directamente
relacionados con su fenologia y que los productos obtenidos variaran segun los

factores ambientales o limitantes ecoldgicos como lo son: suelo, el clima, latitud,
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longitud, la altitud sobre el nivel del mar y precipitacién, entre otros Quezada Cardenas,

(2020).

7.2 Rendimiento de extraccion de aceites esenciales

En el proceso de extraccidon de aceites esenciales, las cinco especies de interés fueron

sometidas al proceso, sin embargo, solo se obtuvieron aceites esenciales de dos

especies.

2.5
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Rendimiento (%)

0.5

. - ] ]
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m QOrégano mHojasén

Figura 3. Rendimientos de aceite esencial de orégano y hojasén de las diferentes comunidades.

Los rendimientos de registrados de orégano (Figura 3) en el proceso presentan
diferencia significativa Tukey (a = 0.05) entre localidades y se presenta el siguiente
orden descendente San Jerénimo > Tortuga > Estanque de Ledn, siendo la comunidad
de San Jerénimo la que mayor rendimiento presentd (2 %). El porcentaje de
recuperacion de aceites esenciales de orégano se encuentra por debajo, pero
relativamente cercano a lo obtenido por Salgueiro et al. (2003), quienes realizaron

extraccion de aceite esencial de las partes aéreas de Lippia graveolens obteniendo
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rendimientos (p/v) de 3.0 — 3.5 %. Otros autores reportaron rendimientos de aceites
esencial de hojas de Origanum vulgare L. de 1.5 %, mientras que para hojas de Lippia
graveolens, fue de 0.47 % (Miller et al., 2015). Mientras que Ozdemir et al. (2018)
reportan rendimientos de 1.15 % en planta humeda y 1.40 % en planta secada en
estufa de Origanum onites L. Por lo que, los rendimientos obtenidos en las muestras
analizadas estan dentro de los intervalos reportados y por lo tanto son comparables

tanto para la misma especie, asi como con especies extranjeras.

En cuanto a los rendimientos registrados de hojasén (Figura 3) en el proceso no se
presento diferencia significativa Tukey (a = 0.05) entre las localidades y se presento el
siguiente orden descendente; Tortuga > San Jerénimo > Estanque de Leon, siendo la
comunidad de Tortuga quien presenté mayor rendimiento (0.3 %). Con base a la
recuperacion de aceite esencial de Hojasén, los reportes acerca de extraccion y
rendimientos de aceite esencial de Flourensia cernua son practicamente nulos y los
existentes son relativamente antiguos. Sin embargo, se ha demostrado que las
especies del género Flourensia son ricas en aceites esenciales (Priotti et al.,1997), aun
tomando esto en cuenta los estudios se han limitado a las especies Flourensia oolepis

S.L. Blake, F.thurifera, F. campestris y F. cernua (Rios, 2015).

Téllez et al. (1997) reportaron rendimientos de aceite esencial de F. cernua de 0.28 —
0.34 % en hoja fresca y 0.84 — 1.01 % en hoja seca. Por otro lado, Piazza et al. (2018)
obtuvieron rendimientos del 0.78 % (hojas secas, primavera de 2007), 0.24 % (hojas
frescas, verano de 2014), y 0.88 % (hojas secas, verano 2014) de F. campestris dichos
reportes presentan similitud con lo obtenido con las muestras y son comparables con

especies pertenecientes al mismo género. Las variaciones en los rendimientos de
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aceite obtenidos en este trabajo y los publicados anteriormente se pueden atribuir a
factores genéticos y ambientales (Rajabi et al., 2014), que influyen directamente en el

estado de estrés de la planta y por lo tanto en la produccién de dichos metabolitos

secundarios.

7.3 Rendimiento de cera obtenida por el método alternativo

3.5

N

wv w

i
—

—

1.5

Rendimiento (%)

©
[

o

Estanque de Ledn San Jerénimo Tortuga
Comunidades

Figura 4. Rendimientos de cera de candelilla obtenidos por el método alternativo.

Los rendimientos de registrados de cera de candelilla (Figura 4) no presentan
diferencia significativa Tukey (a = 0.05) entre las localidades, los valores se obtuvieron
en el siguiente orden San Jerénimo > Tortuga > Estanque de Ledn, siendo la
comunidad de San Jerénimo la que mayor rendimiento presento (2.96 %).

El porcentaje de recuperacion de cera de candelilla se encuentra dentro de los
parametros reportados por De Ledn-Zapata et al. (2010), quienes indican que con el
método alternativo se pueden obtener rendimientos iguales o mayores a 2.8 %.

Si bien el método tradicional (acido sulfurico) puede generar rendimientos entre 2 y 6

% (Rojas Molina et al., 2011), hay que considerar que el proceso es arcaico y
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representa un mayor nivel de riesgo tanto para quienes realizan la practica, asi como
para el ambiente, por lo que los rendimientos obtenidos en la presente investigacion

tienen el potencial para competir con el método tradicional.

7.4 Rendimientos del proceso de extraccion de compuestos fendlicos
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Figura 5. Rendimientos de compuestos polifendlicos obtenidos de las cinco especies analizadas.

En la Figura 5, se observan los rendimientos de compuestos polifendlicos obtenidos
para cada una de las especies y las comunidades analizadas. De los cuales la planta
de hojasén fue la que presentod los mayores rendimientos, seguido de gobernadora y
orégano.

Los rendimientos polifenoles de orégano registrados en el proceso, no presentan
diferencia significativa (a = 0.05), presentando el siguiente orden descendente: Tortuga
> San Jeronimo > Estanque de Leon siendo la comunidad de Tortuga en donde se
obtuvieron mayor rendimiento con de 1.2 %. Rodriguez-Meizoso et al. (2006)

obtuvieron de Origanum vulgare L. un rendimiento de 9.0 % al utilizar agua a una
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temperatura de 50°C, los cuales son muy superiores a los obtenidos en la presente
investigacion.

Por otra parte, los rendimientos de polifenoles en hojasén registrados en el proceso,
presentan diferencia significativa (a = 0.05) y se presentd el siguiente orden
descendente: Estanque de Ledn > San Jerénimo > Tortuga, siendo la comunidad de
Estanque de Leon la que mayor rendimiento presentd (2.18 %). Los rendimientos
obtenidos se encuentran cercanos a lo reportado por Alvarez-Pérez et al. (2020) con
un rendimiento de 2.27 % sin embargo, Zavala et al. (2010) reportaron rendimientos
mayores al 10 %, pero es necesario tomar en cuenta que este proceso no se llevo a
cabo la purificacion del extracto para la obtencion de los polifenoles.

Por su parte, sangre de drago cuyos rendimientos de las diferentes comunidades no
presentaron diferencia significativa (a = 0.05), aun asi, presentan el siguiente orden
descendente: San Jerénimo > Estanque de Ledn > Tortuga siendo la comunidad de
San Jeronimo la que presentd mayor rendimiento con 0.65 %. Wong-Paz et al. (2015)
reportaron rendimientos de 9.98%, los cuales son mayores a lo obtenido en las
muestras analizadas en este estudio, pero hay que comentar que los autores en
cuestion no realizaron el proceso de purificacion.

En cuanto a los rendimientos de compuestos polifendlicos obtenidos de la planta de
gobernadora, se aprecia una diferencia significativa (a = 0.05) entre comunidades, con
el siguiente orden descendente: Estanque de Ledn > Tortuga > San Jerénimo, siendo
la comunidad de Estanque de Ledn la que presentd mayor rendimiento con 1.35%.
Dichos valores se encuentran muy por debajo de lo reportado por Skouta et al. (2018)
quienes reportaron rendimientos con valores entre 14.11 — 24.65 % empleando

diferentes solventes y sin proceso de purificacion.
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En rendimientos obtenidos de planta de candelilla verde, asi como de los residuos de
las diferentes comunidades, se encontré diferencia significativa (a < 0.05), siendo la
comunidad de Tortuga en ambos casos la que presentd mayor rendimiento de
compuestos polifendlicos con valores de 1.83 % (planta verde) y 0.75 % (residuos),
por lo cual se puede establecer que el proceso de extraccion alternativo de cera de
candelilla si afecta negativa el contenido cuantitativo de compuestos polifendlicos. Es
importante considerar que para todas las especies evaluadas los rendimientos pueden
variar segun el método de extraccion aplicado, el solvente utilizado, el tiempo, las
temperaturas del proceso, entre otros factores (Zavala et al., 2010).

7.5 Actividad antioxidante

Debido a las diferencias entre el amplio numero de ensayos disponibles para medir la
actividad antioxidante, los resultados de un solo ensayo so6lo pueden dar un panorama
limitado de las propiedades antioxidantes de los extractos de plantas (Martinez et al.,
2011). Debido a esto, en la presente investigacion se realizacion tres ensayos con
fundamentos diferentes, con la finalidad de tener un panorama mas amplio acerca del

potencial antioxidante de las especies en cuestion.

7.5.1 Compuestos polifendlicos

En el Cuadro 3 se muestran los resultados para los valores de ICso obtenidos de las
pruebas de captacion del radical ABTS®™ y poder reductor férrico (FRAP) e inhibicion

de la lipoperoxidacion (LPO).
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Cuadro 3. Resultados de la evaluacion de actividad antioxidante de compuestos polifendlicos.

Especie Comunidad ABTS*ICso FRAP ICso LPO
(mg/L) (mg/L) (%)

Ledn 672.1 (+9.01) ¢ 855.16 (+20.09) © 77.17 (+8.95) @

Orégano San Jerénimo  658.36 (+4.06) 792.03 (+30.07)¢  54.40 (+8.82) defa
Tortuga 663.89 (£5.39)°¢  1171.97 (x11.57)°>  32.16 (+6.42) i

Ledn 622.25 (+1.06)¢  1898.37 (+1.35)®  51.55 (+4.64) /9

Hojasén San Jerénimo  1683.99 (+11.33)@  2819.35 (+3.39) @ 60.31 (+2.43) %
Tortuga 1064.66 (+0.27)@  2963.55 (+0.58) @ 62.38 (+6.43) %

Ledn 921.59 (£3.38)®  391.017 (+14.31)¢  65.49 (+11.17) bed

Gobernadora  gan Jerénimo  940.09 (+4.08) ° 495.61 (+1.40) ¢ 76.26 (+8.60) a0
Tortuga 918.60 (£2.91) 306.55 (+4.00) ¢ 80.41 (+7.52) @

Sangre de Ledn 636.99 (£7.72) 1226.4 (+6.87)° 41.15 (+11.79) i
Drago San Jeronimo  552.14 (£11.93) % 1109.83 (+9.96) b 22.19 (+11.69)
Tortuga 315.26 (+8.80) ¢ 887.08 (+3.96) © 31.27 (+4.69) i

Candelilla Ledn 147.13 (+6.94) © 165.14 (+14.19)°¢  60.05 (+16.09) %
Verde San Jeronimo  129.73 (+17.18) © 177.71(£1.89) © 35.99 (+2.16) i

Tortuga 110.92 (+5.19) © 101.80 (+9.96) ¢ 63.87 (+11.27) °°

Candelilla Ledn 70.799 (+13.08) f 163.86 (+3.84) © 53.72 (+4.01) defd
Residuos SanJerénimo  115.321 (¥1.35)¢  174.82 (+10.18) 32.47 (+9.65) N
Tortuga 113.07 (+5.86) © 206.83 (+8.31) © 49.10 (+1.02) ¥

Letras diferentes muestran diferencia significativa Tukey (a = 0.05)

7.5.1.1 Captacion de radicales ABTS™

En el analisis de la captacién de radicales ABTS™* y la determinacion de ICso, se
presento diferencia significativa Tukey (a = 0.05) entre las diferentes especies, en el
siguiente orden descendente: Candelilla residuos > Candelilla verde > Sangre de
Drago > Orégano > Gobernadora > Hojasén, siendo la candelilla residuos quien

presentd la que presentdé mejores valores de ICso con rangos entre 70.79 —115.32

(mgl/L).

Respecto a la sangre de drago, Huang et al. (2020) reportan valores de ICso para J.
curcas entre 6.75 — 329.71 (ug/mL). Con base en lo reportado por Balili et al. (2011)
valores de ICso en ABTS™ de extractos de Origanum compactum con diferentes

solventes reportaron valores entre 1.9 — 17.4 (mg/L), los cuales se encuentran muy por
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debajo de los obtenidos en las muestras analizadas. Mientras que para gobernadora
los valores obtenidos se encuentran muy por encima por lo reportado por Skouta et al.
(2018) quienes utilizaron diferentes solventes y reportan valores de ICs0 en un rango
de 6.82 — 35.84 (ug/mL). Actualmente el estudio sobre el potencial antioxidante de
hojasén es de los mas escasos; sin embargo, Rodriguez et al. (2019) reportan en
extractos etandlicos una inhibicion en ABTS™ de 32.5 %. Por otra parte, reportes del
potencial inhibitorio de radicales por parte de la planta de candelilla son practicamente
nulos. Sin embargo, previamente el equipo de investigacion reportd valores de ICso
con valores entre 46.78 — 69.01 (ug/mL) evaluando residuos de planta de candelilla
resultantes del proceso de extraccién tradicional y alternativo (Bautista-Hernandez et

al., 2021).
7.5.1.2 Poder reductor férrico (FRAP)

En el andlisis del poder reductor FRAP y la determinacién de ICso, presentoé diferencia
significativa Tukey (a = 0.05) entre las diferentes especies, presentando el siguiente
orden descendente: Candelilla verde > Candelilla residuos > Gobernadora > Orégano
> Sangre de Drago > Hojasén, siendo los compuestos polifendlicos de candelilla verde
los que presentaron mejores valores de ICso con rangos entre 101.80 — 177.71

(mg/mL).)

Los valores obtenidos en FRAP, no suelen ser reportado en valores de ICso, tomando
esto en cuenta, se han reportado valores para gobernadora 0.44 y 1.035 (250 pyg/mL)
Skouta et al. (2018). Mientras que, para orégano, Teixeira et al. (2013) reportan en
extractos de Origanum vulgare con diferentes solventes valores entre 0.0126 — 0.037

(mM Fe?*/g). Para sangre de drago se han reportado valores de 0.41 (mM ET/g)
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(Bejarano et al., 2021). Para hojasén se han reportado valores de valores de 1.2 (mM
Fe?*/L). En el caso de candelilla, previamente reportado por Bautista-Hernandez et al.
(2021), se obtuvieron valores en FRAP en rango de 46.382 — 135.07 a concentraciones
de 250 pg/mL, mientras que en la presente investigacion los valores de ICso fluctian
en concentraciones entre 101.80 — 177.71 (mg/L) en planta verde y 163.86 — 206.83
(mg/L) en los residuos, un punto importante a considerar es la diferencia entre los
valores de ICso obtenidos en dos estados de la planta de candelilla (verde y residuos),
en donde se observa un valor menor de ICso en la planta verde respecto a los residuos,
esto se puede deber a las condiciones a las cuales es sometida la planta durante el

proceso de extraccion de cera.

7.5.1.3 Inhibicion de la lipoperoxidacion (LPO)

En el ensayo de la inhibicion de la lipoperoxidaciéon de los compuestos polifendlicos,
en los cuales se observa una diferencia significativa Tukey (a = 0.05), es importante
mencionar que en dicho ensayo se presenté una significancia de cuatro niveles lo que
nos indica una gran variabilidad en la respuesta inhibitoria de los compuestos
polifendlicos sobre el proceso de la lipoperoxidacion aun tratandose de la misma
especie, pero en diferentes comunidades. Tomando en cuenta esto, presentd el
siguiente orden descendente; Gobernadora > Hojasén > Orégano > Candelilla verde >
Candelilla residuos > Sangre de Drago, por lo que los compuestos polifendlicos
obtenidos de gobernadora presentaron el mayor potencial inhibitorio, con valores entre

65.49 — 80.41 %.

Dichos valores antes mencionados se encuentran por encima de lo reportado por
Aguirre-Joya et al. (2018), quienes reportaron una inhibicion de 57 %. En el caso de
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hojasén, los valores obtenidos se encuentran por debajo, pero muy cercano a lo
obtenido por Wong-Paz et al. (2015), quienes reportaron una inhibicién aproximada
del 75%. En cuanto a los polifenoles de candelilla verde (con cera) y residuos (sin
cera), se observa un mayor poder de inhibicidon en los compuestos polifendlicos de la
planta verde con valores entre (35.99 — 63.87%), lo cual se puede a un cambio en la
estructura de dichos metabolitos secundarios, después de que la planta es sometida
al proceso de extraccion de cera; sin embargo, los resultados obtenidos en ambos
estados de la planta coinciden a lo reportado previamente por el equipo de
investigacion Bautista-Hernandez et al. (2021). Finalmente, los valores obtenidos en
sangre de drago (22.19 — 41.25 %) se encuentran cercanos a lo reportado por Wong-
Paz et al. (2015), que reportaron una inhibicion aproximada del 25 %; ademas, también
fue la especie con menor potencial inhibitorio respecto a las otras muestras evaluadas
en la presente investigacion. Si bien la sangre de drago presenté el potencial inhibitorio
de la lipoperoxidacidén mas bajo respecto a otras especies, la combinacién de estos
metabolitos con los de otra especie podrian generar un efecto sinérgico (Zhang et al.,
2020) dando como resultado un efecto potenciado de sus propiedades ideales para el

disefo de alimentos funcionales.

Tomando en cuenta las variaciones entre los resultados obtenidos y lo reportado
previamente por otros autores, es importante recalcar la relevancia de los compuestos
antioxidantes. Dichos metabolitos se han utilizado ampliamente como aditivos
alimentarios para evitar la degradacién de los alimentos. Ademas de cumplir un papel
importante en la prevencion de una variedad de enfermedades relacionadas con el

estilo de vida y el envejecimiento porque estan estrechamente relacionados la
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presencia de especies reactivas de oxigeno y la oxidacion lipidica (Noguchi et al.,

2019).

7.5.2 Aceites esenciales

Como ya se mencioné anteriormente, la evaluacion antioxidante de metabolitos
secundarios por un solo método o con fundamentos iguales no proporciona un
panorama completo acerca del potencial bioldégico. En este sentido los aceites
esenciales representan un area de interés debido a la presencia de fenoles con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Jerbi et al., 2016). Por esta razén los
aceites esenciales obtenidos fueron evaluados por tres ensayos antioxidantes con

diferente fundamento para ampliar el panorama del potencial antioxidante.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas antioxidantes de
captacion del radical ABTS™ y poder reductor férrico (FRAP) e inhibicién de la

lipoperoxidacion (LPO) de aceites esenciales.

Cuadro 4. Evaluacion antioxidante de aceites esenciales.

Comunidades ABTS™ ICso FRAP ICso LPO
(mg/L) (mg/L) (%)
Ledn 859.68 (+11.31)° 3018.125 (+5.42) © 75.80(+4.22) @
Orégano  san Jeronimo 647.72 (+4.23) 1033.03 (+7.86) ¢ 48.42 (+10.42)
Tortuga 158.12 (+14.85) 548.98 (+5.49) ° 44.87 (£14.36)
Ledn 16564.22 (+3.18) 2 6496.36 (+13.96) b 31.32 (6.23) ™
Hojasén  san Jeronimo  14593.09 (+21.27) @ 10202.33 (+0.38) ° 47.16 (6.93) b
Tortuga 7560.3 (+11.96) ° 19178.84 (+7.33) 2 25.09 (+11.88)

Letras diferentes muestran diferencia significativa Tukey (a = 0.05)
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7.5.2.1 Captacion de radicales ABTS™

En el ensayo de captacién de radicales ABTS™, se encontré diferencia significativa
Tukey (a = 0.05), siendo los aceites esenciales de orégano los que presentaron valores
menores de ICso en sus tres comunidades con rangos entre 647.72 — 859.68 (mg/L),
indicando que se requiere menor cantidad de aceites esenciales para inhibir el 50 %
de radicales libres presentes en la reaccion. Babili et al. (2011) reportaron valores de
ICs0 en ABTS™ de aceite esencial de Origanum compactum de 2.0 (mg/L), cuyos
valores se encuentran muy por debajo a los obtenidos en las muestras analizadas. Por
otra parte, actualmente no hay ningun reporte acerca de la actividad antioxidante de
los aceites esenciales de hojasén; sin embargo, Hajib et al. (2020) reportaron valores
en ABTS™ en aceite esenciales de comino (Cuminum cyninum L.) de 8.56 (mg TE/g)

y Ammodaucaus leucotrichus L. con valores de 3.12 (mg TE/g).

7.5.2.2 Poder reductor férrico (FRAP)

En el ensayo de poder reductor férrico (FRAP), se encontré diferencia significativa
Tukey (a =0.05), siendo los aceites esenciales de orégano los que presentaron valores
mas bajos de ICso en sus tres comunidades valores entre 548.98 — 3018.12 (mg/L), lo
que indica que se requiere una mejor cantidad para inhibir el 50 % de la reaccion. En
cuanto al orégano, Teixeira et al. (2013) reportan en aceite esencial de Origanum
vulgare valores 38.5 (umol Fe?* g™'), valores que se encuentran muy por debajo de
los obtenidos en las muestras evaluadas. Como ya se mencioné anteriormente, no hay
reportes acerca del poder reductor férrico (FRAP) del aceite esencial de hojasén, Hajib

et al. (2020) reportaron valores en FRAP en aceite esenciales de comino (Cuminum

44



cyninum L.) de 7.47 (mg TE/g) y Ammodaucaus leucotrichus L. con valores de 2.49

(mg TE/g).

7.5.2.3 Inhibicién de la lipoperoxidacion (LPO)

Finalmente, en el poder inhibitorio de la lipoperoxidacion (LPO) se encontré diferencia
significativa Tukey (a = 0.05), siendo los aceites esenciales de orégano los que
presentaron mayores porcentajes de inhibicidn en sus tres comunidades con rangos
entre 44.87— 77.80 %. dichos resultados se encuentran por encima a lo reportado por
Laothaweerungsawat et al. (2020), en aceites esenciales de Origanum vulgare con
valores de inhibicién entre 10 — 40 %. Respecto al hojasén, no cuenta con reportes
hasta el momento, Rosaliti et al. (2020) reportaron valores de inhibicién de la
lipoperoxidacién en romero (Rosmarinus officinalis L.) del 75 % a concentraciones de
(1 pL/mL), concentraciones muy por debajo de las utilizadas en la presente
investigacion. Comparando los resultados obtenidos con la literatura, se pueden definir
dos extremos, por una parte, se encuentra el aceite esencial de orégano el cual cuenta
con diversos estudios y por otro lado el aceite esencial de hojasén que hasta el
momento no cuenta con ningun reporte sobre su potencial antioxidante, lo cual abre
una oportunidad para la exploracion de estos metabolitos. A pesar de las variaciones
que se muestran en la evaluacion antioxidante de los aceites esenciales se ha
reportado que los componentes fendlicos presentes en dichos aceites actuan
eficazmente como permeabilizadores de membranas, esto debido a los cambios
estructurales en los acidos grasos de la membrana y la inhibicion de la fuerza motriz
de protones, por lo que resultan ideal para su aplicacién en la industria alimentaria

como agentes antimicrobianos (Bhavaniramya et al., 2019).
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7.6 Inhibicion enzimatica

Los altos niveles de azucares en sangre debido a la hidrdlisis de almidon y otros
azucares debido a la accién de la enzima pancreatica a-amilasa y la enzima digestiva
a-glucosidasa, pueden desencadenar enfermedades como la diabetes (Nyambe-
Silavwe et al., 2015). En este sentido, en afios recientes los polifenoles han sido
estudiados como una alternativa para la inhibicion o retardamiento de la accién de

dichas enzimas para nivelar el contenido de azucar en la sangre.

7.6.1 Compuestos polifendlicos

Cuadro 5. Inhibicion enzimatica de compuestos polifendlicos

Inhibicion (%)

Especie Comunidad a-amilasa a-glucosidasa
Orégano Ledn 15.07 (+9.28) « 39.08 (+11.45) =
San Jerénimo 15.19 (+4.41) = 51.88 (+x11.08) b°
Tortuga 11.21 (¢3.95) « 33.84 (11.16) =
Hojasén Ledn 44.93 (+8.58) @ 441 (+4.61)°
San Jerénimo 15.87 (+9.70) « 9.12 (£3.04) %
Tortuga 10.14 (+3.38) * 4.47 (+4.25) ®
Gobernadora Ledn 32.66 (+5.88) 2 89.03 (+5.98) @
San Jerénimo 30.59 (+15.09) ° 74.23 (x11.60) 2
Tortuga 14.90 (+5.91) = 67.09 (+2.64)
Sangre de Drago Ledn 4.00 (x4.76) © 70.40 (+5.96) 2°
San Jer6énimo 3.01 (£2.10) ¢ 56.18 (+15.83) b°
Tortuga 7.77 (£4.72) @ 60.55 (+3.24) atc
Candelilla Verde Ledn 10.33 (+1.52) = 74.40 (+6.30) 2
San Jerénimo 6.23 (+5.25) «@ 63.85 (£7.54) av°
Tortuga 15.49 (x2.97) ¢ 75.93 (+5.84) 2
Candelilla Residuos Leodn 15.70 (£11.82) © 81.54 (+14.46) @
San Jerénimo 31.25 (#12.77) ® 65.68 (+10.94) ate
Tortuga 33.89 (+2.52) & 78.00 (x10.85) &

Letras diferentes muestran diferencia significativa Tukey (a = 0.05)



7.6.1.1 Inhibicién de la a-amilasa
En el caso de la inhibicion de la a-amilasa, se presento diferencia significativa Tukey

(a = 0.05) con el siguiente orden descendente: Gobernadora > Candelilla residuos >
Hojasén > Orégano > Candelilla verde > Sangre de Drago, siendo los compuestos
polifendlicos de gobernadora los que presentaron mayores porcentajes de inhibicion

con porcentajes de inhibicion entre 14.90 — 32.66 %.

El poder inhibitorio enzimatico de las especies antes mencionadas ha sido poco
estudiado; sin embargo, Picos-Salas et al. (2021) reportaron en extractos de Lippia
graveolens, porcentajes de inhibicion entre 54.20-72.40 %, dichos valores se

encuentran por encima a lo obtenido en todas las muestras analizadas.

El mecanismo de inhibicién de la a-amilasa por los polifenoles se ha propuesto como
el resultado de las interacciones de unién entre los polifenoles y el sitio activo de la
enzima (inhibicion competitiva) que son inducidas por enlaces de hidrégeno y fuerzas
hidrofébicas (Xiao et al., 2013). En reportes anteriores se ha reportado que la luteolina
y la quercetina inhibieron competitivamente la a-amilasa salival humana con ICso de
18.4 y 21.4 M respectivamente, similares a los obtenidos en este estudio cuando se
utilizé amilosa como sustrato (Lo Piparo et al., 2008). Tal es el caso de los flavonoides,
cuya intensidad de unién a la a-amilasa aumenta dependiendo a la cantidad de grupos

hidroxilos en la estructura molecular (Lo Piparo et al., 2008).
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7.6.1.2 Inhibicion de la a-glucosidasa

Mientras que en la inhibicion de la a-glucosidasa el orden descendente fue:
Gobernadora > Candelilla residuos > Candelilla verde > Sangre de Drago > Orégano
> Hojasén. En ambos ensayos los compuestos polifendlicos de gobernadora fueron
los que presentaron mayor actividad inhibitoria en sus tres comunidades. A este
respecto, Picos-Salas et al. (2021) reportaron en extractos de Lippia graveolens
porcentajes de inhibicion de la a-glucosidasa en rangos 32.90 — 84.47 %, parametros
en los cuales coinciden la mayoria de las muestras analizadas. Adicionalmente, se ha
reportado que compuestos fendlicos como el galato de epigalocatequina inhiben
fuertemente la enzima, uniéndose a ella de manera espontanea a través de enlaces
hidrogeno e interacciones hidrofébicas (Dai et al., 2020). También se ha reportado que
ocurre de manera no competitiva y los estudios de modelos moleculares sugieren que
los compuestos polifendlicos se unen a un sitio alostérico de la enzima (Ozgiinseven
et al.,, 2021). Ademas del potencial inhibitorio sobre dichas enzimas se ha reportado
que los compuestos polifendlicos facilitan la absorcién de glucosa con rendimientos

comparables con la metformina y tiazolodinediona (Prabhakar y Doble 2009).

A pesar de las variaciones en los porcentajes de inhibicion de las dos enzimas por
parte de las especies evaluadas, todos los compuestos polifendlicos mostraron
actividad inhibitoria. Tomando en cuenta esto y aunado a los pocos reportes con los
que se cuentan en la actualidad sobre dichas especies semidesérticas, dichos
resultados obtenidos abren la posibilidad de emplearlos en el area farmacéutica para
la sustitucion de farmacos sintéticos (acarbosa y voglibosa) aplicados en el tratamiento

de la diabetes y las complicaciones derivadas de esta (enfermedades
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cardiovasculares, neuropatia, nefropatia y retinopatia) (Yilmazer-Musa et al., 2012,

Baharodan et al., 2013)

7.6.2 Aceites esenciales

Cuadro 6. Inhibicion enzimatica de aceites esenciales.

Inhibicién (%)

Especie Comunidad a-amilasa a-glucosidasa
Orégano Estanque de Ledn 21.25 (+4.71)® 27.05 (+8.66) ©

San Jerénimo 14.84 (£2.91) ¢ 77.89 (5.44)°

Tortuga 38.34 (x4.45) @ 73.11 (x1.60) ®
Hojasén Estanque de Ledn 15.43 (x3.92) °© 96.64 (+4.30) @
San Jeronimo 8.66 (+3.60) ° 92.57 (+3.24) @
Tortuga 9.45 (£1.25) @ 97.05 (+1.60) @

Letras diferentes muestran diferencia significativa Tukey (a = 0.05)

7.6.2.1 Inhibicién de la a-amilasa

En el Cuadro 6 se observa el porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa, los
cuales presentan diferencia significativa Tukey (a = 0.05). Siendo el aceite esencial de
orégano, quien presentd mayor actividad inhibitoria en sus tres comunidades. Mientras
que, en la inhibicién de la a-amilasa, los valores obtenidos se encuentran muy por
debajo de lo reportado por Radlinz et al. (2021) en aceites de O. vulgare con valores
de inhibicién del 50 %. Por otro lado, en el caso de hojasén, actualmente no hay
reportes sobre inhibicién enzimatica del aceite esencial de dicha especie; sin embargo,
los valores obtenidos son similares a los reportados Radlinz et al. (2021), de aceites
esenciales de otras especies tales como la naranja (Citrus aurantium var. Dulcis) con

porcentajes de inhibicion de 37.3 % de inhibicién de la a-amilasa.

Actualmente los reportes acerca del poder inhibidor de los componentes de aceites
esenciales sobre la a-amilasa son relativamente escasos, sin embargo, Jelenkovic et

al., (2014) determinaron que algunos terpenos (B-pineno, mirceno, eucaliptol y
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eugenol) caracteristicos de gran parte de los aceites esenciales de diferentes plantas,

presentan potencial inhibitorio sobre la actividad de la a-amilasa.

7.6.2.2 Inhibicién de la a-glucosidasa

En el Cuadro 6 se observa el porcentaje de inhibicidon de la enzima a-glucosidasa, los
cuales presentan diferencia significativa Tukey (a = 0.05). Siendo el aceite esencial de
hojasén, quien presentd mayor actividad inhibitoria en sus tres comunidades. Respecto
al orégano, Salazar et al. (2020), reportaron una inhibicion mayor al 50 % de la a-
glucosidasa con aceite esencial de O. vulgare. Por parte del aceite esencial de
hojasén, los valores se encuentran cercanos a lo obtenido por Radunz et al. (2021),
en aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum, L.) con valores de 93.1 % de
inhibicion de dicha enzima. La inhibicién de la a-glucosidasa por aceites esenciales
segun lo reportado por Ma et al., (2018), puede presentarse de manera competitiva no
reversible o bien de manera no competitiva reversible, esto dependera de la especie y
de los componentes propios de la misma; sin embargo, independientemente del tipo
de inhibicion, reportan que los aceites esenciales de hierbas medicinales presentan un
potencial de hasta 180 veces mas que la acarbosa (farmaco utilizado en el control de
diabetes Il). A pesar de las variaciones que se presentaron en los resultados obtenidos
en aceites esenciales respecto a la literatura, ambas especies evaluadas presentan
potencial para ser aplicados como agentes hipoglucemiantes debido a que algunos
inhibidores sintéticos de uso clinico tales como la acarbosa y el miglitol, presentan
limitaciones, son inespecificos, pueden no disminuir las complicaciones diabéticas y

tienen varios efectos secundarios (Grover et al., 2002).
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7.7 Analisis de grupos funcionales por medio de FTIR-ATR

El estudio de la caracterizacion de los grupos funcionales tiene importancia ya que, la
capacidad de eliminacién de radicales libre y las variaciones en el potencial
antioxidante esta estrechamente relacionada con su estructura molecular intrinseca y
grupos funcionales (Zhao et al., 2019) de igual manera la unién entre compuestos

bioactivos y enzimas esta dado por la estructura molecular (Miao et al., 2013).

7.7.1 Compuestos polifendlicos
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Figura 7. Espectro IR de compuestos polifendlicos de hojasén
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Figura 9. Espectro IR de compuestos polifendlicos de sangre de drago

Las figuras (Figura 6), (Figura 7), (Figura 9) y (Figura 9) muestran los espectros IR
de orégano, hojasén, gobernadora y sangre de drago respectivamente, los cuales

comparten caracteristicas en cuanto a las sefales de sus grupos funcionales.
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Los espectros IR muestran un pico a 3233 cm' relacionado a la presencia de un grupo
OH de alcoholes o de anillos aromaticos. Posteriormente a longitud de onda entre 2990
— 2875 cm™ indica la presencia de enlaces C-H de grupos CH3/CH2 de compuestos
aromaticos. Seguido del pico a 1591 cm™" que indica la presencia de enlaces C=C de
anillos aromaticos, mientras que el rango entre 1450-1350 cm indica la flexion de
enlaces C-H. El rango 1290 — 1225 cm™! indica la presencia el estiramiento de grupos
C-O pertenecientes unido a anillos aromaticos, finalmente la sefial a 1011 cm™' muestra

interacciones C-O-H correspondiente a la presencia de alcoholes aromaticos.

La presencia de grupos 3500 — 3100 cm™! indicando la presencia de grupos (O-H) es
una sefal caracteristica de la presencia de compuestos aromaticos, con base en lo
reportado por (Fernandez y Agosin, 2007). Por otra parte, la presencia de enlaces C-
C-C a longitud de onda entre 1611 — 1444 cm™' y del enlace C-O en 1368 — 1157 cm™"
son sefales caracteristicas esenciales de la presencia de estiramiento de anillos
aromaticos (Carballo et al., 2014) caracteristicos de compuestos polifendlicos, los
cuales puede estar relacionado a la presencia de taninos condensados o taninos
hidrolizados (Falcao y Araujo, 2013). Sin embargo, la presencia de enlaces C-O

también puede estar relacionada a la presencia de flavonoides (Falcédo y Araujo, 2013).
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Figura 11. Espectro IR de compuestos polifendlicos de candelilla residuos
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Ambos espectros IR (Figura 10 y 11), indican que no existe diferencias cualitativas
entre la composicidn de grupos funcionales presentes en la planta verde y los residuos
de candelilla. En el rango entre 3300 — 3000 cm" indica la presencia del grupo O-H
presentes en compuestos alcohdlicos aromaticos, alifaticos y fendlicos hidrogenados.
En la region entre 2920 — 2850 cm™ se observa la presencia del C-H debido al
alargamiento de los grupos CHs y CH2 presentes en compuesto aromaticos. En los
rangos entre 1700 — 1600 cm™ se observa la presencia del grupo N-H, que indica la
presencia de compuestos con anillo aromatico que puede corresponder a amidas o
aminas aromaticas. Sefales entre 1500 — 1400cm™' corresponden al alargamiento de
grupos carbonilos mientras que los picos en la region 1350 — 1300 cm™' se debe a la
deformacion de los enlaces C=C del anillo aromatico. La sefial a 1200 cm™' banda de
absorcidn puede atribuirse a la O-H en la deformacion de los polifenoles, mientras que
entre 1150 — 1000 cm" indican la presencia del grupo funcional C-O-H caracteristicos
de los alcoholes. Finalmente, en la banda a 750 cm-! se observa la presencia del grupo

C-H indicando la presencia de acidos carboxilicos aromaticos.

Si bien los espectros IR de la planta de candelilla (verde y residuos) comparten
caracteristicas con los obtenidos de las demas especies, la principal diferencia es la
presencia de un enlace N-H en la regién entre 1700 y 1600 cm™'- Segun a los reportado
por Siano et al. (2019). La presencia de un enlace C=0 a una longitud de onda de
1637 cm™! indica la presencia de amidas, de igual manera las sefales a longitud de
1535 cm™' indica la presencia de estiramiento de enlaces C-N, asi como la flexion de
N-H, dichas senales también se encuentran relacionadas a la presencia de

compuestos aromaticos nitrogenados.
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7.7.2 Aceites esenciales
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Figura 12. Espectro IR del aceite esencial de orégano.

El espectro IR (Figura 12) se puede dividir en dos grandes regiones; la primera
comprende en un rango de longitud de onda entre 3750 — 2750 cm™'! dentro de la cual
se observa primeramente una sefal amplia que corresponde grupo hidroxilo (O-H)
pertenecientes a compuestos aromaticos. La sefial entre 3150 — 2876 cm indica la
presencia de una interaccion C-H, de un grupo funcional CHs, y CH2. La segunda
region abarca desde la longitud de onda de 1700 — 600 cm™' dentro de la cual se
observan gran cantidad de sefiales. El pico 1625 — 1590 cm™' indican la presencia de
enlaces C=C pertenecientes a un anillo aromatico. Sefales entre 1450 —1400 cm™' son
indicativos de la presencia de grupos CH2 y CHs que pueden pertenecer a alcoholes
aromaticos terciarios. A 1377 cm™ se observa la interaccion N-H que puede
corresponder a una amina alifatica. Finalmente, sefiales entre 850 — 680 cm" indican
una flexion C-H de compuestos aromaticos. Segun Ferrandiz Garcia et al. (2015), la

presencia de un grupo O-H la region entre 3800 — 3100 cm™, mientras la presencia de
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enlaces estiramientos C-H en el rango entre 3100 — 2600 cm™', en diversas muestras
de aceite esencial de Origanum vulgare L. muestran ambas regiones. Segun Al-
Sheibany et al., (2005) estas bandas se pueden deber a la presencia de timol y
carvacrol, los cuales son componentes principales y caracteristicos del aceite esencial

de orégano.
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Figura 13. Espectro IR del aceite esencial de hojasén.

El espectro IR (Figura 13) muestra a 3300 cm™' la presencia de un grupo hidroxilo (O-
H) perteneciente a compuestos aromaticos. La region entre 3000 — 2750 cm™ se
observa la presencia de la tensién C-H de grupos funcionales CHs y CH2 que puede
corresponder a compuestos aromaticos. El pico a 1642 cm™ indica la presencia de
C=C que puede corresponder a un éter conjugado, mientras que a 1450 cm' se
observa la presencia de C-H de un éter alifatico. A 1375 cm™' se observa la presencia
una interaccién N-H que puede corresponder a la presencia de aminas aromaticas o

alifaticas. El pico a 986 cm"indica la presencia de C-C que puede corresponder a un
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hidrocarburo ramificado de con una longitud de mas de 4C. Finalmente en la region
entre 850 y 826 cm™! se observa la presencia de C-H que puede corresponder un

hidrocarburo insaturado ciclico de mas de 5C.

Actualmente no hay reportes sobre espectros IR del aceite esencial de F. cernua; sin
embargo, el espectro obtenido muestra similitud con el de otros aceites esenciales
tales como el de Artemisia absinthium (Berechet et al. 2015), Artemisia vulgaris L.
(Depciuch et al., 2016), Pelargonium graveolens (Al-Jumaili, 2017), en los cuales la
presencia de grupos O-H (3000-3300 cm™), grupos CH2/CHs (3000-2800 cm™),
interacciones C=C (1700-1600 cm") permanecen constantes, tomando en cuenta esto
se puede establecer que el aceite esencial de hojasén comparte caracteristicas con

otros aceites esenciales.

7.7.3 Cera de candelilla
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Figura 14. Espectro IR de cera de candelilla obtenidas por el método alternativo.
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En el espectro IR (Figura 14) se observa la presencia de una banda amplia la
presencia de un grupo hidroxilo (O-H) a 3350 cm-'. Posteriormente se aprecia un
estiramiento C-H caracteristicos de un carbono saturado e indica la presencia de una
cadena de un compuesto alifatico con un grupo funcional perteneciente a los alcanos
con una cadena larga de mas de 4C en la banda 2910 cm', mientras a 2850 cm™' se
observa una banda C-O indicativo del grupo funcional carbonilo de un éster. En la
region entre 1730 y 1690 cm! se muestra una intensidad fuerte debido al enlace C=0
indicando la presencia de un grupo carbonilo, evidenciando la presencia de un
compuesto éster conjugado alifatico. En la region 1450 cm™' se observa una banda
correspondiente a la interaccién del grupo funcional O-C-H. Finalmente en la region
entre 740 y 720 cm™ se observa la presencia de la interaccion C-H indicando la
presencia de un compuesto alifatico. Segun lo reportado por Muscat et al. (2014)
establece que los picos a una longitud de onda de 2848 cm™y 1736 cm™ son una
caracteristica unica de las ceras (abeja, candelilla y carnauba), los resultados
obtenidos presentan una ligera variacion encontrado estos picos a 2850 cm-1y 1730

cm! respectivamente.
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7.8 Propiedades fisicoquimicas de cera de candelilla obtenidas por el método
tradicional y alternativo.

Cuadro 7. Parametros fisicoquimicos evaluados en ceras de candelilla obtenidos por el método
tradicional y alternativo.

Parametro Método Estanque de San Jerénimo Lucio Blanco San Miguel y
] Ledn anexos
Punto de Acido sulfurico 79 (¢5.21)° 75 (£5.00) @ 72 (£2.51) @ 79 (x1.00) @
flzf(':‘;“ Acido citrico 75 (+3.00) @ 81.33(£3.12)@  78.66(+1.52) 2 76.66 (2.88) @
Valor de Acido sulfurico  46.64(x10.71)¢  44.42 (+3.84)¢  46.64(+10.17)¢  42.20(+11.54) <@
saponificacion Acido citrico 51.08(+16.76)® 5521 (+6.66)® 59.97 (+10.17)2@  55.52(+6.66) P

(mg NaOH/g) )
Valor de acidez  Acido sulfurico 19.9 (+2.50) P 17.91(x0.57) ® 16.91 (£0.57) b 12.60 (+4.48) ©

(mgNaOH/g)  Acigocitico  20.89 (3.58)2  18.24 (+1.14)®  21.89 (£3.58)@  20.56 (+2.87) %
Absorciéon de  Acido sulfirico  18.18 (£1.46)2  22.84 (:0.42)®  19.31(x1.48)2  20.58(3.79) 2
(

yodo o i N s . . . ] . .
(g 11100g) Acido citrico 19.31 (£1.11) 20.16 (+£0.84) 21.15 (£0.64) 15.36 (£1.35)

Letras diferentes muestran diferencia significativa Tukey (a = 0.05)

En el Cuadro 7 se resumen los parametros evaluados en ceras de candelilla obtenidas
por el método tradicional (acido sulfurico) y el método alternativo (acido citrico), en los
cuales se observa una diferencia significativa Tukey (a = 0.05) entre tratamientos y
comunidades en los valores saponificacion y valor de acidez, mientras que los valores

de punto de fusion y absorcién de yodo no presentaron diferencia significativa.

Tomando en cuenta la diferencia significativa en dos de los cuatro parametros
evaluados, todos los valores obtenidos por ambos métodos se encuentran dentro de
los rangos establecidos por Pérez-Gago y Rhim (2014), a excepcién del valor acidez
obtenidos en ceras extraidas por el método alternativo, los cuales se encuentran por
encima del rango reportado (12.7-18.1 NaOH/g), lo cual indica una mayor
concentracion de acidos grasos libres. La diferencia entre valores de saponificacion
indica una mayor cantidad de acidos grasos libres ya que estos absorben una mayor
cantidad de analito (NaOH) y por lo tanto presentan valores de saponificacién mas

altos (Chattarjea y Shiende, 2011).
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7.9 Identificacion de compuestos de aceites esenciales por cromatografia de gases acoplado a masas (CG/MS)

Cuadro 8. Compuestos identificados de aceite esencial de hojasén

N° Tiempo de m/z m/z Calculado Asignacion tentativa Formula MS?
pico retencién Experimental [M- [M-H] molecular Fragmento de

(min) HI iones
Estanque de 1 1.605 154.1357 154.25 endo-Borneol C10H180 95
Leon 2 1.195 150.1044 Timol C10H140 91
3 2.252 204.1878 Ciclohexanona, 2-(2-butinil)- C10H140 135
4 3.047 204.1878 204.35 Cariofileno C1sH24 93

5 3.391 204.1878 a-Himachaleno C1sH24 119

6 3.625 204.1878 204.35 Germacreno D C1sH24 161

7 3.774 204.1878 204.3511 a-gurjuneno C1sH24 161
8 4.432 222.198365 222.36 Elemol Ci1sH260 59
9 4.941 220.182715 220.35 Oxido cariofileno C15H240 79

10 5.153 22.1983 Ledol C15H260 109

11 5.685 5.685 8-epi-gama-eudesmol C15H260 161
12 6.103 222.198365 222.36 B-Selinenol C15H260 59
13 6.441 222.1983 222.3663 Hidrato de 7-epi-cis- C15H260 69

sesquisabineno
14 8.3 400.3705 Coprostan-3a-ol Ca2sH4s80 82
San 1 1.147 136.1252 136.23 -Mirceno CioH16 93
Jerénimo 2 1.205 136.125 136.234 a-Pineno C1oH16 93
3 1.239 19.1463 196.286 B-Terpinil acetato C12H2002 68
5 1.319 370.0939 370.7697 Decametilciclopentasiloxano C10H3005Sis 73
6 1.559 152 152.23 cis-Verbenol C10H160 81
7 1.634 154.1357 154.25 Borneol C1oH1s0 95
8 1.88 4441127 444,92 Dodecametil C12H3606Si6 73
ciclohexasiloxano

9 2.229 150.1044 150.22 Carvacrol C10H140 135

10 2.315 204.1878 204.35 o-elemeno CisH24 121

11 2.624 204.35 a-Copaeno C1sH24 119
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12 2.715 204.1878 204.35 B-elemeno CisH24 93
13 3.064 204.1878 204.35 Cariofileno C1sH24 93
14 3.482 204.1878 B-Himachaleno C1sH24 119
15 3.682 204.1878 204.35 Germacreno D C1sH24 161
16 3.825 204.1878 204.35 y-gurjuneno C1sH24 105
17 3.986 204.1878 204.35 O-cadineno C1sH24 161
18 4.1 222.19836 222.36 Cubedol C15H260 93
19 4.392 Neril (S)-2-metilbutanoato C15H2602 69
20 4.609 222.198365 222.36 Elemol C15H260 59
21 4912 222.1983 222,37 Germacreno D-ol C15H260 81
22 5.033 220.182715 220.35 Oxido cariofileno C15H240 79
23 5.33 222.1983 222,37 Ledol C15H260 109
24 5.817 222.1983 222.3663 y-Eudesmol C15H260 161
25 6.389 222.198365 222.36 B-Eudesmol C15H260 59
26 6.755 222.1983 222.3663 Hidrato de cis- C15H260 69
sesquisabineno
27 8.746 222.1983 222.37 3-(1,5-Dimetil-hex-4-enilo)- C15H260 82
2,2-dimetil-ciclopent-3-enol

Tortuga 1 1.203 136.1252 136.234 B-pineno C1oH1s 84
2 1.306 154.1357 154.25 Eucaliptol C10H180 93
3 1.689 154.1357 154.25 Borneol C1oH180 95
4 2.364 204.1878 204.35 y-Elemeno C1sH24 84
5 2.77 204.1878 204.35 B-Elemeno C1sH24 81
6 3.108 204.1878 204.35 Cariofileno CisH24 93
7 3.48 204.1878 204.3511 B-Himachaleno C1sH24 119
8 3.686 204.1878 204.35 Germacreno D C1sH24 161
9 3.852 204.1878 204.3511 y-Gurjuneno C1sH24 161
10 4.596 222.198365 222.36 Elemol C15H260 59
11 5.317 22.1983 222.3663 Ledol C15H260 106
12 6.307 222.198365 222.36 B-Selinenol C15H260 59

62



Cuadro 9. Compuestos identificados del aceite esencial de orégano

N° Tiempo de m/z m/z Asignacion tentativa Formula MS?2
pico retencion (min) Experimental Calculado molecular Fragmento
[M-H] [M-H] de iones

Estanque de 1 1.004 136.1252 B-pineno C1oH16 93
Leén 2 1.101 154.1357 154.25 Eucaliptol C10H180 119
3 1.186 140.120115 140.22 1,8-Nonadieno-3-ol CoH160 57

4 1.204 154.1357 154.25 Linalool C10H180 71

5 1.256 154.13576 154.25 Terpineol C10H180 71

6 1.319 154.1357 154.25 trans-4- (isopropil) -1- C1oH1s0 85

metilciclohex-2-en-1-ol
7 1.365 154.1357 154.2493 cis-4- (isopropil) -1- C10H180 69
metilciclohex-2-en-1-ol

8 1.49 154.1357 154.2493 Isoborneol C1oH1s0 95

9 1.542 154.1357 154.25 a-Terpineol C10H180 59

10 2.005 150.1044 150.2176 Timol C10H140 135

11 2.091 150.1044 150.22 Carvacrol C10H140 135

12 2.383 150.1044 Durenol C10H140 135

13 2.583 204.1878 204.35 B-elemeno C1sH24 81

14 2.915 204.1878 204.35 Cariofileno C1sH24 93

15 3.236 204.1878 204.35 Humuleno C1sH24 93

16 3.608 180.1514 Ciclopropano, 1-metoxi-2,3- C12H200 165

dimetil-
metoxi-2,3-
dimetilciclopropano

17 3.831 204.1878 204.35 0-cadineno C1sH24 161

18 4.866 220.182715 220.35 Oxido cariofileno C15H240 79

19 5.25 220.182715 220.35 Humuleno epoxido I C1s5H240 67
San Jerénimo 1 1.228 134.10955 134.22 o-Cimeno C1oH14 119
2 1.434 170.1306 1,1'-Biciclopentil-1,1'-diol C10H1s02 84

3 1.606 154.1357 154.25 Terpinen-4-ol C10H1s0 84
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135
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En el Cuadro 7 se muestran los compuestos identificados del aceite esencial de
hojasén, del cual fueron identificados un total de 53 compuestos, Siendo la comunidad
de San Jeronimo la que presentd un mayor numero de compuestos detectados (27),

seguido de Estanque de Ledn (14) y finalmente Tortuga (12).

Se identificé la presencia de 8-epi-gama-eudesmol (Estanque de Ledn), y-Eudesmol y
B-Eudesmol (San Jerénimo) y Borneol (Tortuga), que, segun lo reportado por Téllez et
al., (1997) dichos compuestos son algunos de los que se encuentran en mayor
proporcionTambién en el aceite esencial de hojasén. También se detectd la presencia
de Germacreno D en las tres comunidades el cual segun el mismo autor representa

hasta un 2.3 % de la composicion del aceite.

Por otra parte, también se identificaron compuestos tales como; cariofileno, 6xido de
cariofileno y borneol, que segun a lo reportado por Estell et al. (1994), dichos
metabolitos secundarios forman parte principal del tejido foliar de F.cernua, asi mismo
establecieron que existe una gran variabilidad en la presencia de este tipo de
metabolitos entre planta y planta, lo cual podria justificar la diversidad entre la

composicién obtenida entre cada una de las muestras.

En el Cuadro 8 se muestran los compuestos identificados del aceite esencial de
orégano, del cual fueron identificados un total de 43 compuestos. Siendo la comunidad
de Estanque de Ledn la que presentd un mayor numero de compuestos (19), seguido

de Tortuga (15) y finalmente San Jerénimo (9).

Se identificé la presencia de carvacrol (Estanque de Ledn, San Jerénimo y Tortuga) y

timol (Estanque de Ledén y San Jerénimo), si bien ambos compuestos son
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caracteristicos del aceite esencial de esta planta (Barbieri et al., 2018), la ausencia de
timol en la comunidad de Tortuga se pudo deber a diversos factores, los cuales
abarcan variaciones fisiologicas, variaciones ambientales y geograficas, asi como
factores genéticos y evolutivos. Ademas, fueron identificados otros compuestos tales
como el eucaliptol, cariofileno, oxido cariofileno y humuleno, coincidiendo con lo

reportado por Barbieri et al. (2018) y Rivero-Cruz et al. (2011).

En ambos casos se puede establecer que el potencial biolégico determinado en los
ensayos previos se debe a la presencia de los compuestos antes mencionados. La
presencia de los diferentes compuestos identificados abre la posibilidad para un gran
namero de aplicaciones, ya que se ha informado que las matrices de aceites
esenciales que contienen timol y carvacrol pueden ser aplicados en la industria
alimentaria para alargar la vida de anaquel, ademas de tener impacto positivo en la
salud humana, ademas de ser considerados seguros para el consumo (Rathod et al.,
2021). Ademas, que las matrices que contienen B-Eudesmol representa una
alternativa para su aplicacién en la medicina por su actividad antitumoral y su

capacidad para mejorar la funcidon neuronal (Acharya et al., 2021).
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8 CONCLUSIONES

Todas las especies analizadas mostraron altos contenidos de almidén,
azucares y hemicelulosas (E.L.N) y fibra cruda.

Los compuestos polifendlicos y aceites esenciales de todas las especies
mostraron actividad antioxidante, lo que representa una alternativa para su
aplicacion para combatir los efectos por radicales libres y la oxidacién de lipidos.
Los compuestos polifendlicos y aceites esenciales de todas las especies
mostraron potencial inhibitorio de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa,
representando una alternativa natural para el control de enfermedades como la
diabetes Il debido al efecto hipoglucemiante comprobado en el presente trabajo.
La caracterizacion por FTIR-ATR, permitié identificar grupos funcionales
caracteristicos de la cera de candelilla, compuestos polifendlicos y aceites
esenciales.

Las propiedades fisicoquimicas de cera de candelilla obtenidas por el método
tradicional y el método alternativo presentaron similitudes por lo que el método
alternativo representa una opcidén viable para la sustitucion del método
tradicional.

El andlisis de los aceites esenciales por CG/MS permitié identificar compuestos
clave como el timol y carvacrol en orégano y cariofileno, ledol y eudesmol en
hojasén, a los cuales se les atribuye la actividad biolégica evaluada a lo largo

de la investigacion.
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9 PERSPECTIVAS

Una vez comprobado el potencial antioxidante de los metabolitos secundarios
obtenidos de especies del semi-desierto mexicano, se propone la evaluacion
del potencial antimicrobiano contra bacterias y hongos fitopatégenos de interés
agricola, con el fin de proporcionar alternativas de origen natural para combatir
los efectos que causan dichos patdégenos sobre frutos en estadio de
poscosecha.

Por otra parte, es fundamental la identificacion de compuestos por medio de
UPLC/Q-TOF, esto con la finalidad de conocer la identidad de los metabolitos
secundarios presentes en las matrices de los compuestos polifendlicos
obtenidos y a los cuales se les atribuye el potencial antioxidante y de inhibicion

enzimatica evaluada en la presente investigacion.
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10 PRINCIPALES LOGROS DE LA INVESTIGACION

Los resultados obtenidos a lo largo de la presente investigacion fueron presentados y

reportados en diferentes formatos, los cuales se mencionan a continuacion:

e Publicacion del articulo “Antioxidant activity of polyphenolic compounds
obtained from Euphorbia antisyphilitica Zucc. by-products.

e Participacion en el E-Congress of Food Biotecnology and Engineering con el
tema “Phytochemicals in plants from northern of Mexico”.

e Participacion en el simposio Jardines etnobiolégicos, sustentabilidad y
trascendencia social con el tema “El orégano, su importancia para los habitantes
de las comunidades rurales”.

e Participacion en el simposio Jardines etnobioldgicos, sustentabilidad y
trascendencia social con el tema “Transferencia de tecnologia al medio rural
para un aprovechamiento integral del orégano”.

e Participacion en el simposio Jardines etnobioldgicos, sustentabilidad y
trascendencia social con el tema “Perspectivas en el aprovechamiento integral
de la planta de candelilla”.

e Participacion en el XV Congreso Mexicano de Recursos Forestales con el tema
“Actividad antioxidante de aceites esenciales de plantas aromaticas del norte
de México”.

e Participacion en el XV Congreso Mexicano de Recursos Forestales con el tema
“Extraccion y caracterizacion de aceites esenciales de orégano, poleo, damiana

y laurel a nivel micro industrial”.
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e Participacion en el XV Congreso Mexicano de Recursos Forestales con el
tema “Plantas del semi-desierto mexicano como una fuente de compuestos

bioactivos antioxidantes”.
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