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RESUMEN

Larrea tridentata es una planta con varias aplicaciones debido a los metabolitos
secundarios generados en el proceso fisiologico, estos tienen la capacidad de actuar
como antimicrobianos, antifungicos, antiradicales, antialérgicos, entre otros. Se ha
reportado que la composicion y cantidad de estos metabolitos presentan diferencias
acorde a la zona de recoleccion, época del afio, etapa de desarrollo, entre otras. El
objetivo de esta investigacion fue analizar proximalmente y evaluar la actividad
antiradicalaria de extractos polifendlicos extraidos de Larrea tridentata por diferentes
métodos y de dos comunidades diferentes; San Jerénimo (SJ) en Zacatecas y
Estanque de Ledn (EL) en Coahuila. La extraccion se realiz6 mediante ultrasonido,
calentamiento Ohmico y fase estacionaria; Se obtuvo un rendimiento de 54.58 mg/g
para la localidad de SJ y de 43.50 mg/g para la localidad de EL mediante la extraccion
asistida por ultrasonido la cual se obtuvo el mayor rendimiento entre métodos. De
acuerdo al andlisis DPPH' la extraccion obtenida mediante calentamiento 6hmico
mostro el mayor porcentaje de inhibicion (75%) , la capacidad antiradicalaria por medio
de la técnica ABTS"* obtuvo mejores resultados para los polifenoles extraidos de EL
por la fase estacionaria con un 43.39 % y el método FRAP mostré actividad reductora
mas alta implementando una extraccion por fase estacionaria con un valor de 59.01
Eq &cido géalico mg/L para EL, mientras que SJ no presentod diferencias. Sus grupos
funcionales fueron identificados por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) denotando la presencia de estiramiento de O-H en polifenoles, C-O en
alcoholes y C-H de acidos carboxilicos aromaticos. El presente estudio demostré que
Larrea tridentata tiene compuestos con capacidad antiradicalaria y su potencial esta
influenciado en los cambios ocurridos en el proceso de extraccidbn y zona de

recoleccion.

Palabras clave: Larrea tridentata, ultrasonido, calentamiento 6hmico, compuestos

fendlicos, actividad antioxidante, FTIR.
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ABSTRACT

Larrea tridentata is a plant with several applications due to the secondary metabolites
produced in the physiological process, they can act as antimicrobial, antifungal,
antiradical, antiallergic, among others. It has been reported that the composition and
guantity of these metabolites present differences according to the collection area, time
of year, stage of development, among others. The objective of this research was to
proximally analyze and evaluate the antiradical activity of polyphenolic extracts of
Larrea tridentata by different methods and from two different communities: San
Jerénimo (SJ) in Zacatecas and Estanque de Leodn (EL) in Coahuila. The extraction
was carried out using ultrasound, Ohmic heating and stationary phase. A yield of 54.58
mg/g was obtained for the SJ locality and 43.50 mg/g for the EL locality through
ultrasound-assisted extraction, which obtained the highest yield among methods.
According to the DPPH- analysis, the extraction obtained by ohmic heating showed the
highest percentage of inhibition (75%), the antiradical capacity through the ABTSe+
obtained better results for the polyphenols extracted from EL by the stationary phase
with a 43.39 % and the FRAP method showed higher reducing activity implementing a
stationary phase extraction with a value of 59.01 Eq gallic acid mg/L for EL, while SJ
did not present differences. Their functional groups were identified by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) denoting the presence of O-H stretching in polyphenols,
C-O in alcohols and C-H of aromatic carboxylic acids. The present study demonstrated
that Larrea tridentata has compounds with antiradical capacity and its potential is

influenced by the changes that occurred in the extraction process and collection area.

Key words: Larrea tridentata, ultrasound, ohmic heating, phenolic compounds,

antioxidant activity, FTIR.
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l. INTRODUCCION

Los antioxidantes son moléculas con la capacidad de retardar o prevenir la
oxidacion en otras moléculas. Se originan en las plantas, la principal funcién es
prevenir las reacciones de oxidacién en las células donde se desarrollan los
radicales libres (Llacuna & Mach, 2012). Se ha observado que los antioxidantes son
una defensa para el organismo, se ha evaluado la actividad de los antioxidantes
concluyendo la importancia de ingerir diversos tipos para lograr este efecto
(Vilaplana, 2007).

La gobernadora (Larrea tridentata), también conocida como Larrea, chaparral o
arbusto de creosota (Abou Gazar et al., 2004), es una planta predominante en zonas
del desierto donde las condiciones son favorables para su crecimiento, ya que ha
desarrollado diversas adaptaciones a tolerar sequias y altas temperaturas.
(Hernandez Zamudio et al., 2017).

La gobernadora es una planta con varias aplicaciones debido a los metabolitos
secundarios generados en el proceso fisioldgico, estos tienen la capacidad de
actuar como agentes antimicrobianos, antifingicos, antiradicalaria, antialérgicas,
entre otros; en los Ultimos afios se ha comprobado la efectividad de los antioxidantes
de Larrea tridentata en el tratamiento de enfermedades, principalmente por el
contenido del acido nordihidroguaiaretico (ANDG) que es el compuesto mas
prevalente y biolégicamente activo (Gong et al.,, 2008), sin embargo, se ha
demostrado que esta especie también contienen una serie de lignanos, flavonoides,
taninos condensados, saponinas triterpénicas, aceites esenciales y cera (Palacio et
al., 2012).

La importancia de estudiar y conocer estas moléculas presentes en las plantas,
radica en encontrar compuestos fendlicos (Valencia Aviles et al., 2017), dado que
los subproductos de Larrea tridentata puede ser una fuente rica de compuestos
bioactivos con aplicaciones prometedoras se han implementado métodos para
analizar su extraccion, teniendo como resultado procesos largos, laboriosos y en

ocasiones toxicos (Martins et al., 2012), es por esto que las investigaciones se han



centrado en la busqueda de métodos eficientes al momento de extraer los
compuestos de interés y asi evaluar la estabilidad de los compuestos, efecto sobre
la salud y la seguridad para futuras investigaciones (Arana Torres, 2021),
implementando tecnologias emergentes conocidas como la extraccion asistida por
Ultrasonido y Calentamiento Ohmico en la recuperacion de compuestos de interés,

ofreciendo grandes benéficos en comparacion a los métodos tradicionales.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue analizar proximalmente y evaluar la
actividad antiradicalaria de extractos polifendlicos extraidos de Larrea tridentata por
diferentes métodos, como lo son Fase estacionaria, Ultrasonido y Calentamiento
Ohmico.



1.1 Hipotesis

Los extractos de Larrea tridentata presentan diferencias en su capacidad
antiradicalaria (DPPH", ABTS* y FRAP) debido a la influencia del método de

extraccion y zona de recoleccion.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Analizar proximalmente y evaluar la actividad antiradicalaria de extractos

polifendlicos extraidos de Larrea tridentata por diferentes métodos.

1.2.2 Objetivos Especificos

1.2.2.1 Caracterizar proximalmente a la planta gobernadora de dos comunidades
del Norte de México.

1.2.2.2 Extraer y purificar los compuestos polifendlicos de la gobernadora en fase
estacionaria, ultrasonido y calentamiento 6hmico.

1.2.2.3 Determinar la capacidad antiradicalaria de los compuestos fendlicos
mediante DPPH*, ABTS* y FRAP.

1.2.2.4 Analizar e identificar grupos funcionales mediante espectroscopia Infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR).



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Lagobernadora

La gobernadora (Larrea tridentata), también conocida como Larrea, chaparral o
arbusto de creosota, es una planta perteneciente a la familia Zygophyllaceae
(Figura 1). La cual ha desarrollado diversas adaptaciones para tolerar las sequias
y altas temperaturas (Abou Gazar et al., 2004), es usada tradicionalmente en la
medicina tradicional mexicana, ya que gracias a sus diversas caracteristicas posee

una gran cantidad de propiedades curativas (Alvarado Vazquez et al., 2015).

Figura 1.- Gobernadora (Larrea tridentata).



2.1.2 Botanica

El nombre comun es gobernadora, “se aplica principalmente a la especie L.
tridentata, que crece en el norte de México y suroeste de Estados Unidos”. Su
clasificacion taxonémica es la siguiente (System Integrated Taxonomic Information,
2021):

e Reino: Plantae

e Phylum: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida.

e Orden: Sapindale.

e Familia: Zygophyllaceae.
e Geénero: Larrea.

e Especie: Larrea tridentata.

2.1.3 Descripcion morfologica de la planta

Las condiciones climéaticas son un elemento importante para el desarrollo de esta
planta, la altura puede variar entre 0.5 a 4.0 metros, de acuerdo a la edad de la
planta, las condiciones ambientales del habitat, asi como la cantidad y distribucién
de agua, otro factor importante que contribuye al desarrollo es el material genético

gue posee (Lira Saldivar, 2003).

La gobernadora es una planta muy resistente a la sequia y a las altas temperaturas
(Holmgren et al., 2019), las hojas estan formadas por 2 foliolos connados entre si
en la base y unidos por medio del raquis, de 4 a 10 mm de largoy 3 a 6 mm de
ancho (Rzedowski & Calderén, 1994), de un color verde oscuro a un tono

amarillento con cuticulas gruesas y una cubierta resinosa (Arteaga et al., 2005).

Después de la lluvia es coman ver como brotan flores sobre L. tridentata, con un
diametro de aproximadamente 2.5 cm y cinco pétalos de color amarillo fuerte

(Figura 2); comunmente brotan al final del invierno; los frutos van de 4 a 7 mm de



diametro con una cubierta vellosa y cinco semillas en su interior (Lira Saldivar,
2003).

Figura 2.- Morfologia de Larrea tridentata.

*A) Pistilo; B) Flor; C) Fruto; D) Par de hojas con estipulas.



2.1.4 Distribucion geografica

De acuerdo a las condiciones fisiologicas de Larrea tridentata su distribucion
geografica se centra en el desierto del norte de México (Figura 3), se distribuye
abundantemente en los estados de Baja California, Baja California Sur, Chihuahua,
Coahuila, Durango, San Luis Potosi, Sonora y Zacatecas, asimismo en el suroeste
de los Estados Unidos de America en Arizona, California, Nevada, Texas y Nuevo

México (Hernandez Zamudio et al., 2017).

Leyenda

® Estados Unidos de America
® Estados Unidos Mexicanos

BajakCalifornia Sur

Figura 3.- Distribucion geografica donde prevalece Larrea tridentata.

Basado en: Hernandez Zamudio et al. (2017).



2.1.5 Aplicaciones de la gobernadora

Larrea tridentata ha tenido un gran interés para los investigadores por sus
beneficios, principalmente la produccién de metabolitos secundarios ya que son
compuestos antimicrobianos de defensa natural contra el ataque de animales
depredadores, insectos y otros microorganismos (Lira Saldivar, 2003). El acido
nordihidroguaiaretico (ANDG) (Figura 4) es el compuesto mas prevalente y
biologicamente activo presente en la superficie externa de las hojas (Gong et al.,
2008), sin embargo, se ha demostrado que esta especie también contienen una
serie de ligananos, flavonoides, taninos condensados, saponinas triterpénicas,

aceites esenciales y ceras (Palacio et al., 2012). Es por esta razon que se han

enfocado en la extraccibn de compuestos fendlicos y su caracterizacion, en el
Cuadro 1 se puede observar compuestos identificados mediante el analisis de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), estos fitoquimicos fueron extraidos
mediante diversos métodos: acuoso (Aguirre Joya et al., 2018), metandlico (Sagaste
et al., 2019), etandlico (Skouta et al., 2018) y H20:Metanol (Garcia et al., 2018), al
compararlos podemos apreciar la variacion de fitoquimicos encontrados en cada
extracto, esto debido a los factores de extraccion y caracteristicas fisiologicas de

Larrea tridentata.
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Figura 4.- Estructura quimica del acido nordihidroguaiaretico (ANDG).

Obtenido de: Martins et al. (2012).



Cuadro 1.- Compuestos fendlicos identificados mediante extracto de L. tridentata

por HPLC.
Extracto Compuesto Formula Peso Molecular
) molecular g/mol
Acuoso Acido C18H2204 3024
nordihidroguaiarético
Kaempferol Ci5H1006 286.24
Quercetina C15H1007 302.236
Metanélico Acido clorogénico C16H1809 354.09
Acido cafeico C17H1604 284.31
Acido p-cumaérico CoHgO3 164.16
Acido ferulico C10H1004 194.18
Catequina Ci5H1406 290.27
Epicatequina Ci5H1406 290.27
Etandlico Juglanina C20H18010 418.3
Tiramina CsH11NO 137.18
Justicidina B C21H1606 364.3
Crimidina C7H10CIN3 171.63
Eleutherol C14H1204 244.24
Liquiritina C21H2209 418.4
Podofilotoxina C22H220s 414.4
Beta-peltain C22H220s8 414.4
H20:Metanol Sesamina C20H180s 354.4
Galocatechin Ci5H1407 306.27
Peonidina 3-O rutindsido C28H33015+ 609.6
Methyl galangin Ci16H1205 284.26

Epigallocatechin 7-O-
glucuronide
Epigalocatechin




Por otro lado, se ha estudiado el efecto que tiene los compuestos antioxidantes de
Larrea tridentata en células cancerigenas (Lambert et al., 2005), en alguno de los
casos se ha utlizado para tratar las siguientes enfermedades: anemia,
enfermedades virales, diabetes, hemorroides, dolor de cabeza, diarrea, parasitos,
varicela, acné, etcétera (Alvarado Vazquez et al., 2015). Asi mismo, se ha reportado
Su uso en trastornos del tracto urinario, como calculos renales, problemas
ginecologicos, fiebre, paludismo, granos, golpes, promueve la cicatrizacion,
actividad antibacteriana entre otros (SEMARNAT, 2009).

Se ha implementado el uso de extractos de Larrea tridentata como desinfectante
sobre Salmonella typhimurium en instalaciones avicolas, concluyendo que los
extractos acuosos son una excelente alternativa de desinfeccion, ya que son mas
efectivos en paredes, techos y cortinas que el detergente de uso regular al 5%
(Lépez Aguirre et al., 2020). También se implementd su uso como antioxidante
verde para biodiesel, como una alternativa verde natural a los antioxidantes
sintéticos, obteniendo valores de 10.14 TEAC/ g, 172.1 TEAC/ gy 211.18 GAE/ g
en la determinacion de la actividad antiradicalaria implementando las metodologias

de DPPH’, FRAP y Fenoles totales respectivamente. (Sagaste et al., 2019).
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2.2 Antioxidantes

Se le considera antioxidante a una molécula que tiene la capacidad de retardar y
prevenir la oxidacion en otras moléculas. Se encargan de detener reacciones de
oxidacion efectuadas en las células, evitando la produccién de radicales libres
(Llacuna & Mach, 2012).

Existen diferentes maneras en las que un antioxidante puede comportarse como
por ejemplo: disminuir la cantidad de agentes oxidantes, evitar la iniciacion de una
reaccion en cadena cuando la reactividad quimica que presenta es alta, impedir la
formacion de especies reactivas uniéndose a iones metalicos, convirtiendo los
perdxidos en productos con menor reactividad y frenando la propagacion de

radicales libres asi como su incremento (Aguilar Paredes et al., 2018).

2.2.1 Beneficios de los antioxidantes.

Los antioxidantes son componentes naturales o artificiales que tienen la capacidad
de contrarrestar los efectos dafinos de la oxidacion celular, prolongando el deterioro
de las células, obtenido como beneficios que exista una barrera contra los procesos
de envejecimiento y enfermedades como: cancer, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y pulmonares, entre otros. En la actualidad se ha concluido, que
para lograr un efecto positivo es necesario consumir antioxidantes de forma variada

y no solamente uno en especifico (Vilaplana, 2007).

2.2.2 Método utilizado para determinar capacidad
antioxidante.

Debido al alto interés que existe por los beneficios que pueden proporcionar los
antioxidantes, se ha logrado un aumento en la elaboracién de métodos para
establecer la capacidad antioxidante. Esta determinacion se fundamenta en verificar
si un agente oxidante genera reacciones oxidativas en un sustrato oxidable. Esto se

comprueba en la inhibicién y/o reduccion ante un radical oxidante. La inhibicién
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generada se basa en los compuestos de la muestra mediante el radical oxidante.
Otros experimentos cuantifican la oxidacion ante los procesos oxidativos
(Fernandez Pachdn et al., 2006). El proceso oxidativo comprende tres pasos
principales mediado por radicales libres: el inicio, la propagacion y la terminacion,
los antioxidantes combaten los radicales libres interviniendo en cualquiera de estos

tres pasos.

2.2.2.1 Capacidad de eliminacion de radicales DPPH"*

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") es un radical nitrogenado organico y
estable (cromdgeno) con un profundo color purpura (Brand Williams et al., 1995),
este método es utilizado para determinar la capacidad antioxidante con base en la
disminucién de color, basado en la donacion de electrones de antioxidantes para
neutralizar el radical DPPH" que se mide a 517 nm, por acciéon de un compuesto
antioxidante; la reaccion efectuada genera una decoloracién el cual funciona como

un indicador para la eficacia del antioxidante (Zhong & Shahidi, 2015).

2.2.2.2 Determinacién del poder de reduccidn de hierro
(FRAP)

De acuerdo con el método FRAP los antioxidantes son sustancias que tienen la
capacidad de disminuir los iones férricos a su estado ferroso; de tal manera que los
iones forman un complejo coloreado con el compuesto 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine
(TPTZ) (Suktham et al., 2019). Por tanto, este método evalla la capacidad de
reduccion por transferencia de electrones (Mercado Mercado et al., 2013). El color
azul resultante se mide espectrofotométricamente a 593 nm y se considera que esta
relacionado linealmente con el poder reductor del antioxidante donador de
electrones. Una de las principales desventajas de este método es que no todos los
antioxidantes son capaces de disminuir el hierro y no se detectan antioxidantes que

funcionan por transferencia de atomos de hidrogeno (Frankel, 2012).
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2.2.2.3 Determinacion de inhibicién de radicales
(ABTS™)

El método se basa en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS ** (acido
2°2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) bajo la accidn de los antioxidantes,
el radical cationico ABTS ** es un cromaoforo verde-azul y se genera una reaccion de
oxidacion en conjunto con el presulfato de potasio (K2S20s) (Rioja Atezana et al.,
2018). Las mediciones se realizan espectrofotométricamente a una longitud de onda
de 734 nm, técnica que puede medir la actividad de compuestos hidrofilicos y
lipofilicos (Kuskoski et al., 2005).

2.2.2.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), es un método de
evaluacion de grupos funcionales presentes en la estructura molecular de
sustancias inorganicas y organicas, permitiendo la identificacién y caracterizacién
de los materiales (Zojaji et al., 2021); Se ha convertido en una técnica poderosa ya
gue ocupa poca cantidad de muestra o0 una minima preparacion de esta ,
reproducible, facil de usar y no destructiva (Bouyanfif et al., 2018). Las bandas
espectrales en los espectros vibracionales son especificas de la molécula y
proporcionan informacion directa sobre la composicion bioquimica (Movasaghi et
al., 2008); proporcionando informacion a nivel molecular que permite la
investigacion de grupos funcionales, tipos de enlaces y conformaciones moleculares
de biomoléculas como lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos, entre
otros (Mata Miranda et al., 2017): esta técnica se han empleado ampliamente para

la autenticacion de la calidad de los alimentos (Belchior et al., 2022).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

El material fue colectado en dos diferentes ejidos Cuadro 2. Una vez recolectadas
las muestras vegetales fueron transportadas al Laboratorio de Biotecnologia y
Biologia Molecular en el departamento de Ciencias Basicas de la UAAAN, se
secaron a 50 °C /24 h en una estufa de secado, y se redujo el tamafio de particula
en un molino Homend, y posteriormente se pasé por un tamiz No. 30 (600 um). Se

almacenaron en bolsas hasta su analisis.

Cuadro 2.- Ubicacion geografica de las colectas de los 2 ejidos evaluados.

Especie Municipio Ejido Latitud Longitud Altitud
Larrea Melchor San 22°39°11.95” 102°2924.32” 2275
tridentata Ocampo Jerénimo

(Zacatecas)
Larrea Cuatro Estanque 25°42°35.55” 103°18°02.27” 1115
tridentata Ciénegas de Le6n

(Coahuila)

3.2 Reactivos quimicos

Etanol, acido galico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"), acido 2,2-azino-bis-(3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS **), persulfato de potasio (K2S20s), fosfato de
potasio dibasico (K2HPO4) 1 M, fosfato de potasio monobéasico (KH2PO4) 1 M,
ferrocianuro de potasio (CsNeFeKas), acido tricloroacético (CClsCOOH), cloruro
férrico (FeCls), reactivos como Amberlite XAD-16N, solventes metanol, H20

destilada.
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3.3 Método para el analisis quimico proximal

La caracterizacion de la gobernadora consisti6 en determinar el contenido de
humedad, cenizas, proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda y el extracto libre de
nitrogeno, de acuerdo a lo descrito por la A.O.A.C. Todos los andlisis se realizaron

por triplicado, reportando el promedio + la desviacion estandar.

3.4 Extraccion de Polifenoles

3.4.1 Extraccion por fase estacionaria

De acuerdo con lo reportado por Ascacio-Valdés et al. (2010), se utilizd6 20 g de
muestra deshidratada en 100 mL agua. La extraccion se llevé a cabo a 60 °C por
30 min. Transcurrido el tiempo, el extracto se filtré al vacio con papel Whatman #41
para eliminar las particulas de gran tamafo. Finalmente, la muestra fue purificada

para la obtencién de polifenoles (Ascacio Valdés et al., 2010).

3.4.2 Extraccion por ultrasonido

Se utiliz6 5 g de muestra deshidratada y se adicion6 60 mL de una solucién de
etanol: agua 35:65 (v/v) atemperatura ambiente, las cuales se incubaron en un bafo
ultrasénico (CO-Z DIFITAL ULTRASONIC CLEANER) Figura 5 por 40 min a
temperatura de 25 °C, a una potencia de 40 KHz. Posteriormente los extractos se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min a 4 °C para eliminar los solidos, de la
recoleccion del sobrenadante se eliminé el solvente por evaporacion a 50 °C por 24
h, posterior a esto se resuspendio en 40 mL de agua destilada para la purificacion

de la muestra (Bautista Hernandez et al., 2021).
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Figura 5.- Extraccion de polifenoles en un bafio CO-Z DIFITAL ULTRASONC
CLEANER.

3.4.3 Extraccion por calentamiento 6hmico

La metodologia empleada fue tomada Valderrama Gutiérrez (2018); con algunas
modificaciones. Se utilizaron 5 g de muestra deshidratada y se adicioné 60 mL de
una solucién de etanol: agua 35:65 (v/v) a temperatura ambiente, posteriormente se
colocaron dos electrodos de cobre y se dejé pasar corriente eléctrica a 70 voltios,
en un tiempo de 15 min (Figura 6). Posteriormente los extractos se centrifugaron a
3500 rpm durante 15 min a 4°C para eliminar los solidos, de la recoleccion del
sobrenadante se eliminé el solvente por evaporacion a 50 °C por 24 h, posterior a
esto se resuspendié en 40 mL de agua destilada para la purificacion de la muestra
(Valderrama Gutiérrez, 2018).
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Figura 6.- Extraccion de polifenoles por calentamiento 6hmico.

3.4.4 Purificacién de compuestos polifendlicos

Previo a la purificaciébn de polifenoles se activd la Amberlite XAD-16N en una
solucion de metanol en relacion 1:2 respectivamente. Se llevo a agitacion a 130 rpm

por un tiempo de 30 minutos.

En una columna de purificacién se coloc6 un tapon de algoddn que actia como un
filtro y posteriormente se agrego la Amberlite XAD-16N previamente activada hasta
la mitad de la columna evitando que este no quede sin hidratarse y puso un segundo
tapdn de algoddn a modo de filtro en la parte media de la columna; para la utilizacion
de la columna esta recibira 3 enjuagues con etanol en base a su volumen total y
recolectando en un vaso de precipitado, posteriormente un enjuague con agua
destilada (hasta que el fluido recolectado no tenga una apariencia blanca semi

lechosa).

Una vez lista la columna para su uso se dejo pasar la muestra rica en polifenoles
recorriendo toda la columna y recolectada en un vaso de precipitado, cuando el total
de la muestra haya pasado por la columna se adiciono el doble de agua destilada.
Después, se uso etanol como eluyente para recuperar la fraccion rica en polifenoles
(solucién de color café claro) recolectando en un tubo nuevo, la extraccién termina

cuando se presenta un color cristalino en la boquilla de la columna. Llevar a una
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estufa de secado a 50 °C la muestra recolectada sobre una caja Petri previamente
tarada y medida la solucion obtenida, los compuestos fendlicos fueron recuperados
como un polvo fino. La muestra fue guardada en recipientes &mbar y conservada

en refrigeracién hasta su uso (Bautista Hernandez et al., 2021).

3.5 Evaluacion de la actividad antiradicalaria

3.5.1 Preparacion de la muestra para analizar

Para las pruebas de DPPH*, FRAP y ABTS ** se prepararon soluciones madre 25000
mg L, 142 mg Ly 1000 mg L respectivamente.

3.5.2 Ensayo DPPH ™

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

realizé una curva de calibracién Cuadro 3.

Cuadro 3.- Curva de calibracion método: DPPH .

PPM uL de Ac. Galico pL de H20 destilada

0 0 1000
20 100 900
50 250 750
70 350 650
90 450 550
110 550 450
150 750 250

*Partes por millén PPM, Micro litros L, Acido Ac.
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Para determinar la capacidad de eliminacién de radicales libres de la muestra
empleada, se empled una solucion de radical DPPH *, se utilizO metanol como
disolvente (60 mM). Se anadié un volumen de 2950 pL de radical DPPH* a cada
uno de los tubos de ensayo por cada 50 yL de muestra y en su caso, de curva
estandar (acido galico). Se incub6 en oscuridad por 30 minutos. Se registro la
absorbancia de cada una de las muestras a una longitud de onda de 517 nm. El

porcentaje de inhibicidn se calculd con la siguiente ecuacion:

L Acontrol — Amuestra
% Inhibicion = Acontrol ]* 100

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

3.5.3 Ensayo FRAP

Se prepard una solucion de &cido galico a una concentracion de 200 ppm y se

realizé una curva de calibracién de acuerdo al Cuadro 4.

Cuadro 4.- Curva de calibracion método: FRAP.

PPM pL de Ac. Galico pL de H20 destilada

0 0 1000
20 100 900
50 250 750
70 350 650
90 450 550
110 550 450
150 750 250

*Partes por millén PPM, Micro litros L, Acido Ac.
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Un volumen de 500 pL de muestra se mezclé con 120 uL de buffer de fosfatos (pH
7), que fue preparado mediante una mezcla de fosfato de potasio dibasico (61.5 mL,
1M), fosfato de potasio monobasico (38.1 mL, 1M) y se afor6 la mezcla a 1000 mL.
Después, se agregaron 220 uL de ferrocianuro de potasio al 1% (CsFeKaNe) a la
mezcla de reaccion, esta se homogenizo y se incubo a 50°C durante vente minutos.
Posteriormente, se afiadieron 12 puL de acido tricloroacético al 10%, 45 pL de agua
destilada y 10 pL de cloruro férrico al 0.1%. la absorbancia fue registrada a una
longitud de onda de 734 nm. Los resultados fueron reportados como pg de acido
galico equivalente por mililitro basado en la curva de calibracién con el mismo

estandar.

3.5.4 Ensayo ABTS**

Se prepardé una solucion de Trolox a una concentracién de 200 ppm y se realizé una

curva de calibracion de acuerdo al Cuadro 5.

Cuadro 5.- Curva de calibracibn método: ABTS **.

PPM pL de trolox pL de H20 destilada

0 0 2000
20 200 1800
40 400 1600
60 600 1400
80 800 1200
100 1000 1000

*Partes por millén PPM, Micro litros pL

Se genero el cation radical ABTS ** por medio de una solucién acuosa de ABTS **
(7mM) con presulfato de potasio (2.45 mM); se mezclaron estos compuestos en la
obscuridad a temperatura ambiente doce horas antes de su uso. Se ajusté la

solucién con etanol a 0.700+0.002 nm de absorbancia. Se afadié un volumen de
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muestra de 50 pL para reaccionar con 950 pL de la solucién de ABTS **; después
de 1 minuto de reposo de la reaccién, se midio la absorbancia a 734 nm. La

capacidad de inhibicién se calcul6 por medio de la siguiente ecuacion:

L Acontrol — Amuestra
% Inhibicion = Acontrol ] * 100

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

3.6 Analisis Espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier (FTIR)

El andlisis se realizé utilizando un FTIR Agilent Cary 630 acoplado a un cristal de
seleniuro de zinc (ZnSe) ATR. El extracto fendlico seco purificado se deposito sobre
toda la superficie del lector y se aseguré mediante la prensa equipada. La lectura
se realiz6 mediante el programa de PC MicroLab en el rango espectral de 4000 a
650 cm, con un ciclo de 32 barridos con una resolucién de 2 cm™.

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

programa MicroLab Expert y la grafica se construy6 con el programa OriginPro 8.

3.7 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se reportaron
como medias ajustadas. Los datos se analizaron mediante pruebas de Tukey con
significancia de p<0.05. Se realiz6 analisis estadistico utilizando el software Minitab
2019.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis quimico proximal
En el cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos de materia seca total,
humedad, ceniza, proteina cruda, extracto etéreo y extracto libre de nitrégeno,

correspondientes a L. tridentata utilizando los métodos de la A.O.A.C. (1990).

Cuadro 6.- Analisis quimico proximal de Larrea tridentata.

Localidad San Jerénimo Estanque de Ledn

(g 100g -1)

(g 100g -1)

Materia seca total

97.238 +0.072 a

97.359+0.212 a

Humedad 2.761 £0.072 a 2.782 +0.158 a
Cenizas 7.204 £ 0.092 a 6.914 £ 0.105 b
Proteina 12.311 £ 0.496 a 12.360 + 0.382 a

Grasa 5.509 £ 0.474 a 3.734+£0.438 b
Fibra cruda 12.750 £ 0.054 b 16.612 £ 0.736 a

Extracto libre de 62.225 +0.059 a 60.379+0.469 b

Nitrégeno

*Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica. Las pruebas fueron realizadas

con una significancia a (p<0.05).

4.1.1 Determinacion de Humedad

Los datos obtenidos del andlisis realizado a la gobernadora: nos indican que no
existe una diferencia significativa en el contenido de humedad para la localidad de
San Jerénimo y Estanque de Ledn con un valor de 2.761 g 100g?y 2.782 g 100g+*
respectivamente Cuadro 6. De acuerdo a Trevifio y colaboradores (2007), reportan
un valor de 5.0 g 100g* de humedad, mayor con respecto a los resultados obtenidos

en las localidades de San Jeronimo y Estanque de Leon (Trevifio Cueto et al., 2007).
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4.1.2 Determinacion de Cenizas

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de analisis realizados de ceniza
mostrando una diferencia estadistica entre las localidades; San Jerénimo presenta
el 7.204g 100g* mientras que Estanque de Le6n ocupa el segundo lugar con el
6.914 g 100g™. De acuerdo a lo descrito por Castillo (2012), el contenido mineral
para Larrea tridentata corresponde al 9.5 g 100g™ (Castillo Garcia, 2012), asi mismo
Hernandez y colaboradores en el 2019 reportan un contenido de 10.0 g 100g*
(Hernandez Baez et al., 2019), siento estos datos mayores a lo obtenido en las
localidades analizadas, asi mismo, se ha reportado la presencia de Calcio, Fosforo,
Magnesio, Sodio, Potasio, Cobre, Hierro, Manganeso y Zinc (Guerrero-Cervantes
et al., 2012).

4.1.3 Determinacion de Proteina

Los resultados obtenidos para el contenido de proteina cruda presente en las
muestras en general no mostraron diferencias estadisticamente significativas para
las localidades San Jeronimo y Estanque de Leon, ya que presentan un 12.311 g
100g? y 12.360 g 100g* respectivamente. El contenido de este nutriente en
comparacion a lo reportado por Hernandez y colaboradores (2019) es mas alto ya
que indican la presencia de 12 g 100g* de proteina cruda en Larrea tridentata
(Hernandez Baez et al., 2019); sin embargo, de acuerdo a lo descrito por Garcia
(2012) la proteina de Larrea tridentata se encuentra en un 14.5 g 100g™ siendo este

dato mayor a lo obtenido para las localidades analizadas.

4.1.4 Determinacion de Extracto Etéreo

En la evaluacién de la fase lipidica, se encontré que existe diferencia significativa.
La mayor cantidad de extracto etéreo lo present6 la localidad de San Jerénimo con
5.509 g 100g' y en menor cantidad Estanque de Leén con 3.734 g 100g7;
Hernandez Baez y colaboradores (2019), asi como Garcia (2012) reportan un

contenido total de 18 g 100g™* de extracto etéreo comparandolos con los resultados
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obtenidos muestran una mayor diferencia. Sin embargo, Trevifio y colaboradores
(2007) obtuvieron 3.4 g 100g* de extracto etéreo dato similar a lo obtenido en la
localidad de Estanque de Leodn.

4.1.5 Determinacion de Fibra Cruda

Se puede determinar que existe una diferencia significativa en el andlisis de fibra
cruda, siendo mayor en la muestra perteneciente a la localidad de Estanque de Le6n
con 16.612 g 100g?, en seguida el ejido San Jer6nimo con 12.750 g 100g™.
Herndndez Baez y colaboradores (2019) reportan que Larrea tridentata cuenta con
13.4 g 100g* de fibra cruda, datos similares a los obtenidos para la localidad de
Estanque de Ledn y San Jeronimo. Asi mismo, Trevifio y colaboradores (2007)
reportaron 12.3 g 100g de fibra cruda lo cual es un valor menor a lo obtenido para

las localidades analizadas.

4.1.6 Determinacién de Extracto Libre de Nitrégeno

Los resultados de ELN obtenidos, mostraron diferencias estadisticas entre las
localidades, se observé una mayor cantidad en la muestra proveniente del ejido San
Jerénimo con un valor de 62.225 g 100g, posteriormente el ejido Estanque de Ledn
con 60.379 g 100g™. Garcia (2012) report6 un total de 44.4 g 100g* extracto libre

de nitrégeno.

En general, se observan diferencias fisicoquimicas entre las localidades, esto podria
deberse principalmente a algunos factores variables entres las zonas donde han
sido recolectadas las muestras analizadas en en este estudio y los previos, se ha
reportado que esto puede afectar la composicion fisicoquimica de las plantas,
ademas de los nutrientes, ambiente, suelo, agua pluvial, entre otros (Aguirre Joya
et al., 2018).
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4.2 Rendimiento de proceso de extraccion de polifenoles

En el Cuadro 7 se puede observar los rendimientos en la extraccion de polifenoles
(mg/ g); los cuales se recuperaron como un polvo fino de color marrén, como se
muestra en la Figura 7, empleando tres métodos de extraccion: Fase estacionaria,
Ultrasonido y Calentamiento Ohmico.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la comparacion de medias, el mejor
rendimiento para la localidad de San Jerénimo (SJ) se presentd en la extraccion
asistida por ultrasonido (54.580 mg/g), seguido del calentamiento Ohmico (42.271
mg/g) y posteriormente la fase estacionaria (24.409 mg/qg); para la localidad de
Estanque de Ledn (EL) la extraccion asistida por Ultrasonido (43.508 mg/g) vy
Calentamiento Ohmico (36.755 mg/g) no presentaron diferencias estadisticamente

significativas p<0.05.

Figura 7.- Polifenoles extraidos de Larrea tridentata.
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Cuadro 7.- Rendimientos de proceso de extraccion de polifenoles.

Fase Estacionaria Ultrasonido Calentamiento

Localidad (Mg/q) (mg/g) Ohmico (mg/g)

San Jeronimo 24409 +1.155¢c 5458 £2.090a 42.271 £1.376b

Estanquede  24.720+3740b  43508+0.428a 36.756+1303a

*Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica. Las pruebas fueron

realizadas con una significancia a (p<0.05).

Aguirre et al. (2018), recolectaron muestras en la comunidad Lucio Blanco (LB), en
Cuatro Ciénegas de Carranza, Coahuila, México; reportando 0.348 + 0.02g de
polifenoles de Larrea tridentata en 12 g de muestra seca luego de una purificacion
parcial a través de una columna de Amberlite XAD-16N, la cual corresponde a 29
mg/g de polifenoles (Aguirre Joya et al., 2018), que al comparase con los datos
obtenidos en esta investigacion nos muestra un mayor rendimiento implementando
la extraccion asistida por ultrasonido (SJ: 54.58 mg/g > EL: 43.508 mg/g > LB: 29
mg/g), esto podria atribuirse al fenémeno llamado cavitacion acustica causado por
la propagacion de ondas de presion de ultrasonido, que tiene la capacidad de
provocar el colapso violento de la pared y la membrana celular de las plantas (Mufiiz
Marquez et al., 2013); ademds, algunos efectos positivos como la corriente de
circulaciéon del liquido y la turbulencia producida por la cavitacion, hacen que los
solventes penetren mas facilmente en los materiales celulares y promover la mejora
del rendimiento de extraccion (Liao et al., 2021). Por lo tanto, la implementacién de
tecnologias emergentes en la recuperacion de polifenoles, es una alternativa con

mayores ventajas en comparacion con los procesos convencionales.
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4.3 Andlisis de la actividad antiradicalaria

La capacidad antiradicalaria depende de la naturaleza y concentracion de los
antioxidantes presentes; el hecho de que los alimentos difieran en su capacidad
antioxidante explica por qué también difieran en su capacidad para prevenir
enfermedades cronico degenerativas asociadas al estrés oxidativo (Morillas Ruiz &
Delgado Alarcon, 2012). Los polifenoles recuperados de Larrea tridentata
demostraron actividad antiradicalaria en los tres métodos analizados DPPH-,
ABTS™Y FRAP.

El andlisis de DPPH" se basa en la eliminacién de un radical organico como lo es el
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"), con base en la reduccién de color Figura 8, este
método reveld6 que no existe diferencias significativas entre los compuestos
polifendlicos purificados analizados por cada método de extraccion (p<0.05)
correspondiente a la localidad de San Jer6onimo Cuadro 8. Respecto, a la
evaluacion de polifenoles extraidos de Larrea tridentata perteneciente a la localidad
Estanque de Ledn mediante el calentamiento 6hmico alcanzé valores de 75 % de
inhibicion, las muestras obtenidas por una fase estacionaria y ultrasonido no
presentaron diferencias estadisticamente significativas. Los resultados obtenidos se
encuentran por debajo a lo reportado por Aguirre Joya et al. (2018), quienes
obtuvieron un porcentaje de inhibicién del 92% (Aguirre Joya et al., 2018). En
comparacion, otro estudio ha demostrado la propiedad antiradicalaria mediante este
ensayo obteniendo valores entre el 94 % de inhibicion, quienes consiguieron
extractos mediante diferentes solventes en diferentes concentraciones, sin tener
diferencias en la eliminacion del radical DPPH®, asi mismo evaluaron el contenido
de proteinas presentes en el extracto oscilando entre 5.79 y 131.84 mg/g de peso
seco (Martins et al., 2012). Las proteinas en combinacién con polifenoles puede
interferir en la capacidad antiradicalaria dando falsos positivos esto de acuerdo a
Pérez y Saura (2006).
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Cuadro 8.- Evaluacion de la capacidad antiradicalaria: Método DPPHe.

Localidad Fase Estacionaria Ultrasonido Calentamiento Ohmico
% Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion
San Jerdnimo 73.07 +1.87 a 73.048 + 0.804 a 7251 +1.74 a
Estanque de 73.704 +0.717 a b 72.01+2.23b 75.681 + 0.608 a

Ledn

*Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica. Las pruebas fueron realizadas con una

significancia a (p<0.05).

Figura 8.- Analisis de DPPH- de polifenoles de Larrea tridentata.

La determinacion mediante el radical ABTS ** se basa en la cuantificacion de la de
la decoloracién del radical bajo la accidn de los antioxidantes Figura 9. La aplicaciéon
de este radical ofrece grandes beneficios, debido a que implica un radical mas
drastico, produciéndose quimicamente y tiene la capacidad de detectar
antioxidantes complejos debido a su aplicabilidad tanto en la fase acuosa como
lipidica (Skouta et al., 2018).

De acuerdo a el andlisis de varianza (ANVA) se encontraron diferencias estadisticas
significativas en lo que respecta a la capacidad antiradicalaria a través de la técnica
ABTS™, en el Cuadro 9 se muestra el resultado de la capacidad antiradicalaria de
compuestos polifendlicos de Larrea tridentata, en donde se puede observar que la

muestra de la localidad Estanque de Ledn extraida por la fase estacionaria fue la
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Gnica con mayor capacidad antiradicalaria con un 43.392 %, la extraccién por
ultrasonido y calentamiento 6hmico no presentaron diferencias significativas; la
capacidad antioxidante de los polifenoles de San Jerénimo no mostraron diferencias
significativas (p<0.05). Investigaciones recientes han demostrado la capacidad
antiradicalaria contra ABTS™ inhibiendo el radical en un 97 %, el alto poder de
inhibicion puede variar debido a que se utilizé anicamente las hojas de Larrea
tridentata, en comparacion con el estudio realizado, en el cual se utilizaron tallos y
hojas (Aguirre Joya et al., 2018), teniendo como resultado una variacion en la
cantidad de grupos hidroxilo (OH) los cuales son responsables de conferir poder

antiradicalaria de los polifenoles (Bautista Hernandez et al., 2021).

Cuadro 9.- Evaluacion de la capacidad antiradicalaria: Método ABTSe+.

Localidad Fase Estacionaria Ultrasonido  Calentamiento Ohmico
% Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion
San Jerénimo 35.89+2.75a 40.06 +1.81 a 36.104 + 1.598 a
Estanque de 43.392+0.78 a 285+7.99Db 29.762 +1.516 b
Lebn

*Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica. Las pruebas fueron realizadas con una

significancia a (p<0.05).

Figura 9.- Analisis de ABTSe+, de polifenoles de Larrea tridentata.

29



El poder reductor férrico (FRAP) es un indicador del potencial de los polifenoles,
sustentado en la capacidad de reducir metales de Fe3* a Fe?*, el andlisis estadistico
no mostré una diferencia significativa entre lo obtenido por la localidad de San
Jer6nimo Cuadro 10, sin embargo, la localidad de Estanque de Ledn mostro
actividad reductora de mas alta implementando una extraccion por fase estacionaria
con un valor de 59.01 Eq &cido galico mg/L, ultrasonido y calentamiento 6hmico
presentaron un valor de 58.93 Eq acido galico mg/L y 56.33 Eq acido galico mg/L
respectivamente.

Aguirre Joya y colaboradores (2018) implementaron el método FRAP en extractos
de Larrea tridentata, demostrando tener actividad antiradicalaria obtenido un valor
de 0.73 mM Fe(ll)/g de peso seco. De acuerdo a Martins et al. (2012) otra manera
de demostrar capacidad antiradicalaria por el método FRAP es aplicando metanol
en el proceso de extraccion obteniendo valores de 2.55y 2.73 mM Fe(ll)/g de peso
seco de la planta, sin embargo, hay que tener en cuenta que debido a la toxicidad
del solvente no es viable el uso de los polifenoles recuperados para su aplicacion

posterior.

Cuadro 10.- Evaluacion de la capacidad reductora de metales: Método FRAP.

Localidad Fase Estacionaria Ultrasonido Calentamiento Ohmico
Eq acido gélico mg/L Eq &cido galico mg/L Eq acido gélico mg/L
San Jerénimo 45.86 + 4.44 a 49.08 +2.80 a 49.44 +2.02 a
Estanque de 59.01 +4.63 a 58.93 £5.11a 56.33 £4.63 a
Lebn

*Letras iguales significan que no hay diferencia estadistica. Las pruebas fueron realizadas con una significancia
a (p<0.05).
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4.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR)

El espectro FTIR se utiliza para identificar grupos funcionales en los componentes
activos en funcion a la absorbancia maxima detectada en la radiacion infrarroja,
permitiendo que los enlaces quimicos se puedan estirar, contraer o doblar con la
radiacion infrarroja aplicada (Owen, 2000). Esta es una técnica potente y versatil
que puede utilizarse para analizar gases, liquidos y sélidos (Agilent Technologies,
2016). Para las biomoléculas, los espectros FTIR se representan principalmente en
la regidon espectral del infrarrojo medio (IR medio), es decir, alrededor de 400-4000
cm?® (Govindan et al., 2021).

Los polifenoles extraidos de Larrea tridentata se evaluaron mediante
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier, las bandas principales se
identificaron en la Figura 10 para la localidad de San Jerénimo (SJ) comparado los
3 métodos de extraccion (Fase estacionaria “FE”, Ultrasonido “UL” y Calentamiento
Ohmico “CO”); la Figura 11 presenta espectros de absorcion FTIR representativos

para la localidad Estanque de Ledn (L) con respecto a los métodos de extraccion.
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Figura 10.- Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de Larrea tridentata
correspondiente a San Jeronimo, comparado con los 3 métodos de extraccion.
**La longitud de onda esta dada en cm. FE SJ (extraccion por fase estacionaria localidad San

jerénimo); UL SJ (extraccién por ultrasonido localidad San jer6nimo); CO SJ (extracciéon por
calentamiento 6hmico localidad San jerénimo).
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Figura 11.- Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de Larrea tridentata
correspondiente a Estanque de Ledn, comparado con los 3 métodos de
extraccion.

**|_a longitud de onda esta dada en cm-. FE L (extraccion por fase estacionaria localidad Estanque
de Ledn); UL L (extraccion por ultrasonido localidad Estanque de Le6n); CO L (extraccion por
calentamiento 6hmico localidad Estanque de Le6n);
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En el area de absorcion de los 3500 a 3000 cm™ indica la presencia de grupo
funcional OH en compuestos alcohdlicos aromaticos, alifaticos y fendlicos
hidrogenados; y el estiramiento de los enlaces N-H en el grupo amino (amina
primaria, primaria alifatica y amina secundaria) (Sun et al., 2017). En este intervalo
se identificaron vibraciones a 3219 cm? y 3190 cm™ para la localidad de san
Jeronimo y Estanque de Ledn respectivamente, el poder antiradicalaria para los
polifenoles obtenidos de Larrea tridentata puede explicarse por la vibracion en este
intervalo, debido a que la cantidad de grupos hidroxilo (OH) en una estructura

guimica, son responsables de conferir dicha capacidad.

Para la localidad de San jeronimo y Estanque de Leo6n se presento vibracion a 2926
y 2919 cm respectivamente, en este intervalo se puede observar las vibraciones
de estiramiento C-H debido al alargamiento de los grupos metilo y metileno

presentes en los compuestos aromaticos (Dos Santos Grasel et al., 2016).

En la region de 1700 y 1600 cm-1 se pueden ver la presencia del grupo N-H, !
pertenece al estiramiento de compuestos con un anillo aromatico que puede
corresponder a amidas o aminas aromaticas; la banda de absorcion vibratoria en
1506 cm™ se presenta una fuerte absorcion del grupo N-O que corresponde a

compuestos nitrogenados (Bautista Hernandez et al., 2021).

La identificacion de lipidos y proteinas pertenece a la vibracion de flexion del
metileno (CH2) ubicado en la banda de absorcién a 1435 cm?, las muestras de
gobernadora presentan una fuerte absorciéon a 1436 cm™ dado como resultado la

presencia de estos compuestos (Christou et al., 2018).

En la longitud de onda entre 1300 a 1000 cm, se identific6 una absorcién en 1196
cm?, 1063 cm™y 1033 cm para la localidad de San Jerénimo, y para Estanque de
Le6n en 1199 cm, 1151 cm? y 1065 cm™, en esta regién se encuentra el
estiramiento de O-H en polifenoles, C-O en alcoholes y C-H que indican la presencia

de acidos carboxilicos aromaticos (Stuart, 2004).

De acuerdo con Bafiuelos y colaboradores (2018), el analisis FTIR realizado a

extractos de Larrea tridentata identificaron la presencia de compuestos alcohdlicos
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aromaticos, alifaticos, fendlicos hidrogenados, compuestos aromaticos, aminas
aromaticas, estiramiento de O-H en polifenoles, C-O en alcoholes y C-H de &cidos
carboxilicos aromaticos denotando una similitud al espectro realizado para la

localidad de San Jeronimo y Estanque de Ledn (Bafiuelos Valenzuela et al., 2018).

Yang-Ying et al. (2017), hace mencion que el analisis FTIR puede ser una
herramienta Gtil para proporcionar informacioén sobre los cambios ocurridos por el
proceso de un alimento (Ying et al., 2017); en la Figura 10 y 11, el andlisis confirmd
gue la composicion de las muestras varia de acuerdo al método de extraccion con
respecto a la localidad de San Jer6nimo y Estanque de Leon, debido la absorcion

de las moléculas en el espectro infrarrojo.
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V. CONCLUSIONES

Los analisis proxiamles de (Larrea tridentata) mostraron mejores resultados para la
localidad de San Jerénimo con 7.204 + 0.092, 5.509+0.474 g 100g'y 12.3 g 100g™*
para ceniza, grasas y proteina respectivamente destacando el impacto de las

condiciones geogréaficas y climaticas de cultivo.

De los métodos de extraccion, se obtuvieron mejores resultados en la extraccion
asistida por ultrasonido con el 54.58 mg/g para la localidad de SJy para la localidad
de EL (43.50 mg/g), respectivamente. Sin embargo, la actividad antiradicalaria por
el método DPPH" arroj6 mejores resultados evaluando los polifenoles extraidos
mediante el calentamiento 6hmico alcanzando valores de 75 % de inhibicién para
EL. Por su parte, el método de fase estacionaria presentd el mayor porcentaje de
inhibicion con un 43.392 % de inhibicion para EL en el método ABTS™, mientras que
FRAP no presento diferencias (59.01 Eq &cido galico mg/L para EL).

El analisis FTIR proporcion6 informacion sobre las principales bandas vibratorias,
identificando la presencia de grupos funcionales como el grupo hidroxilo (O-H),
alcohdlicos aromaticos, alifaticos, compuestos aromaticos, aminas aromaticas, C-O
en alcoholes y C-H de acidos carboxilicos aromaticos relacionados a compuestos
polifendlicos como el grupo hidroxilo (O-H), alcohdlicos aromaticos, alifaticos,
compuestos aromaticos, aminas aromaticas, C-O en alcoholes y C-H de acidos
carboxilicos arométicos. Ademas, las diferencias en la absorbancia observadas en
el espectro IR para las localidades proporcionan informacién sobre los cambios

ocurridos en el proceso de extraccion de los polifenoles.
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VIl. ANEXOS
Resultados de Analisis Estadistico

Comparacion de medias extraccion de polifenoles:
e San Jer6nimo:

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Localidades N Media Agrupacion
SJ) Ultrasonido 3 5458 A

SJ Ohmico 242271 B

5) Fase Estacionaria 3 24,409 C

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Extracto

i

5J Ohmico - 5J Fasa Esta

5J Ultrasomi - 5) Fase Esta

5J Ultrasoni - 5 Ohmico

—.—|

S |

£ 10 15 20 25 30 35
5i wn intervalo no contiene cero, los medios correspondientes son significativamente
aiferentes.
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Estanque de Leodn:

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Localidad N Media Agrupacién
EL Ultrasonido 3 43,508 A

EL Ohomico 2 36.756 A

EL Fase Estacionaria 3 24.72 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Extracto

EL Ohomico - EL Fase Esta

EL Ultrasoni - EL Fase Esta

EL Ultrasoni - EL Ohomico I

L ]

) By R ——

5i un intervolo no contiene cero, las medios corresponadientes son significativaments
aiferentes.
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Comparacion de medias extraccion de técnicas de antioxidantes:
DPPH:
e San Jerénimo:

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

EJIDO N Media Agrupacion

SIFE 3 T307A
SJU 3 73.048A
SJICO 3 T251A

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes,

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para % INHIBICION

SJFE-S1CO I

SJu-s51¢Co [

5JU-SIFE I

= I . R el e

-4 -3 -2 -1 1 2 3 4 5

5i un intervalo no contiene cero, los medias correspondientes son significativamente
aiferemtes.
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Estanque de Leodn:

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

EJIDC N Media Agrupacidn
LCO 3 75681 A

LFE 3 73704 A B

Lu 3 120 B

Las medias que no comparien una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para % INHIBICION

LFE-LCO i

LU-LCO I + |

L ]

LU-LFE I

= g s U

-7 -6 -5 -4 3 -2 A

5i un intervalo no contiene cero, las medios correspondientes son significrtivaments
aiferemies.
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ABTS:

e San Jerénimo:

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Ejido N Media Agrupacion
SJU 3 4008 A
SICO 3 38104 A
SIFE 3 3589 A

Las medios que no comparten ung letra son significativamente diferentes.

e Estanque de Ledn:

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Ejido N Media Agrupacion
LFE 343392 A

LCO 3 29.762 B

LU 3 2850 B

Las medias gue no comparien ung letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para % Inhibicion
T

LFE-LCO

LU-LCO I -+

|
|
I
|
|
I
|
|
I
I
|
I
I
|
I
|
I
I
|
|
I
|
|
I
I
LU-LFE I » i
I
|
I
}
a

-30 -20 -10

5i wn intervalo no contiene cero, los medias correspondientes son significativamente
aiferentes.
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FRAP:

e San Jerénimo:

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

LOCALIDAD N Media Agrupacion

51 CO 3 49444
Su 3 49.08 A
5] FE 3 4389 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Eq acido galico mg/ L

5J FE-5) CO A [

e L]

SJU-51COA I

L ]

SJU - SJFE |

-15 -10 -5

5i un intervale no contiene cere, los medios correspondientes son significetivamente
diferentes.
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Estanque de Leodn:

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

LOCALIDAD N Media Agrupacion

LFE 3 58.01A
Lu 3 5BO3A
LCO 3 5633 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Eq acido galico mg/ L

LFE-LCO| I

L ]

LU-LCO I

LU-LFE I

T
i
1
1
I
1
1
1
I
i
1
1
I
i
1
I
1
1
1
I
i
1
1
I
| + |

*
1
1
I
!
-10 -5 [u]

5i un intervalo no contiene cero, los medios correspondientes son significotivarments
diferentes.
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Curvas de Calibracion:

DPPH:

0.4

0.35

0.3
y = -0.0022x + 0.3572

2 =
0.25 R2 =0.9896

0.2

ABS

0.15
0.1

0.05

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Acido gélico (ppm)

ABTS:

0.8

ABS

y =-0.0045x + 0.6838

0-2 R2 =0.9906
0.1
0
0 20 40 60 80 100 120

Trolox (ppm)
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FRAP:

Absorbancia
© ©o o o o o o o
= o w NS Ul o) ~ [e¢}

o

-0.1

y =0.0046x-0.0031
R*=0.9981

20

40

60 80 100
Acido galico (ppm)
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Andlisis Infrarrojo transformado de Fourier (FTIR).

Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de Larrea tridentata:

ABSORBANCIA

T T T

Y T J ! ! ' T y T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

LONGITUD DE ONDA (cm)

Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de Larrea tridentata. Localidades: SJ (San
Jer6nimo), L (Estanque de Leo6n); Método de extraccion: FE (Fase estacionaria), UL

(ultrasonido) y CO (calentamiento 6hmico). **La longitud de onda esta dada en cm™
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Comparaciéon por método de extraccion:

Fase estacionaria:

ABSORBANCIA

0.2

0.1 4

0.0

— FE SJ
—FEL

1063
~<4=1014

<= 1600
<= 1267
1196
ii_-‘haa
e

<4=1506
<= 1436
<= 1353

2

4000

3500

3000 2500 2000 1500 1000
LONGITUD DE ONDA (cm™)
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ABSORBANCIA

Ultrasonido:

0.2 +

0.1

0.0

—— UL SJ
UL

<= 1506
1436

4000

T T T T
2500 2000 1500 1000

LONGITUD DE ONDA (cm™)

T T
3500 3000

Calentamiento 6hmico:

ABSORBANCIA

CO SsJ W3
0ol ——colL | =
a8
— “E ""'\'\..."“ \ :
iV
0.1 4 ,\

S
2
.
5
L /L

%“
—

L

——
A

0.0

T T T T
2500 2000 1500 1000

LONGITUD DE ONDA (cm™)

T T
4000 3500 3000
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