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RESUMEN

La tortilla de maiz, debido a su elevado contenido de humedad y actividad acuosa, crea un entorno
propicio para el desarrollo de microorganismos, lo que limita su vida util. Aunque la industria
utiliza conservadores quimicos para prolongarla, su consumo frecuente puede tener efectos
negativos en la salud. En este contexto, el presente estudio se centro en la planta Eysenhardtia
texana, conocida comuUnmente como “palo dulce” o "rifionera de Texas", utilizada
tradicionalmente para tratar afecciones renales. A pesar de su uso en la medicina popular, la
informacion cientifica sobre su potencial bioactivo es limitada, al igual que su exploracién para
aplicaciones en diversos campos. Dada su riqueza en compuestos bioactivos, E. texana podria
representar una alternativa natural como conservador de alimentos, contribuyendo a extender la
vida util de productos como la tortilla de maiz al inhibir el desarrollo de microorganismos. Por
ello, los objetivos de este trabajo fueron: (1) caracterizar fisicoquimicamente la materia vegetal de
E. texana, asi como realizar la caracterizacion fitoquimica de los extractos obtenidos de hojas y
ramas mediante solventes convencionales y disolventes eutécticos profundos (DEP); (2) evaluar y
comparar las propiedades bioactivas de los extractos obtenidos; y (3) analizar la influencia de
parametros fisicoquimicos en la incorporacion de los extractos bioactivos en tortillas de maiz, con

el fin de extender su vida de anaquel.

En general, las hojas y ramas de E. texana presentaron bajos contenidos de grasas y proteinas,

mientras que los niveles de carbohidratos, azicares totales y reductores fueron elevados.

Se utilizaron los siguientes solventes: hidroalcohdlicos (E-A), acuoso (A) y etantlico (E). Se
emplearon cinco DEP: DEP1 (&cido citrico + glicerol), DEP2 (acetato de sodio + glicerol), DEP3
(&cido lactico + D-glucosa + agua), DEP4 (&cido lactico + acetato de sodio + agua) y DEP5 (acido

acético + cloruro de colina + agua).

Se realizaron analisis para determinar el contenido de fenoles totales (CFT), contenido total de
flavonoides (CTF) y actividad antioxidante mediante los métodos de DPPH y ABTS. Los extractos
de hojas con DEP mostraron altos niveles de CFT, destacando especialmente DEP5 con valores
de 20.87 £ 2.36 mg equivalentes acido galico (EAG)/g. En ramas, DEP3, DEP4 y DEP5
presentaron valores destacados. En la cuantificacion de CTF, en hojas, DEP2 present6 valores de
40.17 + 5.68 mg equivalentes de quercetina (EQE)/g y DEP3 valores de 44.60 + 3.61 mg EQE/g
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fueron los mas altos, seguidos de E-A (30.62+1.57 mg EQE/g). En ramas, E-A mostro el mayor
contenido (29.44 + 2.10 mg EQE/qg), seguido por DEP2 (27.31 + 3.27 mg EQE/qg) y DEP3 (26.84
+ 2.47 mg EQE/g), mientras que DEP4 y DEPS5 presentaron niveles mas bajos. En cuanto a la
actividad antioxidante, DEP1 mostrd valores altos en hojas con DPPH con valores de 92.69 + 4.87
mg Equivalentes Trolox (ET)/g, mientras que DEP4 y DEP5 fueron efectivos en ramas. En el
analisis con ABTS, DEP2 fue el mas destacado en hojas (106.25 £ 5.24 mg ET/g) y ramas (112.67
+2.01 mg ET/qg).

Se evaluo la capacidad antifungica in vitro de los extractos E-A, A, DEP3, DEP4 y DEPS5 en tres
concentraciones (0.5%, 5% y 20% v/v). Los resultados demostraron que los DEP lograron una
inhibicion del 100% en todas las concentraciones bajo estudio, tanto en hojas como en ramas. Sin
embargo, los extractos con solventes convencionales no mostraron actividad antifungica en

ninguno de los tratamientos.

Para analizar el efecto de los extractos en las tortillas de maiz, se incorporaron DEP4 y DEP5 en
concentraciones de 0.2% y 0.4%. Los resultados indicaron que estos tratamientos presentaron
menores contenidos de humedad en comparacion con los controles, 1o que representa un avance
prometedor para reducir la proliferacion de microorganismos y, por lo tanto, extender la vida Gtil

de las tortillas.

Los extractos de E. texana obtenidos mediante DEP tienen un alto potencial para inhibir A. niger
a concentraciones bajas, y posiblemente contra otros hongos y bacterias. Esto sugiere aplicaciones
prometedoras en la industria como conservantes en alimentos, en el sector agricola, en medicina,

entre otros campos.

Palabras clave: Eysenhardtia texana; extractos bioactivos; tortilla de maiz; vida de anaquel,

Aspergillus niger; capacidad antifingica; compuestos bioactivos



ABSTRACT

Corn tortillas, due to their high moisture content and water activity, create an environment
conducive to microbial growth, thereby limiting their shelf life. Although the food industry
employs chemical preservatives to extend shelf life, frequent consumption of these compounds
may have negative health effects. In this context, the present study focused on Eysenhardtia
texana, commonly known as "sweet palo" or "Texas kidney bean," traditionally used to treat renal
conditions. Despite its use in folk medicine, scientific information regarding its bioactive potential
is limited, as is its exploration for applications across diverse fields. Given its richness in bioactive
compounds, E. texana could represent a natural alternative as a food preservative, contributing to
the extension of shelf life for products such as corn tortillas by inhibiting microbial growth. The
objectives of this study were: (1) to conduct a physicochemical characterization of E. fexana plant
material and a phytochemical characterization of extracts obtained from leaves and stems using
conventional solvents and deep eutectic solvents (DES); (2) to evaluate and compare the bioactive
properties of the obtained extracts; and (3) to analyze the influence of physicochemical parameters

on the incorporation of bioactive extracts into corn tortillas to extend their shelf life.

The study found that the leaves and stems of E. fexana exhibited low levels of fats and
proteins, while carbohydrate, total sugar, and reducing sugar levels were elevated. The study
utilized hydroalcohol (E-A), aqueous (A), and ethanol (E) solvents along with five deep eutectic
solvents (DES): DEP1 (citric acid + glycerol), DEP2 (sodium acetate + glycerol), DEP3 (lactic
acid + D-glucose + water), DEP4 (lactic acid + sodium acetate + water), and DEP5 (acetic acid +
choline chloride + water). Analysis was performed to measure total phenolic content (TPC), total

flavonoid content (TFC), and antioxidant activity using DPPH and ABTS assays.

The analysis revealed that leaf extracts obtained with DES exhibited elevated total phenolic
content, with DEP5 showing the highest value at 20.87 + 2.36 mg Gallic Acid Equivalents
(GAE)/g. In the stems, DEP3, DEP4, and DEPS showed significant total phenolic values. For total
flavonoid content, DEP2 presented 40.17 = 5.68 mg Quercetin Equivalents (QE)/g in leaves, while
DEP3 showed 44.60 + 3.61 mg QE/g, followed by E-A (30.62 £ 1.57 mg QE/g). In stems, E-A
exhibited the highest flavonoid content at 29.44 + 2.10 mg QE/g, followed by DEP2 (27.31 + 3.27
mg QE/g) and DEP3 (26.84 + 2.47 mg QE/g), while DEP4 and DEP5 displayed lower levels.

Antioxidant activity was assessed using the DPPH and ABTS methods, showing promising results.



In the DPPH assay, DEP1 demonstrated high activity in leaves (92.69 + 4.87 mg Trolox
Equivalents (TE)/g), while DEP4 and DEPS5 exhibited effective activity in stems. In the ABTS
assay, DEP2 showed the most significant activity in both leaves (106.25 + 5.24 mg TE/g) and
stems (112.67 = 2.01 mg TE/g).

Additionally, the antifungal properties of the E-A, A, DEP3, DEP4, and DEPS5 extracts
were assessed against Aspergillus niger at three concentrations (0.5%, 5%, and 20% v/v) through
in vitro testing. The results demonstrated that DES extracts achieved 100% inhibition across all
tested concentrations in both leaves and stems. Conversely, conventional solvent extracts did not
exhibit antifungal activity at any of the tested concentrations. To evaluate the effect of these
extracts in practical food applications, DEP4 and DEP5 were incorporated into corn tortillas at
concentrations of 0.2% and 0.4%. The results indicated that these treatments resulted in lower
moisture content compared to the control samples, representing a significant advancement in

reducing microbial growth and extending the shelf life of corn tortillas.

The study concluded that E. fexana extracts obtained using deep eutectic solvents exhibit
high potential to inhibit 4. niger at low concentrations and may also display inhibitory effects
against other fungi and bacteria. These findings suggest promising applications for these extracts
as natural food preservatives, in agricultural practices, and in medical and pharmaceutical

applications.

Keywords: Eysenhardtia texana; bioactive extracts; corn tortilla, shelf life, Aspergillus niger,

antifungal activity; bioactive compounds



1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes
Se tiene estimado que la poblacion en México ya habia aprendido a nixtamalizar el grano

de maiz, para la elaboracion de tortilla, desde hace 500 a. C; diversos estudios demuestran que ya
se nixtamalizaba el maiz y se hacian tortillas durante el formativo tardio, es decir, desde 400 a. C.
al 100 d. C. (Rodriguez Calderdén, et al., 2017). Hasta entonces, de manera tradicional, los
productores de tortillas afiaden a la misma algtin agente alcalino que puede ser ceniza o cal, lo cual
le otorga cualidades sensoriales, mejora su calidad nutricional e incluso alarga la vida de anaquel
(Morales-Ramirez y Tapia-Garcia, 2021). En contraste, las industrias de alimentos,
particularmente las dedicadas a la produccion de tortillas de maiz, emplean procesos
significativamente distintos, como la incorporacion de aditivos quimicos disefiados para conferir
propiedades especificas al producto final, tales como el color, textura o sabor (Sanchez y Vazquez,
2018). Ademas, estas practicas suelen estar orientadas a extender la vida util del producto, lo que
a menudo resulta en una notable disminucion de sus beneficios nutricionales (Mier Sainz-Trapaga,

et al., 2022).

La etnoboténica es esencial para la investigacion cientifica de plantas, ya que examina las
interrelaciones entre las personas y las plantas desde un enfoque multidisciplinario (Popovi¢, et
al., 2016). Durante el siglo XX, el estudio de los recursos vegetales en la medicina tradicional
cobr6 impulso con el objetivo de descubrir nuevos tratamientos para una amplia variedad de
afecciones (Benzie and Wachtel-Galor, 2011, Bone and Mills, 2013). Se tiene conocimiento de que
un pequeio porcentaje de las especies de plantas que viven en la Tierra (250,000-500,000) ha sido
investigado fitoquimicamente por sus propiedades farmacoldgicas (Rates, 2001). De acuerdo a
estudios realizados por Payne et al. (2001) se tiene el registro que solo 5,000 especies de plantas
han sido estudiadas con evidencia de uso medicinal. Las plantas de zonas aridas y semidridas de
México son gran interés debido a su riqueza en compuestos bioactivos y su amplia gama de
propiedades  bioldgicas  (Guia- Garcia, et al, 2021). Especies como Rhus
pachyrrhachis, R. virens (Juarez-Aragon, et al.,, 2019), Flourensia cernua, R. microphylla,
Mpyrtillocactus geometrizans, Juglans microcarpa y Carya ovata han demostrado actividades
antimicrobianas, citotoxicas, antioxidantes y un alto contenido de fenoles totales (Guia-Garcia et
al., 2021; Jasso de Rodriguez et al., 2019; Méndez et al., 2012). Recientemente, Eysenhardtia

texana, una especie nativa de las zonas aridas y semiaridas de México, ha comenzado a llamar la
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atencion por su potencial bioactivo y aplicaciones en diversos campos. Esta planta, conocida
comunmente como “Palo dulce” o “Rifionera de Texas, se ha utilizado tradicionalmente en
infusiones para tratar diversas afecciones, lo que sugiere la presencia de compuestos bioactivos
con propiedades terapéuticas. Estudios preliminares han identificado en E. texana una alta
concentracion de flavonoides y otros metabolitos secundarios con posibles actividades
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias (Franklin Pacheco et al., 2021).En este
contexto, el presente trabajo tiene como objetivo explorar y caracterizar las propiedades bioactivas
de extractos de E. texana obtenidos mediante métodos convencionales y no convencionales, como
los solventes eutécticos profundos, evaluando su impacto en la vida de anaquel de tortillas de maiz,
como alimento modelo. Este abordaje no solo busca destacar el valor agregado de E. texana en la
industria alimentaria, sino también contribuir al aprovechamiento sostenible de esta planta,

alineandose con tendencias globales de innovacion y sostenibilidad.

1.2 Justificacion
De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la

Agricultura (FAO, 2016), el 94% de los mexicanos consume tortilla de maiz, consolidando a
México como el principal consumidor de este alimento. Sin embargo, uno de los mayores desafios
para los consumidores es su corta vida Util, ya que las propiedades fisicoquimicas del producto,
como textura, rollabilidad, firmeza y pH, se deterioran rapidamente.

La tortilla de maiz presenta una gran actividad de agua (aw) y un elevado contenido de
humedad y almiddn (azucares), los que crea un ambiente ideal para la proliferacion masiva de
microorganismos, principalmente hongos y bacterias. Esta proliferacion no solo reduce la vida util
del producto, haciéndolo no para para el consumo, sino que también genera sustancias toxicas,
como toxinas y aflatoxinas, apartir del metabolismo secundario de estos microorganismos. Estas
sustancias representan un riesgo para la salud humana, ya que pueden causar enfermedades
respiratorias y otros problemas de salud.

Para enfrentar este problema, las industrias alimentarias, especificamente las dedicadas a la
produccion de tortilla de maiz, han implementado el uso de conservadores y aditivos quimicos.
Uno de los conservadores mas utilizados para este fin es el propionato de sodio, un conservador
especificamente para inhibir la proliferacién de hongos y bacterias; otros de los conservadores

usados en esta area de la industria son sorbatos, benzoato de sodio, propionato de calcio, hidroxido
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de calcio. Sin embargo, el consumo de estos conservadores puede afectar notablemente las
caracteristicas sensoriales del alimento (color, olor, sabor, etc.). Asi mismo, el consumo progresivo
y constante de tortillas que contienen estos tipos de conservadores comerciales (quimicos) pueden
tener efectos nocivos a la salud. De acuerdo a un estudio realizado por Cardoso et al. (2017) y Aun
et al. (2011), sefialan que este tipo de conservadores, al ser consumidos frecuentemente, son
capaces de desencadenar reacciones adversas, como reacciones alérgicas, cambios de
comportamiento y carcinogenicidad.

Debido a los grandes problemas de salud asociados al uso de conservadores quimicos, se
busca desarrollar alternativas a partir de fuentes naturales de compuestos bioactivos que sean
seguras Yy eficaces, manteniendo las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de los alimentos y
asegurando su accesibilidad. En este contexto, las plantas de zonas aridas y semiaridas adquieren
gran relevancia debido a sus propiedades bioactivas, como actividades antioxidante,
antimicrobiana, antifangica, antiproliferativa, ampliamente demostradas en estudios recientes. La
presente investigacion tiene impacto en los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la
Agenda 2030 de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), impactando en cuatro objetivo:
el objetivo “Hambre cero” (ODS 2), al promover la erradicacién del hambre y la mejora de la
nutricion mediante alternativas seguras para la conservacion de alimentos; el objetivo “Salud y
bienestar” (ODS 3), al reducir riesgos sanitarios asociados al uso de conservadores quimicos y
controlar enfermedades relacionadas con alimentos contaminados; el objetivo “Industria,
innovacion e infraestructura” (ODS 9), al impulsar el desarrollo de tecnologias verdes e
innovadoras para la industria alimentaria; y el objetivo “Produccién y consumo responsables”
(ODS 12), al fomentar el uso de recursos sostenibles y seguros, como conservadores reconocidos
como seguros, es decir, de tipo GRAS (Generally Recognized As Safe), promoviendo un consumo
eficiente y sostenible.

El proyecto de investigacion tiene un impacto directo en los Programas Nacionales
Estratégicos (PRONACES) de México, especificamente en los programas “Salud” y “Soberania
alimentaria”. ESto se debe a que aborda cuestiones relacionadas con la salud de los consumidores,
al buscar alternativas para evitar el uso de conservadores quimicos que puedan causar dafos a la
salud. Ademas, promueve una produccion mas sostenible, pues fomenta una dieta méas saludable

para los consumidores y contribuye a la autosuficiencia alimentaria.



En este contexto, la presente investigacion propone estudiar el efecto de los extractos
bioactivos de E. texana en la vida de anaquel de tortilla de maiz, utilizando principalmente
Disolventes Eutécticos Profundos (DEP), con el objetivo de ofrecer soluciones innovadoras y

sostenibles en la industria alimentaria.



1.3 Hipétesis
Los extractos bioactivos de E. texana tienen propiedades que influyen positivamente
a prolongar la vida de anaquel de tortilla de maiz, al mejorar la calidad y controlar la

contaminacion microbiana.

1.4 Objetivo general
Estudiar las propiedades bioactivas de extractos de E. texana y su impacto sobre la

vida de anaquel de tortilla de maiz.

1.5 Objetivos especificos
e Obtener y caracterizar fisicoquimicamente los extractos de E. texana empleando
solventes convencionales y solventes eutécticos profundos.
e Evaluar y comparar las propiedades bioactivas de extractos de E. fexana obtenidos
con solventes convencionales y solventes eutécticos profundos.
e Estudiar el efecto de la incorporacion de extractos bioactivos de E. texana en la vida

de anaquel de tortilla de maiz.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultura de la tortilla de maiz

El maiz (Zea mays), eje central de la milpa, ha sido desde tiempos ancestrales un
componente fundamental de la dieta mesoamericana, y contintia siendo esencial en la alimentacion
actual, especialmente en forma tortillas, que presentan diversas caracteristicas organolépticas
(Rodriguez Calderon, 2017). Se estima que, desde alrededor del 500 a. C., la poblacién en México
ya habia dominado el proceso de nixtamalizacion del grano de maiz para la elaboracion de tortillas.
Diversos estudios han demostrado que la nixtamalizacion y la preparacion de tortillas se realizaban
desde el periodo comprendido entre el 400 a. C. y el 100 d. C. (Gonzalez-Jacome y Reyes, 2014).
Ademas, la alimentacion de una comunidad no solo satisface necesidades nutricionales, sino que
también forma una parte integral de su patrimonio cultural, reflejando dindmicas socioecondmicas

y connotaciones profundos en cuanto a su simbolismo cultural (Garcia-Urigiien, 2012).

Segun Ortega-Paczka (2003), los hallazgos de diversos restos arqueologicos sugieren que
otras plantas predominaron durante mucho tiempo en la dieta de los antiguos habitantes, mientras
que el maiz fue ganando popularidad gradualmente a medida que fue domesticado y consumido.
En este mismo sentido, el maiz es actualmente el alimento mas importante en la dieta de la mayoria
de los habitantes de México. Esto se corrobora de acuerdo a la FAO (2016), que indica que el 94%
de los mexicanos consume tortilla de maiz, con un consumo per cépita de 335 g/dia, lo que es

equivalente a 122 kg al afio por persona.

El consumo de este alimento es mayor en las poblaciones rurales que en las urbanas. Se
estima que el consumo diario de tortillas por persona en zonas rurales es de 217.9 g
(aproximadamente 27 g por tortilla, lo que equivale a 8 tortillas al dia), mientras que en las zonas
urbanas este indicador es de 155.4 g (6 tortillas al dia). Ademas, los consumidores de ingresos
medios prefieren tortillas de color blanco elaboradas con maiz nixtamalizado. Aquellos con
ingresos altos y medios tienden a comprar en tortillerias comunes, ya que estan dispuestos a pagar

el costo adicional por tortillas elaboradas industrialmente (Espejel-Garcia, 2016).

2.2 Valor nutrimental de la tortilla de maiz
La tortilla de maiz es una de las principales fuentes de energia en la dieta actual de México,
destacandose por su alto contenido de nutrientes, incluyendo hidratos de carbono, proteinas,

grasas, fibra y vitaminas (Fernandez, 2013). Segtin la Base de Datos Estadisticos Corporativos de
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la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAOSTAT, 2009),
en promedio, un mexicano recibe diariamente del maiz 1022 kcal y 26.3 g de proteina lo que puede
representar el 50% de la ingesta diaria de una persona adulta, si se toma como base una dieta de

2000 kcal y 56 g de proteina.

2.3 Proceso de elaboracion

Para el proceso de elaboracion de la tortilla de maiz se pueden llevar a cabo mediante dos
métodos principales: tradicional e industrial (Rooney y Serna, 2016). En la Figura 1 se presenta el
método tradicional, el cual utiliza ingredientes alcalinos en un proceso conocido como
nixtamalizacion (Cuevas-Martinez, 2010). Este proceso consiste en cocer el maiz deshidratado en
agua (de 2 a 3 L por kg de maiz) con hidréxido de calcio (Ca(OH)2) en una concentracion del 0.1
a 2%. La coccion se realiza a una temperatura de 80 a 100°C durante un tiempo de 0.5-3 h.
Posteriormente, el maiz se deja reposar de 8 a 24 h a temperatura ambiente, tras lo cual se lava
para remover los residuos de pericarpio y cal. Finalmente, el maiz es molido en un molino de

piedras estriadas para producir la masa con la que se preparan las tortillas (Gasca-Mancera, 2007).

Por otro lado, el método industrial es un proceso automatizado (Valenzuela, 2019). Este
utiliza harinas de maiz nixtamalizadas industrialmente (Billeb de Sinibaldi, 2001). El
procedimiento incluye un tratamiento inicial del maiz con una solucion alcalina, seguido de
coccidn y reposo. Posteriormente, el maiz tratado se lava con agua a presion para eliminar el
pericarpio, se seca y se pulveriza. En la etapa final, se mezcla una fraccion de harina de maiz
comercial con una fraccidon de nixtamal, y esta mezcla se alimenta en equipos especializados para

producir tortillas de maiz listas para el consumo (Vinces Guillen, 2020).
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Figura 1. Procesamiento tradicional para la elaboracion de tortilla de maiz. Adaptado de Serna et

al., 1993.
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Por otra parte, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA 1/SCFI-2002 indica
que al momento de preparar las tortillas de maiz son necesarios cumplir con ciertas normativas y
requerimientos especificos, tanto en el personal de trabajo, instalaciones fisicas y sanitarias,
proceso, materia prima, servicios, asi como también el transporte; esto con la finalidad de llevar a
cabo un buen procesamiento y control de sanidad en el alimento. De igual manera, se debe cumplir
con ciertas especificaciones microbiologicas de aflatoxinas para la elaboracioén de todo producto a
base de maiz (Cuadro 1), ademas debe existir un limite maximo de coliformes totales expresado
en Unidades Formadoras de Colonias por gramo (UFC/g) (Cuadro 2), con la finalidad de mantener

aspectos de salubridad y cuidados rigurosos en el alimento en cuestion.

Cuadro 1. Especificaciones microbioldgicas de aflatoxinas en productos a base de maiz

PRODUCTO Limite maximo (pg/kQg)

Masa
Tortillas de maiz nixtamalizado
Tostadas de maiz nixtamalizado 12
Harinas de maiz nixtamalizado para preparar tortillas y

tostadas

Fuente: Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002

Cuadro 2. Especificaciones microbiologicas de productos a base de maiz

PRODUCTO Limite maximo de coliformes totales (UFC/g)
Masa 2000
Tortillas <30
Harinas de maiz nixtamalizado para 100
preparar tortillas y tostadas
Harinas integrales para preparar tortillas 500

Fuente: Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002
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2.4 Formas de almacenamiento

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002, los productos
elaborados a base del maiz, como las tortillas, deben ser envasados o envueltos en recipientes o
materiales sanitarios elaborados con materiales inocuos y resistentes a las distintas etapas del
proceso. Estos materiales no deben reaccionar con el producto ni alterar sus caracteristicas fisicas,

quimicas y sensoriales.

En este mismo sentido, las tortillas de maiz suelen envasarse en diferentes tipos de
materiales segun el contexto. En las industrias tortilleras de gran escala, se utilizan bolsas de
polietileno de alta densidad (PEAD) o papel blanco de grado alimenticio. Este papel, al igual que
las tintas de impresion utilizadas, debe cumplir con los estandares de grado alimenticio
establecidos en la norma NOM-187-SSA1/SCFI-2002). Ademas, presenta una alta porosidad y

resistencia a la humedad (Valenzuela, 2019).

En el caso de las tortillerias, el producto suele envasarse en bolsas de PEAD, polietileno de
baja densidad (PEBD) o papel, generalmente de tipo kraft. Sin embargo, cuando se trata de tortillas

caseras, éstas se conservan en servilletas de tela o en recipientes especiales llamados tortilleras.

2.5 Propiedades fisicoquimicas

Las caracteristicas fisicoquimicas de la tortilla, asi como el tipo de procesamiento,
envasado y almacenamiento, influyen en el crecimiento de microorganismos presentes, lo que
provoca una vida util limitada en anaquel (Martinez-Flores et al., 2004). El contenido de humedad
de la masa es un factor importante, el 6ptimo para producir tortillas de alta calidad y un buen
incremento en vida de anaquel, se obtienen cuando la masa tiene de 50 a 55% de humedad (Luna,
2017). Una caracteristica importante en la calidad de la tortilla de maiz es que el pericarpio sea

facilmente removible (Paredes Lopez, 2010).

La calidad de la tortilla estd estrechamente relacionada con las propiedades reologicas y
textura de la masa. Entre estas propiedades destacan la rollabilidad o flexibilidad, firmeza,
pegajosidad, color y vida de anaquel. En el procesamiento de nixtamalizacion tradicional, un
incremento en las propiedades viscoelasticas de la masa se refleja en valores de dureza menor y

una mayor flexibilidad de las tortillas (Enriquez, 2019).
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La textura de la masa es critica para el proceso de elaboracion de tortilla, ya que una textura
adecuada permite que la masa sea lo suficientemente adhesiva para adherirse ligeramente a los
rodillos de la méaquina y separarse con facilidad. Por el contrario, un maiz con un alto grado de
coccion genera una masa excesivamente pegajosa que se adhiere a los rodillos (Gasca Mancera,
2007), mientras que un bajo grado de coccion produce una masa poco cohesiva y de baja calidad
para elaborar tortillas (Ramirez- Wong et al., 1993). Los principales factores que afectan la textura
de la masa y de la tortilla incluyen la temperatura, el tiempo de cocimiento del maiz y la
concentracion de cal (Vasquez Lara, 1995). Asimismo, las variables de procesamiento, como la
vida del grano, su resistencia y la variedad de maiz, pueden influir en el contenido nutrimental, la
actividad microbioldgica y los atributos sensoriales del producto final, como aroma, sabor y color

del producto (Enriquez, 2019).

Es relevante destacar que las propiedades fisicas son uno de los factores que pueden
contribuir significativamente al deterioro de la tortilla de maiz, por esta razoén es muy importante
llevar acabo un manejo cuidadoso en dichas propiedades para garantizar la calidad y durabilidad

del producto.

2.6 Causas de deterioro de la tortilla de maiz
La tortilla de maiz es una fuente rica en nutrientes (proteinas, lipidos, carbohidratos, etc.);
éstos pueden favorecer el crecimiento de microorganismos, ya que pueden utilizarlos como

sustrato para su desarrollo (De la Rosa-Millan, 2023).

Los factores mas destacados que causan deterioro y, por ende, la susceptibilidad a dafios
microbianos en la tortilla de maiz son su alto contenido de humedad (alrededor del 45-50%), alta
actividad acuosa (0.94 a 0.98) y el desarrollo de microorganismos (Valenzuela, 2019). Por esta
razon, suelen consumirse el mismo dia de su produccidon, ya que después de 48 h de
almacenamiento a temperatura ambiente, comienzan a desarrollarse mohos y levaduras (Martinez-
Flores, 2004). Asimismo, la luz, el incremento de la temperatura y la presencia de oxigeno son
otras de las causas por las cuales aumentan la velocidad de las reacciones de oxidacion de las
grasas, comunmente conocido como rancidez, lo que generan olores y sabores desagradables en la
tortilla de maiz, a la vez que de igual forma experimentan cambios en cuanto a la velocidad de

crecimiento de bacterias mesofilas aerobias.
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De acuerdo a diversos estudios realizados, se ha reportado la identificacion de una gama
de microorganismos relacionados al deterioro de la tortilla de maiz, entre ellos se encuentran
bacterias como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; ademas de algunos tipos de hongos
como Aspergillus niger y A. flavus, que producen principalmente aflatoxinas y micotoxinas
(Flores-Chavez et al., 2002; Martinez-Padron et al., 2013). Los microorganismos mencionados
previamente empiezan a proliferar en la tortilla de maiz a partir de las 8 h posteriores a su
fabricacién en condiciones normales de almacenamiento (25-30 °C); sin embargo, en otros
estudios indican que la proliferacion de microorganismos se inicia 3 h después de su fabricacion

(Martinez-Flores, 2004).

Por consiguiente, el desarrollo de microorganismos en la tortilla limita considerablemente
su vida util, por lo que es necesario utilizar conservadores que incrementen notablemente su
duracion en el anaquel. Ademas, se puede considerar el uso de agentes antimicrobianos de origen
natural para evitar el crecimiento de estos microorganismos y mantener la calidad del alimento

durante un periodo de tiempo mas prolongado.

2.7 Uso de conservadores en la tortilla de maiz para incrementar la vida de anaquel

El medio mas econdémico y rentable para aumentar la vida 1til de la tortilla es su
almacenamiento a un pH alcalino (mayor a 9). Sin embargo, su incorporacion genera propiedades
indeseables en la tortilla de maiz, tales como un color amarillo intenso y un sabor amargo,

propiedades caracteristicas de la cal (T¢llez-Giron A., 1988).

Uno de los primeros estudios realizados sobre la incorporacion de conservadores para
aumentar la vida de anaquel en las tortillas de maiz fueron desarrollados por Rubio (1975), quien
utiliz6 una gran variedad de sustancias como la epiclorohidrina, &cido policarboxilico y sus
anhidridos, geles hidrofilicos inorganicos, ésteres de &acidos parahidroxibenzoicos y éacidos
ascorbicos y sus sales, y 4acidos acético y propidnico; sin embargo, las dosis utilizadas excedieron
los limites autorizados por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) (Martinez-Flores et al.,
2004).

En la industria alimentaria, asi como en aquellas enfocadas a la produccion de tortillas,
suelen utilizar diversos conservadores basados en acidos orgéanicos, por lo que son mas efectivos
en su forma disociada. Los conservadores son utilizados considerando el pH del producto final

(Araujo, 2019). Cabe senalar que el propionato de sodio es uno de los conservadores mas
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utilizados, sin embargo, existen otros conservadores que son utilizados en las industrias de

alimentos, como se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Propiedades de los conservadores comunmente empleados en la industria

alimentaria

Conservador Efecto contra pH Soluble Via de

Hongos | Levaduras | Bacterias | €fectivo | enagua |eliminacion

Propionato de sodio o
calcio (4cido X X 4.9 X Orina
propiénico)
Sorbato de potasio X X 4.8 X Orina
(&cido sérbico)
Diacetato de sodio X X 48 X Orina
(&cido acético)
Benzoato de sodio X X 4.2 X Orina
(&cido benzoico)
Metil o propil X X X 429 Orina
parabeno

Fuente: Adaptado de Weber (2008).

Algunos estudios realizados con harina de maiz nixtamalizada sugieren que los niveles
maximos para incorporar sorbato de potasio como conservador varian entre 0.01% y 0.3% en peso.
Por otro lado, se recomienda que el propionato de calcio se utilice a un nivel maximo de 0.32%

(Ordaz-Ortiz y Vazquez-Carrillo, 1997).

Es relevante destacar que la incorporacion de estos conservadores puede alterar el sabor y
la textura de las tortillas; para ello se hacen uso de aditivos alimentarios para mejorar las
caracteristicas propias del alimento en cuestion. Ademas, su uso esta regulado por la Norma Oficial

Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002 (Valenzuela, 2019).
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2.8 Nuevas alternativas para incrementar la vida de anaquel en la tortilla de maiz

Como ya se habia mencionado anteriormente, el consumo prolongado y constante de
alimentos que contienen conservadores organicos (entre ellos la tortilla de maiz) tienen efectos
perjudiciales a la salud humana, tales como obesidad, diabetes, entre otras enfermedades (Rodas,

2013).

Una fuente interesante de productos conservadores pueden ser las plantas, ya que pueden
aprovecharse mediante el uso de sus extractos ricos en compuestos bioactivos con propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Recientemente, las plantas de zonas aridas y semiaridas de
Meéxico han recibido especial atencion debido a que las condiciones medioambientales en las que

crecen favorecen la produccion de compuestos con una amplia variedad de funciones.

Es aqui donde surge el interés de investigar, desarrollar y aplicar un conservador de

alimentos de origen natural que sea seguro, eficiente y economico (Meléndez Pastrana, 2021).

2.9 Potencial bioactivo de plantas de zonas aridas y semiaridas de México

Las zonas aridas y semidridas de México (Figura 2) representan el 63% de la superficie
nacional. Especificamente en la region Centro-Norte del pais las precipitaciones son limitadas
(Aguilar-Galaviz, 2024). El estado de Coahuila posee una extensa zona semidesértica que alberga
mas de mil especies botanicas, incluyendo recursos forestales no maderables de gran importancia
ambiental, social, econdmica y cientifica; las plantas ubicadas en estas zonas semidesérticas son
capaces de resistir condiciones ambientales extremas gracias a su intrincado metabolismo que
producen compuestos que favorecen su supervivencia (Salas-Valdez, 2023). Los metabolitos
secundarios juegan un papel muy importante en la adaptacion de las plantas ante el estrés ambiental
y en la defensa frente a potenciales depredadores y patdgenos (organismos que causan
enfermedades). Las plantas producen y liberan estos metabolitos cuando se encuentran en
condiciones de estrés, ocasionadas por otros organismos vivos, factores no vivos o por desastres
naturales (Lustre Sanchez, 2022). Lo anterior indica que los compuestos bioactivos no cumplen
funciones metabdlicas directas en las plantas, por lo tanto, se pueden aprovechar para una amplia
gama de campos de estudio e investigacion, tales como medicina, agricultura, industria de

alimentos, cosmética, entre otros, sin ocasionar dafio alguno a la planta.
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En México destacan tres principales regiones aridas: el desierto de Vizcaino ubicado en
Baja California; el desierto de Sonora; y el desierto de Chihuahua, siendo este ultimo el de mayor

extension territorial en tierras mexicanas (Salas-Valdez, 2023), como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Zonas 4ridas y semidridas de México. CONABIO (2016).

Una de las plantas con gran interés en las areas de investigacion es E. fexana, un arbusto

que predomina en zonas del semidesierto del estado de Coahuila.

2.10 Eysenhardtia texana

También conocido como “Palo dulce” o “Rifionera de Texas™, se trata de un arbusto
perteneciente a la familia Fabaceae. Suele medir entre 2 y 3 m de altura, las hojas miden entre 3 y
9 cm de largo y tienen entre 15 y 47 foliolos, en su mayoria de 5 a 15 mm de largo (Corell y
Johnston, 1970, Vines, 1960), de igual forma presenta inflorescencias en racimos puntiagudos

lobulados con corola blanca (Figura 3) (Garcia-Campoy et al., 2020).
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Figura 3. Arbusto de E. texana con inflorescencias.
2.10.1 Clasificacion taxonomica
De acuerdo a una colecta realizada en Terrell, Texas, Estados Unidos, a una altitud de 750
m por el Departamento de Botanica del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma
de México (IBUNAM) en 2019, la clasificacion taxonoémica de E. texana es la que se muestra en

el Cuadro 4.

Cuadro 4. Clasificacion taxondmica de acuerdo al Departamento de Botanica de la UNAM.

REINO: PLANTAE
PHYLUM/DIVISION: | Tracheophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Fabaceae
FAMILIA: Leguminosae
GENERO: Eysenhardtia
ESPECIE: Eysenhardtia texana
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2.10.2 Distribucion

E. texana crece en los suelos altos y calcareos del sur-centro de Texas (Wachter et al.,
1999), al igual que suelen encontrarse en abundancia en las zonas norte de México como son:
Coahuila, Nuevo Ledn, Durango, Chihuahua, Tamaulipas, Sinaloa, Sonora, zonas centro como
Guanajuato, Colima, San Luis Potosi, Hidalgo, Jalisco, Querétaro y Zacatecas (Figura 4) (Garcia-
Campoy et al., 2020).

Figura 4. Distribucion geografica de E. texana.
Fuente: Naturalista (2023).

2.10.3 Composicion quimica y potencial bioactivo

Actualmente, los estudios de identificacion de compuestos especificos en la especie de E.
texana son limitadas; sin embargo, se han encontrado ciertas fuentes en el que se reporta la
composicion de extractos de hojas en E. fexana usando como solvente metanol-diclorometano

(Cuadro 5) (Wéchter et al., 1999).
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Cuadro 5: Compuestos reportados en un extracto con metanol-diclorometano a partir de hojas de

E. texana.
Compuesto quimico Estructura quimica
N .___.-’-'-'H
4,5,7-Trihidroxi-8-metil-6- . ]
(3-metil-[2butenil])- ’h T ]
(2S)flavanona (1) | J; ﬂ’
4,5,7-Trihidroxi-8-metil-6- J e o
(3-metil-[2butenil])- o Lo L
(2S)flavanona (2) »/“ J T
o Il
_:iJ e B=t
4,5-dihidroxi-7-metoxi-6-(3- *"““T’ |*|
metil-[2-butenil])-(2S)- i T

flavanona (3) '

Adaptado de Wichter et al. (1999).

Por otra parte, varios autores han realizado estudios fitoquimicos en E. fexana para diversos
fines, dandole un enfoque principalmente en los dmbitos agricolas, medicina y alimentos. Estos
estudios son cruciales, ya que sirven como base para continuar realizando ensayos con una
variedad de solventes para obtener extracciones. De esta manera, se pueden extraer una infinidad
de compuestos bioactivos que permitiran investigar y dar un enfoque mas preciso a distintas areas
de estudio. Una gran ventaja de esta planta es su capacidad para producir compuestos bioactivos a
través de su metabolismo secundario, debido a las condiciones adversas en las zonas

semidesérticas de México.
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La presente investigacion es el primer estudio enfocado en la incorporacion de extractos
bioactivos de E. texana como conservantes en tortillas de maiz. Este trabajo propone evaluar el
efecto de estos extractos en la vida de las tortillas, utilizando principalmente Disolventes
Eutécticos Profundos (DEP) como agentes de extraccion. Con ello, se busca desarrollar soluciones
innovadoras y sustentables para la industria alimentaria que prolonguen la frescura del producto,

al mismo tiempo que brinden alternativas naturales y beneficiosas para la salud del consumidor.
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3 MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Fermentaciones y
Biomoléculas (LFB) del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (DCTA) de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Saltillo, Coahuila, México. Ademas,
se realizd una estancia corta en la empresa LAPISA BIOCAMPO S.A. de C.V. ubicado en Arteaga,
Coahuila, para llevar a cabo algunos ensayos de la investigacion. Este trabajo de tesis consta de
tres etapas que se enuncian a continuacion: I) Obtencidn y caracterizacion fisicoquimica de
extractos de E. texana empleando solventes convencionales y disolventes eutécticos profundos;
IT) Evaluacion y comparacion de las propiedades bioactivas de extractos de E. texana obtenidos
con solventes convencionales y disolventes eutécticos profundos; y III) Efecto de la incorporacién

de extractos bioactivos de E. texana en la vida de anaquel de tortilla de maiz.

3.1 Reactivos

En la Etapa I se utilizo6 acido sulftrico 0.255 N e hidroxido de sodio 0.313 N para el analisis
de fibra cruda, en el analisis de proteina se utilizaron los reactivos: acido bérico 2.2% (p/v), acido
sulfurico 0.025 N, ademas de un indicador mixto de Fermon (México), hidroxido de sodio 50%;
asi mismo en los analisis de grasas se utilizd como solvente éter de petroleo (Biopack). En la
determinacion de azlcares totales se utilizd acido sulfirico concentrado y fenol 5%; en la
determinacion de aziicares reductores se utilizo el reactivo 3,5-Acido DinitroSalicilico (DNS)
(Sigma-aldrich, EUA), cuyos componentes son tartrato de sodio (Jalmek, México), sulfito de sodio
(Jalmek, México), hidréxido de sodio (Analytyka, México), glucosa (SIGMA, EUA). Ademas, se
utilizaron los reactivos acido citrico (Jalmek, México), glicerol (Jalmek, México), acetato de sodio
(Fermont, México), acido lactico (Jalmek, México), glucosa, acido acético (Jalmek, México) y
cloruro de colina como solventes para la extraccion de compuestos bioactivos. En la Etapa I, para
determinar el contenido de fenoles totales se utilizé el reactivo Folin-Ciocalteu (FC) (Merk, Suiza),
carbonato de sodio y 4cido galico de Sigma (Japén); para flavonoides totales se utilizé nitrito de
sodio, cloruro de aluminio, hidréxido de sodio y quercetina (Spectrum, EUA); en actividad
antioxidante fueron por dos técnicas: mediante captador de radicales de hidrogeno, se empleo el
reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), mientras que en la técnica inhibicion del radical
cationico ABTS (4acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se utilizd precisamente
dicho reactivo marca Sigma (Japon), persulfato de potasio (K2S»>0g),; para el estandar se utiliz6 el

reactivo Trolox (Sigma, EUA). Asimismo, se empled Agar Papa Dextrosa (PDA), una cepa de
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Aspergillus niger proporcionada por el LFB y Caldo Papa Dextrosa (PDB) para ensayos de
actividad antifingica. La mayoria de los reactivos utilizados en el presente trabajo de investigacion

fueron diluidos en agua y etanol absoluto al 99.9%. Los reactivos utilizados son de grado analitico.

ETAPA 1. Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de extractos de E. texana empleando

solventes convencionales y disolventes eutécticos profundos
3.2 Obtencion de materia prima

La colecta de dos organos de E. texana (hojas y ramas) se desarrolld en el mes de junio de
2023, cuya zona se encuentra ubicado en la Presa Palo Blanco, sobre la carretera antigua Saltillo-

Monclova, Ramos Arizpe, Coahuila, México, cuyas coordenadas son: 25°34'34.7"'N

101°04°47.3""W (Figura 5).

vy
X ¥ "
Rancho,Palo @Tatnco

Figura S. Localizacion geografica del muestreo de hojas y ramas de E. texana.
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Las muestras de hojas y ramas fueron colectadas y transportadas al LFB del DCTA de la
UAAAN, en el cual se separaron las hojas y ramas en depodsitos diferentes; posteriormente, se
dejaron secar a temperatura ambiente hasta conseguir un peso constante. Después, las hojas y
ramas fueron trituradas a velocidad baja en una licuadora marca Osterizer (EUA). Posterior a ello,
se procedio a efectuar una depuraciéon mediante una malla del nimero 20 y fueron almacenados a

temperatura ambiente en condiciones de obscuridad hasta su uso (Figura 6).

LTRSS

Figura 6. Tamizaje de la materia prima en hojas (a) y ramas (b).

3.2.1 Caracterizacion fisicoquimica

Los analisis de caracterizacion fisicoquimica de hojas y ramas de E. fexana se realizaron
mediante las metodologias propuestas por el Método Oficial de Analisis (AOAC, 1990). Para la
determinacion de estos analisis se pesaron 1 g de muestra. La obtencion del contenido de humedad
fue por gravimetria en una estufa (BioBase, modelo BOV-T70C, China) a 60°C. El contenido de
cenizas se evalud por incineracion en una mufla (Probiotek) a 600°C. La determinacion de grasas
(extracto etéreo) se realizd por gravimetria mediante el método Soxhlet. El nivel de proteina cruda
se efectud por el método microKjendahl con un factor de conversion de 6.25. Asimismo, se
determino el contenido de fibra total por medio de diluciones 4cidas y alcalinas (Figura 7). Todas

las pruebas se realizaron por triplicado.
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Figura 7. a) Humedad, b) Cenizas, c) Digestion de proteina, c.1) Proteina en microKjendahl, d)

Grasas, e) Fibra cruda.

3.2.2 Azicares totales y reductores

La cuantificacion de azlicares totales se ejecutd mediante la metodologia propuesta por
DuBois et al. (1956), la cual se basa en la técnica colorimétrica. La determinacion de azucares
reductores se determind siguiendo la metodologia sugerida por Miller (1959). Para la
cuantificacion de ambos andlisis, primero se realiz6 el pesaje de 1 g de materia prima en 40 mL de
agua destilada y, posteriormente, se filtr6 en bomba de vacio. Posterior a ello, se procedi6 con la
metodologia para la cuantificacion de azlcares totales por el método fenol- sulftirico, realizando
una dilucién 1:10 de la muestra filtrada (1 mL con 9 mL de agua destilada), se agregaron 400 pL.
de la dilucidén a otro tubo de ensaye con 400 pL de fenol 5% (p/v), se dejo reposar durante 5 min
en bafio con hielo, después se afiadieron 1000 pL de 4cido sulfirico (H2SO4) concentrado. Una
vez terminado el tiempo se llevo a bafio maria por 5 min; finalmente, se colocaron las muestras en
placas ELISA de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia en un lector de microplacas (BIOBASE-
EL 10A, Jinan, SHG, China) a una longitud de onda de 470 nm.

La medicidon de azlcares reductores se realizd mediante el método DNS. Para esto se
mezcld 1 mL de muestra previamente filtrada con 1 mL de reactivo DNS previamente preparado.

La mezcla se hirvié durante 5 min y luego se enfrié en un bafio de agua durante otros 5 min. Luego
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se agregaron 5 mL de agua destilada a cada tubo. Finalmente, las muestras fueron transferidas a

una placa ELISA y analizadas en un lector de microplacas a una longitud de onda de 540 nm.

El contenido de azucares totales y reductores se reportd como miligramos de equivalentes
de glucosa por gramo de muestra (mg EG/g muestra), utilizando una solucion estandar de glucosa
a 500 mg/L para azlcares totales y 1000 mg/L para azucares reductores. Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

3.3 Contenido de Fenoles Totales (CFT) de la materia prima

El CFT se determiné mediante la técnica colorimétrica por el método FC adaptado a
microplaca, sugerida por Miiller et al. (2010). La materia prima de hojas y ramas de E. texana se
disolvio, pesando 1 g de muestra en 40 mL de agua destilada. Posteriormente, se realizaron
diluciones 1:20 a las muestras previamente filtradas. Se tomaron 20 pL de cada extracto obtenido,
con la diluciéon correspondiente y se mezclaron con 100 pL de una solucion diluida del reactivo de
FC (1:10, v/v en agua destilada) en microplaca de 96 pocillos, el cual se agitd suavemente y se
dejo reaccionar por 5 min. Pasado este tiempo, se afiadieron 75 pL de Na;COs3 (7.5 %, p/v en agua
destilada), y se agitd suavemente, finalmente se dejo incubar por 45 min bajo condiciones de
oscuridad. Posteriormente, se realizé la lectura de absorbancias a una longitud de onda de 750 nm
en un lector de microplacas y se registraron las absorbancias (Figura 8). El CFT se reporto
utilizando como referencia una curva de 4cido galico (AG, 200 mg/L) y se expresé como
miligramos de equivalentes de AG por gramo de muestra (mg EAG/g muestra). Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Figura 8. A) Pesaje de muestras (hojas y ramas), B) Filtro de muestras, C) Obtencion de

muestras filtradas.

28



3.4 Obtencion de extractos de E. fexana empleando solventes convencionales y disolventes
eutécticos profundos
El método de extracciéon de compuestos bioactivos empleado fue mediante agitacion
convencional, empleando el equipo Shaker (Eppendorf™, modelo: Innova 44R, US, Fisher

Scientific) a condiciones de temperatura de 50°C por un tiempo de 2 h a 150 rpm.

3.4.1 Obtencion de extractos de E. texana empleando solventes convencionales

Para la obtencion de extractos, se siguio la metodologia empleada por Jasso de Rodriguez
et al. (2017) con ciertas adaptaciones. Los solventes convencionales utilizados fueron Etanol-Agua
(1:1), agua y etanol absoluto, etiquetadas como E-A, Ay E, respectivamente. Se pesaron 1.9 g de
muestra (hojas y ramas) en 21 mL del respectivo solvente, se colocaron en matraces Erlenmeyer
de 250 mL cubiertas con aluminio, y posteriormente, se depositaron en el equipo Shaker a las
condiciones descritas previamente (Figura 9). Una vez finalizado el tiempo requerido para la
extraccion se colocaron en tubos Falcon de 15 mL y se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min

y se obtuvieron los extractos (Figura 10).

Shaker a condiciones de S
e colocaron en  Centrifusacion
Pesaie de 21mL de solvente 50 °C/2h a 150 rpm entrifug
J tubos Falcon 4000 rpm/10 min

muestras (hojas
y ramas)

Figura 9. Pasos consecutivos para la extraccion con solventes convencionales.
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Figura 10. Extractos obtenidos de hojas y ramas. A) E-A; Hojas, B) E-A; Ramas, C) E; Hojas, D)
E; Ramas, E) A; Hojas, F) A; Ramas.

3.4.2 Preparacion de disolventes eutécticos profundos (DEP) y su empleo para la obtencion

de extractos de E. texana

El modo de preparacion para obtener los DEP se realizo6 siguiendo la metodologia sugerida
por Smink et al. (2020). Para la obtencion de los DEP es necesario que se mezclen dos o mas
compuestos quimicos con propiedades diferentes (un aceptor de protones y un donador de
protones, HBA y HBD, por sus siglas en inglés, respectivamente). En este caso, se obtuvieron
diferentes DEP para los cuales la relacion molar aplicada a cada uno fueron consultados en
diferentes fuentes, de acuerdo al Cuadro 6. Para la preparacion de los DEP se procedié a calentar

y agitar la mezcla eutéctica a 500 rpm en 70°C por 1 h (Figura 11).

Cuadro 6. DEP empleados para la obtencion de extractos a diferentes relaciones molares, de

acuerdo a diferentes fuentes consultadas.

DEP Compuestos quimicos (HBA+HBD) y peso  Relacio Fuente
molecular n
molar
DEP1 | Acido citrico (192.12g/mol) + Glicerol (92.09 4:1 Bozinou et al., 2022.
g/mol)
DEP2 | Acetato de sodio (82.03 g/mol) + Glicerol 4:1 Bozinou et al., 2022.
DEP3 | Acido lactico (90.01g/mol) + D-Glucosa 6:1:6 Liew et al., 2018.
(180.156g/mol) + Agua (18 g/mol)
DEP4 | Acido lactico+ Acetato de sodio+ Agua 3:1:2 Santos-Martin et al., 2023.
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DEP5 | Acido acético (60.05 g/mol) + Cloruro de 1:1:10 Herndndez-Corrotoa, E. et
colina (139.63 g/mol) + Agua al., 2020.

Figura 11. A) Pesaje de cada compuesto quimico, B) Obtencion de los DEP previa agitacion y

calentamiento.

Una vez obtenidos los DEP, de igual manera (como en el caso de solventes
convencionales), se pesaron 1.9 g de muestra con 21 mL de la mezcla eutéctica; se depositaron en
matraces Erlenmeyer cubiertos con aluminio y se llevaron al Shaker (150 rpm a 50°C /2 h).
Posteriormente, se procedio a centrifugar la muestra a 4000 rpm porl0 min para, finalmente,

obtener los extractos con DEP (Figura 12).

Figura 12. Extractos obtenidos a partir de DEP.
Los extractos obtenidos, tanto convencionales como DEP, fueron almacenados en

refrigeracion, cubiertos con aluminio para evitar la pérdida de bioactividad.
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3.5 Azucares totales y reductores
Se determind el contenido de azlcares totales y reductores de los extractos obtenidos (en
hojas y ramas), tanto de los solventes convencionales y DEP siguiendo la misma metodologia

descrita en el apartado 3.2.2 (Figura 13).

La cuantificacion de azucares totales y reductores se reportaron como miligramos de
equivalentes de glucosa por gramo de muestra (mg EG/g muestra), utilizando un estandar de
glucosa a 500 mg/L para azucares totales y 1000 mg/L. para azucares reductores. Las

determinaciones se realizaron por triplicado a cada uno de los duplicados de los extractos.

Figura 13. Determinacion del contenido de azucares en extractos de E. texana (hojas y ramas).

A) Azucares totales; B) Azucares reductores.

3.6 Contenido de Fenoles Totales (CFT)
La determinacion del CFT se realizd para todos los extractos, siguiendo la misma

metodologia descrita en el apartado 3.3 (Figura 14).

I :_ 45min en
“oscuridad

Muestra  20uL  jQOUL Folin 1:10  75uL NaxCOs 7.5%

diluida Lectura a
(vIv) (p/v) 750nm

Figura 14. Metodologia desarrollada para determinar CFT en extractos de E. fexana.
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3.7 Contenido total de flavonoides (CTF)

El CTF se realizd para todos los extractos obtenidos mediante la técnica colorimétrica
adaptado a microplaca, recomendada por Blasa et al. (2006). Se tomaron 50 pL de cada extracto
(se realizé previamente una dilucion 1:40) y se mezclaron con 15 pL de nitrito de sodio (NaNO>
5% p/v) en microplaca de 96 pocillos, el cual se agitd suavemente y se dejo reaccionar por 5 min.
Después, se anadieron 15 pL de cloruro de aluminio (AICI3 10%, p/v) y se agitdé suavemente, se
dejo incubar por 6 y se agregaron 100 uL. de NaOH 1M; finalmente, se dejé reaccionar por 5 min
y se leyo la absorbancia a longitud de onda de 510 nm (Figura 15). El CTF se reporté como
miligramos de equivalentes de quercetina por gramo de extracto (mg EQE/g muestra), comparando
los resultados con una curva de calibracion, usando como estandar quercetina a 510 mg/L. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Figura 15. a) Determinacion de contenido total de flavonoides en extractos de E. texana.

ETAPAII. Evaluacion y comparacion de las propiedades bioactivas de extractos de E. texana

obtenidos con solventes convencionales y disolventes eutécticos profundos

3.8 Actividad antioxidante

3.8.1 DPPH

La capacidad de captura de radicales libres de los extractos se determiné mediante el
ensayo DPPH siguiendo la metodologia adaptada de Charles-Rodriguez et al. (2020). Se tomaron
25 pL de cada extracto diluida (1:10 v/v en agua destilada) y se mezclaron con 200 pL de solucion
de DPPH (150 uM, disueltos en etanol absoluto) en microplaca de 96 pocillos. La reaccion se
incub6 en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. La absorbancia se
midio6 a una longitud de onda de 520 nm en un lector de microplacas (Figura 16). Los resultados

fueron expresados como miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de muestra (mg ET/g
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muestra), comparando los resultados con una curva de calibracion, usando como estandar Trolox
(un compuesto antioxidante), a una concentracion de 1000 mg/L. Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

Figura 16. Determinacion de actividad antioxidante por el método de DPPH.

3.8.2 ABTS

La cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS+ por la presencia de antioxidantes
en la muestra se determind mediante la metodologia adaptada de Guia-Garcia et al. (2021). Primero
se prepard la solucion de ABTS a una concentracion de 7 mM en agua destilada y se mezcl6 con
una solucidn de persulfato de potasio (2.45 mM); la mezcla se mantuvo a 4 °C durante 14-16 h en
condiciones de oscuridad. Posteriormente, la solucion se ajustd con etanol al 20% (v/v) a una
absorbancia de 0.700 £+ 0.010 a longitud de onda de 750 nm. Seguido de ello, se agregaron 10 pL.
de cada extracto diluidos (1:10) a una microplaca de 96 pocillos y se mezclaron con 200 uL de la
solucion ABTS, previo ajuste. Las mezclas se mantuvieron durante 10 min en condiciones de
oscuridad y luego se midio la absorbancia a 750 nm (Figura 17). Los resultados fueron expresados

como miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de muestra (mg ET/g muestra),
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comparando los resultados con una curva de calibracion, usando como estandar Trolox, a una

concentracion de 1030 mg/L. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

563 [ 1. 7196 16519
Jou | 00725 | tosd | 01262 |0 0961 o o
T 1m0 | 1094 | 0,526 | 021411 | 01504 0. 142t |o-i191{0-1251

0,105 (01249 01121 | 0.1473 | 6. 1226 [0, 4496 {01436 0.1466

Figura 17. Determinacion de actividad antioxidante por el método de ABTS.

3.9 Actividad antifangica in vitro

Para evaluar la actividad antifingica, la cepa de 4. niger se activo en medio de cultivo PDA
y se incubd a 27 + 2.0 °C durante 7 dias en una incubadora (Riossa, modelo E-71, México) (Figura
18). Posteriormente, se prepard una solucion de esporas con una concentracion de 1 x 10*
esporas/mL, siguiendo la metodologia sugerida por Flores-Lopez et al. (2016). Para ello, se
prepararon 8 mL de una solucion de Tween-80 al 0.01%, con la cual se realizé un barrido sobre las
colonias de 4. niger. La mezcla obtenida se filtr6 a través de una gasa estéril para eliminar restos
de biomasa y medio de cultivo, obteniendo una solucion de esporas. A continuacion, se realizo el
conteo de esporas utilizando una cdmara de Neubauer (Marienfeld, Alemania) para determinar su

concentracion en la solucidon, empleando la Ecuacion 1.
Esporas/mL = (X)(FD)(FC)(25) Ecuacién 1

donde: X es la media del conteo, FD= factor de dilucion, FC= factor de concentracion (valor

constante=10,000), y 25 corresponde al nimero total de cuadros de la camara.

Los tratamientos con extractos se prepararon a concentraciones de 0.1%, 0.25%, 0.5%, 5%,

y 20% (v/v), diluidos en caldo papa dextrosa. El ensayo se llevo a cabo en microplacas estériles,

35



afiadiendo 100 pL de cada tratamiento junto con 100 pL de la solucidon de esporas previamente
preparada. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento. Como control absoluto, se utilizo
caldo papa dextrosa con la solucion de esporas sin adicion de extractos. Las placas fueron
incubadas a 27 + 2 °C y se evalud la densidad 6ptica (DO) a 600 nm durante un periodo de 96 h,
realizando lecturas de absorbancia en intervalos de 24 h utilizando un lector de automatico de
microplacas (BIOBASE-EL 10A, Jinan, SHG, China) (Figura 19). El porcentaje de inhibicion del

crecimiento (%) se evalué mediante la siguiente ecuacion:

o DO¢ontroi~DO .,
Inhibicion (%) = —<ouwl —miestn  1()() Ecuacion 2
Docontrol

donde, DO,,,stra COrresponde a la densidad dptica de cada tratamiento y DO, Se refiere a la

densidad optica del control. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

Figura 18. A) Siembra de A. niger, B) A. niger después de 7 dias en incubacion, C)

Caracterizacion por microscopia.
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DES4. T96

Figura 19. A) Conteo de esporas, B) Preparacion de concentraciones, C) Preparacion de la
solucion de esporas, 1x10* Esp/mL, D) Montaje en microplaca, E) Crecimiento del hongo a las

96 h.
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ETAPA III. Efecto de la incorporacion de extractos bioactivos de E. fexana en la vida de

anaquel de tortilla de maiz

3.10 Proceso de nixtamalizacion

El proceso de elaboracion de nixtamal se llevd a cabo siguiendo la metodologia sugerida
por Sanchez- Sandoval et al. (2018). Se colocé en un recipiente 9 kg de granos de maiz blanco, 27
L de agua con 2% de Ca(OH)», y se calentd a 92 °C por 45 min. Una vez finalizado el tiempo de
coccion se retirod del fuego y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 12 h con el fin de
ablandar el pericarpio, después se realizo el lavado del maiz. El maiz se tritur6 en un molino de

piedra y la consistencia adecuada de la masa se obtuvo mezclando con suficiente agua (Figura 20).

Figura 20. A) Preparacion de la solucion de Ca(OH)2 2% (m/v), B) Triturado del nixtamal en

molino de piedra.

3.11 Incorporacion de extractos de E. texana

Los analisis de actividad antifingica fueron relevantes para seleccionar los extractos mas efectivos
en cuanto a actividad inhibitoria contra 4. niger y proceder a la incorporacién en la tortilla de maiz.
Se seleccionaron los extractos DEP 4 y DEP 5 debido a su alta concentracion de compuestos,
ademas su capacidad de inhibir A. niger, un hongo que prolifera en tortillas, ademés de que no
tienen efectos citotdxicos, de acuerdo con diversas fuentes bibliograficas (Carreon- Hidalgo et al.,
2024). Los extractos seleccionados, tanto de hojas como de ramas, se adicionaron en dos
concentraciones distintas: 0.2% y 0.4%. Estas concentraciones se establecieron conforme a la
NOM-187-SSA1/SCFI-2002, que regula productos y servicios como masa, tortillas, tostadas,
harinas preparadas y los establecimientos donde se procesan. Esta norma especifica que el limite

maximo de uno de los componentes del DEP 5 (acido acético) y DEP 4 (4cido lactico) debe seguir
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las buenas practicas de fabricacion (BPF), es decir, utilizar la cantidad minima necesaria para
lograr el efecto deseado. Esto tiene como finalidad evitar alteraciones en las propiedades

organolépticas del alimento, como olor, sabor y color.

Asimismo, se prepararon tortillas utilizando un conservador comercial, optando por el benzoato
de sodio (Fagalab, México), en cumplimiento con la misma norma, la cual estipula un limite
maximo de 1000 mg/kg de masa. Adicionalmente, se incluyeron tortillas como control absoluto,

las cuales no contenian ningun tipo de conservador.

3.12 Proceso de elaboracion y almacenamiento

El proceso de elaboracion de las tortillas de maiz se realizd siguiendo la metodologia
sugerida por Sadnchez Sandoval et al. (2018). Se amasaron durante 3 min (con cada uno de los
extractos a las concentraciones propuestas), posteriormente se realizaron testales (bolitas de masa
para hacer la tortilla) y se troquelaron en una maquina tortilladora manual (Herrera, México). Las
tortillas se sometieron a cocimiento a una temperatura de 200 °C en un comal metdlico; 25 s por
un lado y 26 s por el otro lado hasta esponjar, lo cual es un indicativo del buen cocimiento de la
tortilla y de su calidad (Figura 21). Posteriormente, las tortillas se enfriaron a temperatura ambiente
por aproximadamente 10 min, y se empacaron en bolsas de polietileno de baja densidad (PEBD).

Se procedio a almacenar a 4 °C durante 15 dias en cuarto frio (Figura 22).

Figura 21. Proceso de elaboracion de tortilla de maiz e incorporacion de extractos. a)
Incorporacion de extracto a la masa, b) amasar/mezclar, ¢) Obtencion de testales, d) troquelar

en tortilladora manual, e¢) Someter a cocimiento, f) tortillas listas.
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Figura 22. Almacenamiento y empaque. a) Enfriamiento a temperatura ambiente por 10 min, b)

Empacado en bolsas de PEBD, ¢) almacenamiento a 4°C por 15 dias.

3.13 Evaluacion de parametros fisicoquimicos

Los analisis fisicoquimicos fueron evaluados cada tercer dia durante un periodo de 15 dias.
El primer andlisis se llevo a cabo el mismo dia en que se elaboraron las tortillas. Los pardmetros
analizados incluyeron: diametro, espesor, humedad, pH, color y firmeza (Figura 23).

Para evaluar las variables de didmetro, espesor y humedad, se sigui6 la metodologia
sugerida por Sanchez-Sandoval et al. (2018). El didmetro de las tortillas se determiné utilizando
un vernier (KARLEN, México), calculando el promedio de dos mediciones diagonales por unidad
experimental (una tortilla). EI espesor se obtuvo midiendo cinco tortillas apiladas y dividiendo el
resultado por cinco, utilizando el mismo instrumento. La humedad se determiné pesando 2 g de
muestra previamente molida, colocandola en una estufa de secado a 135°C durante 2 h.

Para las variables de pH y color, se emple6 la metodologia propuesta por Baez-Aguilar et
al. (2021). En pH se midi6 afiadiendo 10 g de tortilla a 90 mL de agua destilada; la mezcla se licuo
durante 5 min y se analizé con un potenciémetro (OHAUS, EUA). El analisis de color se realizd
con un colorimetro en escala CIELAB (L*, a*, b*), utilizando iluminacion circunferencial de 45°
y angulo de vision de 0°.

Finalmente, para medir la firmeza, se utilizd un penetrometro (Extech Instruments, EUA)
con una sonda de 11mm. La sonda se introdujo en tres puntos diferentes (orilla, centro y orilla) de
las tortillas, y se calcul6 el promedio siguiendo la metodologia de Ramos Sanchez (2015). Los
resultados fueron expresados en Newton (N). Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.
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Figura 23. Anélisis fisicoquimicos. a) didmetro, b) espesor, ¢) humedad, d) pH, e) color, f) firmeza.
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3.14 Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos de la caracterizacion bromatoldgica de hoja y rama de E. texana,
el perfil fitoquimico y actividad antioxidante fueron analizados mediante la prueba de comparacion
de medias completamente al azar, utilizando el software FAUANL (Olivares, 2015). Se realiz¢ la
comparacion de medias en el que con diferencias entre tratamientos de p<0.05 se consideraron

significantes.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA 1. Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de extractos de E. fexana empleando

solventes convencionales y disolventes eutécticos profundos

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de materia prima

En el Cuadro 7 se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de hojas y
ramas de E. fexana. La humedad obtenida para las hojas y ramas fue relativamente baja (1.51 +
0.28% y 3.77 £ 0.20%, respectivamente), lo cual puede atribuirse al proceso de obtencion, que
incluyo un secado previo, similar al reportado por Dionicio Concepcion (2020), donde la humedad
en hojas de R. microphylla fue de 2.20%. Este bajo contenido de humedad es beneficioso, ya que
contribuye a prevenir la degradacion de compuestos bioactivos, lo que lo hace adecuado para

analisis posteriores, como los fitoquimicos.

Cuadro 7. Andlisis fisicoquimicos en hojas y ramas de E. texana.

Parametros evaluados Hoja (% peso seco) Rama (% peso seco)
Humedad 1.51+0.28" 3.77+0.20°
Proteina 6.49+0.382 3.08+0.19°

Grasa 2.17+0.343° 0.730.73

Ceniza 6.00£0.352 6.3010.53?

Fibra cruda 17.25+0.07° 34.05+0.507
Carbohidratos totales 38.69+8.00? 20.39+11.81°

mg EG/g

Azucares totales 112.33+£23.39° 119.08+11.54%

AzUcares Reductores 54.05+16.57* 45.56+26.44°
mg EAG/g

CFT 7.00+0.32° 15.67+0.37%

Porcentaje promedio + desviacion estdndar (n = 3); los valores de la misma columna seguidos por

letras diferentes, estadisticamente, son significativamente diferentes (p< 0.05).

El contenido de proteina de la hoja de E. texana fue de 6.49 + 0.38% acercandose a lo
reportado por Nuiiez Mejia et al. (2024); quienes obtuvieron un contenido de 10.75 £ 0.83% para

la misma planta. Sin embargo, las muestras colectadas se realizaron en temporadas diferentes.
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Mientras tanto, en contenido de proteina obtenida de rama de E. texana fue 3.08 + 0.18% teniendo
una diferencia significativa con respecto al contenido obtenido en hojas (6.49+0.38%). El
contenido de proteina en estos dos 6rganos diferentes de la planta son las ideales, ya que en los
tejidos de las hojas de las plantas hay mayor presencia de proteinas involucradas en los
mecanismos de defensa, las cuales les pueden conferir resistencia, proteccion y capacidad
antifingica al tejido (Blanco-Labra, 2002; Sepulveda-Jiménez et al., 2003). El contenido de grasas
en hojas y ramas fue relativamente bajo (2.17 £ 0.34% y 0.73 + 0.73%, respectivamente), en
contraste con lo reportado por Nufiez Mejia et al. (2024), quienes obtuvieron valores de 16.10% y
7.93%, respectivamente, y Sudrez Camacho et al. (2023), con valores de 20.20% y 1.60%. Estas
diferencias podrian atribuirse a la temporada de recoleccion, ya que factores ambientales como
cambios de temperatura, disponibilidad de agua y luz solar pueden variar significativamente, al
igual que las etapas fenoldgicas de la planta. Las grasas, en particular los lipidos, desempenan un
papel esencial en las plantas, ya que forman parte de las membranas celulares, contribuyen al

almacenamiento de energia e influyen en la permeabilidad celular.

En cuanto al contenido de ceniza, tanto hojas y ramas de E. fexana presentaron valores
similares (6.00+0.34% y 6.30+0.52% respectivamente). Un estudio realizado por Forbes (1992)
report6 un contenido de cenizas de 7.17% en hojas de E. polystachya, valor comparable con los
obtenidos en el presente trabajo. El contenido de cenizas en plantas de zonas aridas y semidridas
se asocia principalmente con su capacidad para retener minerales, considerandose que la
acumulacion de este tipo de sales forma parte de los mecanismos de defensa de la planta frente a

condiciones ambientales adversas (Andrade-Bustamante et al., 2017; Barroso et al., 2005).

El contenido de fibra cruda obtenido en las hojas fue de 17.25 £+ 0.07%, mientras que en
las ramas fue de 34.05 + 0.50%. Este ultimo valor es consistente con lo reportado por Nuifiez Mejia
et al. (2024), quienes informaron un contenido de fibra cruda en ramas de 32%. Los resultados de
este estudio confirman que las ramas poseen un mayor contenido de fibra en comparacion con las
hojas, lo cual se debe a su composicion estructural. Las ramas estdn formadas principalmente por
tejidos como la epidermis (en plantas jovenes) o la peridermis (en plantas adultas), asi como por
sistemas fundamentales como el colénquima, parénquima y esclerénquima, los cuales varian segiin
el estado fenoldgico de la planta. En general, una planta adulta tendra un mayor contenido de fibra

debido a su mayor grado de desarrollo estructural.
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El anélisis del contenido de fibra es relevante no solo por sus beneficios nutricionales, sino
también por sus propiedades bioactivas. La fibra contribuye a la prevencién y el manejo de
enfermedades gracias a su contenido de compuestos antioxidantes y antiinflamatorios. Por lo tanto,
la determinacion del contenido de fibra en los distintos 6rganos de la planta tiene un impacto
significativo en la formulacion de productos alimenticios y en el aprovechamiento de sus

beneficios para la salud.

En el caso de los carbohidratos totales, las hojas presentaron un valor de 38.69 + 8.00%,
mientras que las ramas un valor de 20.39 + 11.81%, sin observar diferencias significativas entre
ambos organos. Segun un estudio realizado por Dionicio Concepcion (2020) en R. microphylla, se
reportd un contenido de carbohidratos en hojas de 78.10%. Esto corrobora el hecho de que las
plantas de zonas aridas y semidridas suelen presentar un alto contenido de carbohidratos, lo que
podria estar relacionado con su capacidad de adaptacion a condiciones extremas y su rol en el
almacenamiento de energia para procesos metabolicos esenciales. De acuerdo a Pallardy (2008)
los carbohidratos son los productos principales de la fotosintesis, considerados como fuente
principal de reserva energética en comparacion con los lipidos. De esta forma, los procesos como
la reproduccion, defensa, mantenimiento, almacenamiento y crecimiento dependen de los
carbohidratos como fuente de energia (Lilly, 2001). Asimismo, la distribucion de carbohidratos
por las hojas y ramas de las plantas es controlada principalmente por el estado fenolédgico, por lo
que el contenido de carbohidratos (azucares) en los 6rganos de las plantas es decisivo para afrontar
condiciones adversas que se presentan (Martinez-Trinidad et al., 2013). Los resultados obtenidos
en el presente trabajo muestran un contenido relativamente bajo en comparacion con lo reportado
por diversos autores, como Suarez-Camacho et al. (2023), que presenta valores de 61.47% y
85.71%; mientras que Nufiez Mejia et al. (2024) reportaron valores de 26.50% y 44.90% en hojas

y ramas, respectivamente.

En cuanto a los azucares totales, se determind un alto contenido en la materia prima de
E. texana, tanto en hojas como en ramas, con valores de 112.33 +23.39y 119.08 + 11.54 mg EG/g
muestra, respectivamente. Segun el andlisis de comparacion de medias, no se observaron
diferencias significativas en los contenidos de azucares totales y reductores entre ambos 6rganos.
Sin embargo, se identificaron diferencias (p<0.05) en el contenido de azlcares totales de cada

organo en relacion con sus azucares reductores. Por otro lado, el CFT fue significativamente mayor
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en las ramas, con un valor de 15.67 = 0.37 mg equivalentes de acido galico (mg EAG)/g muestra,
en comparacion con las hojas, que presentaron un contenido de 7.0 = 0.32 mg EAG/g muestra.
Este resultado podria explicarse por diversas razones. Las ramas, al ser estructuras mads
permanentes y menos reemplazables que las hojas, requieren mayor proteccion frente a factores
ambientales adversos. Ademas, al tratarse de estructuras perennes, las ramas tienen la capacidad
de acumular una mayor cantidad de fenoles a lo largo del tiempo. En contraste, las hojas son
estructuras temporales que se renuevan con mayor frecuencia, lo que podria limitar su acumulacion

de fenoles.

Jiménez-Ferrer et al. (2008) afirman que el andlisis fisicoquimico puede variar segun las
épocas del afo. Esto se demostro en un estudio sobre especies de uso forrajero, incluyendo E.
adenostylis, realizado en temporada seca y de lluvias. Los resultados mostraron un contenido de
proteina cruda de 19% y 15.8%, fibra cruda neutra de 43.3% y 61.4%, y ceniza de 18% Yy 6.8%,

respectivamente.

4.2 Produccion de extractos de E. texana empleando solventes convencionales y disolventes

eutécticos profundos

Los rendimientos de los extractos obtenidos a partir de hojas y ramas de E. texana se
presentan en el Cuadro 8. Los porcentajes de rendimiento fueron evaluados mediante una
comparacion de medias para cada uno de los 6rganos de la planta. En hojas, los anélisis estadisticos
indicaron diferencias significativas al emplear etanol absoluto como disolvente, obteniéndose un
rendimiento de 67.14 + 2.69%, el mas alto en comparacion con los demds disolventes. El
comportamiento de los rendimientos en hojas, de mayor a menor, fue el siguiente: E>E-A>DEP4>
DEP5>DEP3>DEP2>A>DEP1. Los ultimos cinco extractos no mostraron diferencias

significativas.

En el caso de las ramas, también se observaron diferencias significativas entre algunos
extractos, con el siguiente orden descendente: E>A>DEP2>DEP4>E-A>DEP5>DEP3>DEP1.
Los tres ultimos extractos no presentaron diferencias significativas, mostrando rendimientos
similares. De acuerdo a Dirar et al. (2019) indicaron que el uso de diferentes solventes de
extraccion se obtienen rendimientos variables, lo cual afirman que se debe a la naturaleza y
cantidad de metabolitos secundarios extraidos. Estos autores realizaron extracciones de diferentes

especies de plantas usando diferentes solventes, obteniendo mayores rendimientos en los extractos
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tratados con agua, hidroalcohoélicos al 50% y al 70%; esto puede deberse a la solubilidad de los

carbohidratos polares y los glucosidos de los metabolitos secundarios.

Cuadro 8. Rendimiento de extractos de hojas y ramas de E. texana.

Organo Extracto  Rendimiento (%)
E-A 53.57+1.60°
A 41.90£2.69°
E 67.14+2.692
Hojas DEP1 40.95+2.69¢

DEP2 41.43+0.67°
DEP3 44.29+0.67°
DEP4 45.71+5.38"
DEP5 45.0+0.33°
E-A 49.29+1.0%

A 60+0.60%
E 66.67+3.36°
Ramas DEP1 45,24+1.344

DEP2 55.71+6.0"
DEP3 45+1.00¢
DEP4 49.52+0.67%
DEP5 47.62+1.01¢

Valor promedio + desviacion estandar (n = 4); los valores de la misma columna seguidos por letras
diferentes, son estadisticamente diferentes (p< 0.05) entre el mismo 6rgano. Solventes: EA =

Hidroalcoholico, A = acuoso y E = etanolico.

Se considera que la propiedad y textura de viscosidad del solvente de extraccion es un
factor critico que pueden afectar varios aspectos durante el proceso de extraccion, desde la difusion
y penetracion hasta la solubilidad y la manipulacion del extracto, lo que a su vez puede influir
significativamente en el porcentaje de rendimiento de extraccion. Es el caso de los DEP utilizados,
ya que por las propiedades viscosas de la mayoria de ellos se obtuvieron menores rendimientos en

comparacion con los solventes convencionales utilizados.
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4.3 Cuantificacion de azucares totales y reductores de extractos

En el Cuadro 9 se muestran los contenidos de aztcares totales y reductores de los extractos

de E. texana, con el uso de diferentes solventes.

Cuadro 9. Azucares totales y reductores de extractos de hojas y ramas de E. texana.

AzUcares totales

(mg EG/g extracto)

AzUcares reductores

(mg EG/g extracto)

Extracto Hojas Ramas Hojas Ramas
E-A 677.64+4.19% 64.11+1.40° 634.47+6.93? 713.65+18.99°
A 581.69+1.11° 97.93+4.01°¢ 579.96+28.132 636.88+11.96"
E 599.61+20.19° 69.08+2.73¢ 524.05+21.002 515.86+3.42°
DEP1 727.84+7.21% 80.71+4.25°¢ 658.59+4.122 638.59+23.81¢
DEP2 799.45+7.33% 112.42+4.36° 575.74+6.432 688.48+19.89°
DEP3 951.84+42.03? 316.13+37.592 698.45+22.112 864.93+11.932
DEP4 702.22+2.39% 211.66+5.29% 599.96+24.522 709.03+28.84°
DEP5 154.36+1.57¢ 136.64+0.37%° 122.23+9.55° 100.50+7.13¢

Valor promedio + desviacion estdndar; los valores de la misma columna seguidos por letras
diferentes son estadisticamente diferentes (p< 0.05). Solventes: EA = Hidroalcohdlico, A = acuoso

y E = etandlico.

El analisis comparativo de los valores obtenidos con diferentes solventes permitid

determinar cual de ellos favorece una mayor extraccion de azucares y evaluar el contenido de
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azucares en los distintos drganos de E. texana. En términos de azlcares totales, las hojas
presentaron un mayor contenido en comparacion con las ramas. Aunque la mayoria de los extractos
mostraron valores similares sin diferencias estadisticamente significativas, el extracto DEP5

presentd un contenido (p<0.05) menor, con un valor de 154.36 + 1.57 mg EG/g de extracto.

En cuanto a los azlcares reductores, no se observaron diferencias significativas en las
hojas, salvo nuevamente en el extracto DEP5, con un contenido de 122.23 + 9.55 mg EG/g. En las
ramas, se registraron diferencias significativas en los extractos DEP3 y DEPS5, con valores de
864.93 £ 11.93y 100.50 + 7.13 mg EG/g, respectivamente.

El tipo de mecanismo de extraccién, las condiciones de operacion y los solventes
empleados son factores criticos que influyen en la cantidad de azlcares extraidos, tanto totales
como reductores. Esto se refleja en la comparacidn con los valores reportados para la materia prima

(Cuadro 7), donde se detecté un menor contenido de azticares en comparacion con las extracciones.

Los resultados sugieren que E. texana genera un mayor contenido de azlcares totales como
un mecanismo de defensa frente a condiciones adversas de su entorno semidesértico. Segun
Montenegro-Ruiz et al. (2012), el contenido de azucares totales en las plantas aumenta en
condiciones de deshidratacién, como sequias, y disminuye al rehidratarse. Este comportamiento
se interpreta como un ajuste osmotico y una estrategia de osmoproteccion para mantener la

integridad celular.

El elevado contenido de azUcares totales en las hojas de E. texana destaca su potencial
bioactivo para diversas aplicaciones industriales. En la industria alimentaria, estos az(icares pueden
emplearse como edulcorantes, conservantes y mejoradores del sabor, ademas de ser Utiles en la
produccion de biocombustibles y productos fermentados como vino, cerveza y yogur. En la
industria farmacéutica, son clave para la formulacion de jarabes, medicamentos y recubrimientos
de tabletas, mientras que en la industria cosmética se utilizan como humectantes y emolientes. En
la industria textil, contribuyen al tratamiento de fibras, mejorando sus propiedades fisicas y

quimicas.

De igual manera, el contenido elevado de azlcares reductores tiene aplicaciones en las
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética, actuando como conservantes antimicrobianos,

mejoradores de textura y estabilidad, humectantes, y agentes funcionales en procesos de
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fermentacion y produccion de materiales biodegradables como bioplasticos. Estos resultados abren
nuevas oportunidades para el aprovechamiento industrial de los azucares presentes en E. texana.
Cabe sefalar que este es el primer estudio que presenta la determinacion del contenido de azlicares
en hojas y ramas de E. texana, el cual puede tomarse como antecedente para su futura investigacion

y aplicacion.

4.4 Contenido de Fenoles Totales (CFT) y contenido total de flavonoides (CTF)

En el Cuadro 10 se muestra el CFT y CTF de los extractos de E. texana. EI CFT en los
extractos obtenidos con diferentes solventes muestra valores destacados, especialmente en hojas,
donde los extractos con DEP presentan concentraciones significativamente mayores en

comparacion con los solventes convencionales, con excepcion del extracto E-A.

Cuadro 10. Contenido de Fenoles Totales (CFT) y contenido total de flavonoides (CTF) de
extractos de E. texana.

Extracto CFT CTF

(mg EAG/g extracto) (mg EQE/g extracto)

Hojas Ramas Hojas Ramas
E-A 14.95+1.25*  14.73+1.37°  30.62+1.57°  29.44+2.10°
A 10.78+1.44%  13.0£1.27°  23.7442.55°  17.49+3.01%
E 8.0+0.85¢ 451+0.71°  24.79#3.82°  11.38+4.46°
DEP1 | 17.54+1.81%®  11.0#1.98®  13.72+2.57%  15.58+3.90¢
DEP2 | 17.95+1.37% 14.37+1.76° 40.174#5.68%  27.31+3.27°
DEP3 | 19.20+2.94%  18.91+1.47%°  44.6+3.61°  26.84+2.47°
DEP4 | 18.96+3.50%*  18.84+1.84% 26.03+3.87° 22.87+1.38"
DEP5 | 20.87+#2.36° 20.93x1.47%° 15.54+1.88%  19.85+2.0"

Valor promedio £ desviacion estdndar; los valores de la misma columna seguidos por letras
diferentes son estadisticamente diferentes (p< 0.05). Solventes: EA = Hidroalcoholico, A = acuoso

y E = etandlico.

El extracto E-A no presenta diferencias (p>0.05) con los extractos obtenidos con los DEP1,

DEP2, DEP3 y DEP4. Sin embargo, el DEP5 se distingue al mostrar una diferencia significativa
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respecto a los extractos E-A, Ay E, con un contenido de 20.87 £ 2.36 mg EAG/g de extracto,
seguido por DEP3 (19.20 + 2.94), DEP4 (18.96 + 3.50), DEP1 (17.54 + 1.81) y DEP2 (17.95 +
1.37 mg EAG/g de extracto), respectivamente. La clasificacion de los extractos en orden
descendente segun el CFT es la siguiente: DEP5>DEP3, DEP4>DEP1, DEP>E-A>A>E.

En el caso de las ramas, los extractos DEP3, DEP4 y DEP5 mostraron contenidos mas altos
con valores de 18.91 + 1.47, 18.84 + 1.84 y 20.93 = 1.47 mg EAG/g de extracto, respectivamente,
sin diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, estos extractos presentaron diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con los extractos E-A, A, DEP1y DEP2 (14.73 +
1.37,13.0+£1.27,11.0 £ 1.98, 14.37 £ 1.76 mg EAG/g de extracto). No se observaron diferencias
estadisticas significativas entre los extractos mencionados previamente. El extracto E mostro
diferencias significativas en comparacion con el resto de los extractos, con un contenido mas bajo
de 451 £ 0.71 mg EAG/g de extracto. En este caso, la clasificacion de los extractos en orden
descendente segun el contenido de fenoles totales es la siguiente: DEP3, DEP4, DEP5 > E-A, A,
DEP1, DEP2 > E.

Suarez-Camacho et al. (2023) realizaron un estudio sobre extractos de hojas y ramas de E.
texana utilizando solventes acuosos, hidroalcohélicos y etandlicos, obteniendo valores de CFT
significativamente mayores en ambos 6rganos de la planta en comparacion con los resultados
obtenidos en el presente trabajo. En hojas, el extracto tratado con etanol mostré el mayor CFT, con
un contenido de 108.95 mg EAG/g de extracto, seguido por el extracto hidroalcoholico (60.67 mg
EAG/g) y el acuoso (43.94 mg EAG/g). En ramas, el extracto acuoso present6 el mayor contenido
de CFT con 85.89 mg EAG/g, seguido del etandlico (69.00 mg EAG/g) y el hidroalcohdlico (76.95
mg EAG/g). Uno de los factores criticos que podria haber contribuido a la obtencion de un mayor
CFT es la concentracion de los extractos mediante liofilizacion (para acuoso e hidroalcoholico) y
el uso de evaporador rotatorio (para etanoélico). Estos métodos permiten una mayor preservacion
de compuestos sensibles, al minimizar la exposicion al calor y al oxigeno, lo que reduce la pérdida
de fenoles por oxidacion. Ademas, los extractos concentrados tienden a tener mayor estabilidad a

largo plazo.
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Un estudio comparativo realizado por Ortiz Lopez et al. (2019) sobre diferentes métodos
de secado en plantas medicinales mostré que los extractos liofilizados tenian un contenido
significativamente mayor de CFT y una mejor actividad antioxidante en comparacion con los
extractos secados al aire o al horno. Seguin Bhattacharya et al. (2010) y Sampaio et al. (2016), otro
factor importante es que la concentracion de compuestos fendlicos en cualquier tejido vegetal
puede depender de la estacion del afio y variar durante las diferentes etapas de crecimiento y

desarrollo de la planta.

ElI CTF en los extractos evaluados con los diferentes solventes de distinta polaridad muestra
un especial interés en los extractos DEP2 y DEP3, ya que se obtuvieron contenidos en hojas de
40.17 £ 5.68 y 44.6 + 3.61 mg EQE/g de extracto, respectivamente, sin mostrar diferencias
significativas entre si. Estos fueron seguidos por el extracto E-A con un contenido de 30.62 + 1.57
mg EQE/g y el extracto DEP4 con 26.03 + 3.87 mg EQE/g. Los extractos A y E presentaron
contenidos de 23.74 £ 2.55y 24.79 + 3.82 mg EQE/qg, respectivamente, sin diferencias estadisticas
significativas. Los dos extractos de hojas con los menores contenidos de equivalentes de quercetina
fueron DEP1y DEP5, con contenidos de 13.72 £ 2.57 y 15.54 + 1.88 mg EQE/qg, respectivamente.
Los extractos se ordenan de forma ascendente en funcion del contenido de flavonoides totales:
DEP2 > DEP3 > E-A > DEP4 > A > E > DEP5 > DEP1.

En el caso de las ramas, los extractos DEP2, DEP3 y E-A mostraron contenidos de
flavonoides relevantes, con 27.31 + 3.27, 26.84 + 2.47 y 29.44 + 2.10 mg EQE/g, respectivamente,
seguidos por DEP4 y DEP5 (22.87 + 1.38 y 19.85 + 2.0 mg EQE/qg, respectivamente, sin
diferencias significativas). Los extractos A y DEP1 presentaron contenidos de 17.49 £ 3.01y 15.58
+ 3.90 mg EQE/qg, respectivamente. El extracto etandlico (E) mostrd el menor valor de CTF, con
11.38 + 4.46 mg EQE/qg, presentando diferencias significativas con respecto a los demas extractos.
El orden de los extractos, en funcién del CTF, es: E-A > DEP2 > DEP3 > DEP4 > DEP5 > A >
DEP1 > E.

Saudy Saret et al. (2018) obtuvieron extractos etandlicos de E. polystachya a partir de la
corteza seca y pulverizada, reportando un CTF de 3.72 mg EQE/g de extracto, similar al contenido
del extracto etanolico de ramas de E. texana. Asimismo, Sulaiman et al. (2014) reportaron un CTF

en extractos de la corteza de Acacia catechu, una planta de la misma familia de las leguminosas
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que comparte habitat con E. texana, encontrando un contenido de 3.26 mg EQE/g de extracto con

metanol, similar al contenido de flavonoides en el extracto etanélico de ramas de E. texana.

Los flavonoides son responsables de caracteristicas como el color, fragancia y sabor en las
plantas. Ademas, desempefian funciones cruciales, como regular el crecimiento celular, atraer
insectos polinizadores y proteger contra el estrés bidtico y abidtico. El alto contenido de
flavonoides en los extractos obtenidos con DEP y solventes convencionales puede ser de gran
interés para futuras aplicaciones en diversas industrias, como la alimentaria, donde estos
compuestos pueden servir como conservantes, pigmentos y antioxidantes, asi como en las

industrias de la cosmética y farmacéutica (Dias et al., 2021).

Es importante destacar que este es el primer estudio realizado en la cuantificacion del
contenido de fenoles y flavonoides totales en extractos utilizando DEP. Por lo tanto, los resultados
obtenidos son de gran relevancia para futuras investigaciones y aplicaciones en diversas industrias,

especialmente la alimentaria

ETAPAII. Evaluaciény comparacion de las propiedades bioactivas de extractos de E. texana

obtenidos con solventes convencionales y disolventes eutécticos profundos

4.5 Actividad antioxidante

En el Cuadro 11 se muestra la actividad antioxidante de los extractos de E. texana mediante
las técnicas DPPH y ABTS. En hojas, los extractos E-A, E, DEP1 y DEP4 mostraron la mayor
capacidad de captacion de radicales de hidrogeno, con valores de 87.78 £9.77, 82.37 +2.42, 92.69
+ 487 y 86.28 + 4.50 mg ET/g de extracto, respectivamente, sin diferencias estadisticas
significativas entre ellos. Estos fueron seguidos por el extracto DEP5 (73.29 + 6.40 mg ET/g de
extracto) y DEP3 (45.33 £9.14 mg ET/g de extracto). Los extractos A y DEP2 mostraron el menor
contenido de radicales captadores de hidrogeno, sin diferencias significativas, con valores de 10.27
+7.44y 12.06 = 7.00 mg ET/g de extracto, respectivamente. El orden descendente de los extractos
segun su contenido de radicales captadores de hidrogeno es el siguiente: DEP1 > E-A > E > DEP4

> DEPS > DEP3 > A> DEP2.
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Cuadro 11. Contenido de actividad antioxidante de extractos de E. texana mediante técnicas de

DPPH y ABTS.
Extracto DPPH ABTS
mg ET/g extracto mg ET/g extracto
Hojas Ramas Hojas Ramas

E-A 87.78+9.7®°  67.37+£3.89° 95.26+6.62% 89.74+10.96"°

A 10.27+7.4%  40.39+4.08° 53.61+7.86%  72.0+4.54°

E 82.3742.4%  36.19+2.929  65.69+4.36°  32.22+6.08¢
DEP 1 92.69+4.8°  67.80+5.76°  30.88+5.91°  34.86+10.0°
DEP 2 12.06x7.09  15.02+4.08° 106.25+5.24* 112.67+2.01°
DEP 3 4533+£9.1°  51.98+8.59°  41.96+7.74°  86.73+7.56"
DEP 4 86.28+4.5%  91.05+4.78°  91.69+3.29"  108.99+2.44%
DEP 5 73.29+6.4°  96.44+3.02°  99.68+4.48°  96.54+4.08%

Valor promedio + desviacion estdndar; los valores de la misma columna seguidos por letras
diferentes son estadisticamente diferentes (p< 0.05). Solventes: EA = Hidroalcohoélico, A = acuoso

y E = etandlico.

En ramas, los extractos DEP4 y DEP5 presentaron el mayor contenido de radicales
captadores de hidrégeno, con valores de 91.05 + 4.78 y 96.44 + 3.02 mg ET/g de extracto,
respectivamente. Estos fueron seguidos por los extractos DEP1y E-A (67.80 £5.76 y 67.37 £ 3.89
mg ET/g de extracto, respectivamente), y el extracto DEP3, que mostré un contenido de 51.98 +
8.59 mg ET/g de extracto. Los extractos A y E exhibieron valores de 40.39 + 4.08 y 36.19 *
2.92 mg ET/g de extracto, respectivamente, sin diferencias significativas. El extracto acuoso en
ramas presentd un alto contenido de radicales captadores de hidrogeno, lo cual es interesante dado
su bajo contenido en hojas. El extracto DEP2 tuvo el menor contenido con 15.02 + 4.08 mgET/g
de extracto. El orden descendente de los extractos segun su contenido de radicales captadores de
hidrogeno es el siguiente: DEP4 > DEP5 > DEP1 > E-A > DEP3 > A > E > DEP2.

En la técnica ABTS, que mide la capacidad de donar electrones, los extractos de hojas
mostraron los mayores contenidos en E-A, DEP2, DEP4 y DEP5 (95.26 + 6.62, 106.25 * 5.24,
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91.69 £ 3.29 y 99.68 + 4.48 mg ET/g de extracto, respectivamente). Los extractos E-A y DEP2
presentaron la mayor capacidad de donar electrones al radical ABTS, mostrando diferencias
significativas con respecto a DEP4 y DEPS5. Les siguen los extractos Ay E (53.61 + 7.86 y 65.69
+ 4.36 mg ET/g de extracto, respectivamente). Finalmente, los extractos DEP1 y DEP3 mostraron
los menores contenidos (30.88 £ 5.91y 41.96 + 7.74 mg ET/g de extracto, respectivamente). El
orden de los extractos segun su capacidad de donar electrones es: DEP2 > E-A > DEP4 > DEP5 >
E > A > DEP1 > DEP3. En ramas, los mayores contenidos se encontraron en los extractos DEP2,
DEP4y DEP5 (112.67 £2.01, 108.99 £ 2.44y 96.54 + 4.08 mg ET/g de extracto, respectivamente),
sin diferencias significativas entre ellos. Estos fueron seguidos por los extractos E-A, Ay DEP3
(89.74 £ 10.96, 72.0 £ 4.54 y 86.73 £ 7.56 mg ET/g de extracto, respectivamente). Los extractos
que mostraron menor capacidad de donar electrones fueron E y DEP1 (32.22 + 6.08 y 34.86 + 10.0
mg ET/g de extracto). Algunos extractos de ramas mostraron mayor contenido que los de hojas, lo
que se debe a su capacidad de donar una mayor cantidad de electrones al radical libre ABTS+y

reducirlo a ABTS, resultando en una mayor capacidad de decoloracion.

Algunos de los extractos evaluados mostraron diferencias en la capacidad antioxidante
segun la técnica empleada. Por ejemplo, el extracto A mostro con la técnica DPPH un contenido
de 10.27 + 7.44 mg ET/g en hojas y 40.39 + 4.08 mg ET/g en ramas, mientras que con la técnica
ABTS se observaron contenidos de 53.61 + 7.86 mg ET/gy 72.0 + 4.54 mg ET/g, respectivamente.
De manera similar, el extracto DEP2 present6 en hojas y ramas contenidos diferentes: 12.06 + 7.00
y 15.02 £ 4.08 mg ET/g seglin DPPH, y 106.25 + 5.24 y 112.67 + 2.01 mg ET/g en el método de
ABTS. Estas diferencias pueden atribuirse a varios factores, como los mecanismos de reaccién de
cada técnica, la estructura quimica y los grupos funcionales de los antioxidantes, que determinan
su eficiencia en cada tipo de reaccion, asi como la solubilidad de los antioxidantes en los solventes

utilizados, que también puede influir en la actividad.

Pocos estudios han investigado la actividad antioxidante de extractos de E. texana, pero si
se han realizado diversas investigaciones con plantas del mismo género y con plantas que
comparten habitats similares, como zonas aridas o semiaridas. Un estudio de Narvaez et al. (2007)
evaluaron antioxidantes mediante la técnica DPPH en extractos metandlicos de hojas y ramas de

especies del género Eysenhardtia, incluyendo E. platycarpa, E. punctata y E. subcoriacea. Los
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resultados obtenidos son comparables con los extractos hidroalcohdélicos (E-A) y etanolicos (E) de

hojas y ramas de E. texana del presente estudio.

Segun el reporte de Jasso de Rodriguez et al. (2019), Juglans microcarpa ha demostrado
un contenido de actividad antioxidante del 89.6% mediante la técnica DPPH, expresado como
porcentaje de actividad eliminadora (% RSA). Este comportamiento es comparable con los
extractos hidroalcoholicos (E-A) y etanolicos (E) de hojas. De manera similar, los extractos
etanolicos de hojas de F. cernua han mostrado una actividad antioxidante del 32.50% bajo la
técnica ABTS, también expresada como porcentaje de actividad eliminadora, lo cual refleja una

correspondencia con los resultados obtenidos en los extractos de E. texana.

Djaoudene et al. (2024) evaluaron extractos de 8 cultivares diferentes de Phoenix
dactylifera L. utilizando DEP (4cido lactico + sucrosa, 3:1), obteniendo valores de capacidad
antioxidante (ABTS) de 838.7, 214.1, 257.5, 242.5, 183.9, 281.1, 125.4 y 249.2 mg ET/100 g.
Estos resultados subrayan el potencial antioxidante significativo de los extractos de E. fexana
obtenidos mediante DEP, lo cual es relevante para futuras aplicaciones en las industrias como la

alimentaria, cosmética o industrias farmacéuticas.

4.6 Actividad antifingica

En la Figura 24 se muestran los porcentajes de inhibicion de los diferentes extractos, con
respecto al tiempo, contra 4. niger. Se observa que la actividad de los extractos va aumentando
conforme avanza el tiempo y de acuerdo al tratamiento (concentracion) en el que se encuentra. Al
final de las 96 h se puede verificar que la actividad inhibitoria de los extractos obtenidos a partir
de solventes convencionales fue practicamente nula, a comparacién de los DEP, ya que éstos
mostraron una alta capacidad de inhibicion contra el hongo en cuestion, en cualquiera de las
concentraciones evaluadas (0.5%, 5%, 20%). Es interesante la actividad biocida de los extractos
de E. texana obtenidos con DEP, por lo que en futuras investigaciones podria ser estudiado en

diversos campos, como en la agricultura, alimentos, medicina, etcétera.
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Figura 24. Porcentajes de inhibicion de A4. miger con extractos convencionales y con DEP

obtenidos de hojas a distintas concentraciones. Letras diferentes son significativamente diferentes

(p<0.05).
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Figura 25. Porcentajes de inhibicion de A. miger con extractos convencionales y con DEP

obtenidos de ramas a distintas concentraciones. Letras diferentes son significativamente diferentes

(p< 0.05).
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Los resultados obtenidos son comparables a los reportados por Lira-Saldivar et al. (2003),
quienes describen que L. tridentata presenta importantes efectos biocidas, corroborados por
diversas investigaciones que utilizaron su extracto metandlico. Dichas investigaciones
demostraron su capacidad para inhibir el hongo del género Pyhitum. En otro estudio con la misma
planta, la utilizacién de la resina hidrosoluble del extracto mostrd actividad inhibidora contra el
crecimiento micelial de F. oxysporum f. sp. licopersici, con una inhibicion del 63.2%. Ademas,
Botrytis cinerea fue inhibida en un 96% y Colletotrichum coccodes en un 80.2% al aplicarse una

concentracion de 1 mg/L (Lira-Saldivar et al., 2006).

Por otro lado, un estudio de Moreno-Limoén et al. (2011) evidencié que tanto el extracto
metandlico como el etanolico de L. tridentata a una concentracion de 100 mg/mL, utilizando el
método de dilucidn en agar, inhibieron en un 100% a Penicillium sp.. Sin embargo, solo el extracto

etanolico logro inhibir completamente a 4. flavus.

Ademads, estudios con extractos metandlicos de Jatropha cuneata a una concentracion de
500 pg/mL mostraron una fuerte actividad antifingica contra F. verticillioides (42%), aunque una
menor inhibicién contra 4. niger (6.75%) fue observada (Ruiz-Bustos et al., 2009). Esto podria
sugerir que A. niger es menos susceptible a inhibicion mediante extractos obtenidos con solventes
convencionales, lo que abre la posibilidad de que los DEP puedan tener un alto potencial para

futuras aplicaciones en el control antifiingico.
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ETAPA III. Efecto de la incorporacion de extractos bioactivos de E. fexana en la vida de
anaquel de tortilla de maiz
4.7 Evaluacion de parametros fisicoquimicos

En los Cuadros 12-16 se pueden observar los diferentes parametros fisicoquimicos medidos
en las tortillas de maiz durante el almacenaje a 4°C por 15 dias. Las mediciones fueron realizadas
cada tercer dia, asi mismo se emplearon dos concentraciones del extracto (0.2% y 0.4%). Se realiz6
un analisis estadistico mediante comparacion de medias, en el que fueron comparados cada uno de
los tratamientos con respecto a los dos controles (control absoluto y conservador comercial,
benzoato de sodio). Se puede observar que las comparaciones de los tratamientos (aquellas tortillas
adicionadas con algin extracto) con respecto a ambos controles, no muestran diferencias

estadisticas significativas en didmetro durante el almacenaje.

Cuadro 12. Monitoreo de didmetro (cm) en la vida de anaquel de tortilla de maiz a 4°C durante

15 dias.

Almacenamiento (dias)

Tratamiento 0 3 6 9 12 15
Control absoluto 10.184+0.00>*  10.38+0.10% 10.23+0.20° 10.25+0.09° 10.25+0.09% 10.30+0.2%
Benzoato de sodio 0.8% 10.83+0.24* 10.88+0.28* 10.95+0.30° 10.95+0.432 10.83+0.15* 10.85+0.222
DEP4 — (H) 0.2% 9.01+0.214 9.18+0.16° 9.09+0.17¢ 9.08+0.25° 9.12+0.03¢ 9.13+0.24°
DEP4 — (H) 0.4% 9.36:+0.254 9.47+0.38° 9.28+0.48° 9.20+0.39¢ 9.43+0.32¢ 9.28+0.38¢
DEP4 - (R) 0.2% 9.73+0.25¢ 9.73+0.40° 9.63+0.15°¢ 9.65+0.09% 9.73+0.07¢ 9.63+0.14%
DEP4 — (R) 0.4% 9.98+0.10¢ 10.040.22° 10.02+0.14% 10.06£0.20¢ 10.05+0.15% 10.05+0.22b¢
DEPS5 — (H) 0.20% 9.97+0.31b¢ 10.03+0.35 10.03+0.21% 9.78+0.23b° 9.84+0.14% 9.80+0.6"
DEPS5 — (H) 0.40% 10.61+0.29% 10.63+0.26% 10.67+0.282 10.65+0.232 10.53+0.15% 10.63+0.15°
DEPS5 — (R) 0.20% 10.33+0.13% 10.40+0.09% 10.3240.22° 10.27+£0.21% 10.27+0.25° 10.24+0.21%
DEP5 — (R) 0.40% 10.3840.16  10.45+0.05%® 10.50+0.102 10.33+£0.12°  10.18+0.19%°  10.32+0.10%°

Valor promedio + desviacion estandar; los valores de la misma columna seguidos por letras diferentes son estadisticamente

diferentes (p< 0.05).
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Cuadro 13. Monitoreo espesor (cm) en la vida de anaquel de tortilla de maiz a 4°C durante 15

dias.

Almacenamiento (dias)
Tratamiento 0 3 6 9 12 15
Control absoluto 0.21£0.03%° 0.20+0.02° 0.2040.00° 0.20+£0.00° 0.21£0.01° 0.21+£0.01¢

Benzoato de sodio 0.8% 0.18+0.02° 0.19+0.02° 0.20+0.00° 0.21+0.01° 0.21+0.01° 0.22+0.02°

DEP4 — (H) 0.2% 0330017  0.34+£0.02°  0.33£0.03*  0.35£0.03*  0.3540.02°  0.38+0.04%
DEP4 — (H) 0.4% 028+0.0°  0.27+0.02°  0.29+0.03*  0.28+0.00°  0.29+0.01*°  0.27+0.012
DEP4 — (R) 0.2% 0.27+£0.03®  0.26£0.04®  0.27+0.03®  0.25+0.01®  0.27£0.01°  0.31+0.03%®
DEP4 — (R) 0.4% 027+0.06°  0.24+0.04%  0.22+0.04>  0.23+0.02°  0.25+0.03®  0.25+0.03%
DEP5 — (H) 0.20% 0.22+0.03%  0.25£0.03°  0.23£0.01%  0.25£0.02°  0.25£0.01>  0.25+0.03b
DEPS5 — (H) 0.40% 02140012  0.21£0.03®  0.20+0.00°  0.21+0.01%  0.22+0.02c  0.23+0.01¢
DEPS5 — (R) 0.20% 0.20+£0.03%  0.23£0.03>  0.23£0.03%  0.2340.02°  0.24+0.02®  0.23+0.01¢
DEP5 — (R) 0.40% 0.22+0.00®  0.21£0.02®  0.22+0.02°  0.22+0.02°  0.22+0.00°  0.23+0.01%

Valor promedio + desviacion estandar; los valores de la misma columna seguidos por letras diferentes son estadisticamente
diferentes (p< 0.05).

En cuanto al espesor (cm), el extracto DEP4 para hojas (DEP4-H), en ambas
concentraciones, presenta diferencias significativas con respecto a los controles, mostrando
valores mas altos en todos los dias evaluados (Cuadro 13). Esta propiedad no resulta favorable
para la calidad de la tortilla, ya que es indicativo de que la tortilla tiende a endurecerse con el

tiempo. Por otro lado, los demas tratamientos no muestran diferencias significativas

Cuadro 14. Monitoreo de contenido de humedad (%) en la vida de anaquel de tortilla de maiz a

4°C durante 15 dias.

Almacenamiento (dias)
Tratamiento 0 3 6 9 12 15

Control absoluto 45.0+£3.02? 41.99+1.37° 43.88+0.872 44.79+0.832 43.15+0.592 42.18+0.16%°

Benzoato de sodio 0.8% 47.0243.712 45.17+1.192 43.84+1.342 44.48+1.16° 42.39+1.06% 40.9241.722bc

DEP4 - (H) 0.2% 37.89+1.69° 40.89+1.36° 38.03+1.72° 38.11+1.66° 40.67+2.07% 38.46+0.95°
DEP4 — (H) 0.4% 37.29+2.05° 4326+0.80®  41.63+1.15%  41.68+1.24% 39.08+0.69¢ 38.47+1.30°
DEP4 — (R) 0.2% 37.72+2.18° 41.36+0.71° 38.51+1.09° 39.90+1.05° 39.661.04° 39.07+0.59b°
DEP4 — (R) 0.4% 41.68+1.79% 42.0+£0.35% 39.91+1.94° 39.63+1.09° 41.43+2.0b¢ 42.2940.65%
DEP5 — (H) 0.20% 42.71+1.27% 432240.61%°  44.57+3.30° 44.40+0.50° 40.55+1.34% 41.72+1.78%b¢
DEP5 — (H) 0.40% 42.81+1.56% 44.0540.65®  4539+2.77*  43.77+0.60% 45.34+1.39 44.53+1.36°
DEP5 — (R) 0.20% 42.96+1.38% 46.07+1.32° 44.16+1.26° 44.72+0.52¢ 42.15+0.47% 42.91+1.59°
DEP5 — (R) 0.40% 41.43+0.88% 42.4140.45P 44.88+1.50°  41.38+0.38%¢  41.84+1.84abc 44.29+0.41°

Valor promedio + desviacion estandar; los valores de la misma columna seguidos por letras diferentes son estadisticamente

diferentes (p< 0.05).
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Se observa que el contenido de humedad en el extracto DEP4 en hojas es bajo en los dias
0, 6, 9 y 15 en comparacion con el control absoluto (Cuadro 14). En el dia 0, ambas
concentraciones presentan un contenido de humedad de 37.89 + 1.69 y 37.29 + 2.05%,
respectivamente, mientras que el control absoluto muestra un contenido de 45.00 + 3.02%. En el
dia 6, se registra un contenido de 38.03 = 1.72% en la concentracion de 0.2%, comparado con
43.88 = 0.87 y 43.84 + 1.34% en el control absoluto y en el conservador comercial,
respectivamente. En el dia 9, los contenidos de humedad observados fueron 38.11 £ 1.66 y 41.68

+ 1.24% en ambas concentraciones, respectivamente.

El bajo contenido de humedad, en comparacion con los controles, podria explicar los
resultados observados en el grosor de la tortilla, ya que un mayor grosor podria ser indicativo de

un menor contenido de humedad.

Cuadro 15. Monitoreo de pH en la vida de anaquel de tortilla de maiz a 4°C durante 15 dias.

Almacenamiento (dias)

Tratamiento 0 3 6 9 12 15

Control absoluto 6.97+0.07° 6.90£0.02° 6.78+0.01° 6.810.02° 6.57+0.01° 6.49+0.01°
Benzoato de sodio 0.8%  6.89+0.052 6.81£0.04° 6.74+0.03b 6.69+0.01° 6.56+0.02° 6.40£0.01°
DEP4 — (H) 0.2% 6.49+0.21b 6.85+0.06° 6.66+0.02° 6.66+0.01° 6.47+0.02° 6.5240.012
DEP4 — (H) 0.4% 6.7240.03¢d 6.9620.08? 6.66+0.03¢ 6.72+0.03 6.45+0.02¢ 6.23+0.01¢
DEP4 — (R) 0.2% 6.84+0.01° 6.85+0.02 6.74+0.02° 6.44+0.014 5.95+0.024 5.38+0.01¢
DEP4 — (R) 0.4% 6.81+0.01°¢ 6.340.40° 6.68+0.03b 6.61£0.01° 6.33+0.024 6.13£0.01°
DEP5 — (H) 0.20% 7.07+0.012 6.87+0.02 6.86+0.01? 6.8140.022 6.67+0.022 6.42+0.01°
DEP5 — (H) 0.40% 6.82+0.03b 6.88+0.042 6.63+0.04° 6.660.02b* 6.48+0.02° 6.35+0.01
DEP5 — (R) 0.20% 6.92+0.02° 6.83£0.02%  6.72+0.01% 6.800.00° 6.52+0.02¢ 6.39+0.01°
DEP5 — (R) 0.40% 6.67+0.024 6.72+0.01% 6.58+0.02° 6.64£0.02b° 6.46+0.02% 6.29:0.02¢

Valor promedio + desviacion estandar; los valores de la misma columna seguidos por letras diferentes son estadisticamente
diferentes (p< 0.05).

En el Cuadro 15 se puede apreciar que el potencial de hidrogeno (pH) de los controles
tuvieron diferencias significativas en el Gltimo dia monitoreado (dia 15) con valores en el control
absoluto de 6.49 = 0.01% y en el control comercial de 6.40 = 0.01%. Los valores obtenidos en los
tratamientos a los d0, d3, d6, d9 y d12 no fueron estadisticamente diferentes con respecto a los
controles, a excepcion del dia 15 en los tratamientos DEP-H, DEP4-R y DEP5-R a la concentracion
del 0.4%, cuyos valores se muestran como 6.23 £+ 0.01, 6.13 £ 0.01 y 6.29 = 0.02%,

respectivamente. Sin embargo, en el mismo dia se obtuvo que a la concentracion del 0.2% en el
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DEP4-R tuvo diferencias, mostrando un valor de 5.38 £ 0.01%, mientras que los controles

muestran valores de 6.49 = 0.01 y 6.40 + 0.01%, respectivamente.

Cuadro 16. Monitoreo de firmeza (N) en la vida de anaquel de tortilla de maiz a 4°C durante 15

dias.
Almacenamiento (dias)
Tratamiento 0 3 6 9 12 15
Control absoluto 5.83+0.37% 6.18+0.08? 6.13+0.06* 6.22+0.06% 6.42+0.08? 6.57£0.10%

Benzoato de sodio 0.8%  5.65+0.61* 6.13+0.06* 6.20+0.09* 6.28+0.10* 6.12+0.08° 6.30+0.05%

DEP4 - (H) 0.2% 5.73£0.25¢  6.02+0.73*  6.08+£0.06*  6.25+0.05° 6.25+0.05% 6.70+0.05°
DEP4 - (H) 0.4% 5.93+0.16°0  6.65:031*  6.17+0.13*  6.32+0.06 6.25+0.05% 6.42+0.05%
DEP4 — (R) 0.2% 5.17+029°  6.37+0.33*  6.02+0.10*°  6.25+0.05° 6.3240.03% 6.50+0.082
DEP4 - (R) 0.4% 5204028  6.18+0.10°  6.23+0.06*  6.18+0.06 6.33+0.132® 6.40+0.05%

DEP5 — (H) 0.20% 5.3840.15¢  6.30+0.13*  6.07+£0.08*  6.22+0.03% 6.25+0.09% 6.68+0.16%
DEP5 — (H) 0.40% 6.03+0.128  6.20£0.17°  6.23+0.10°  6.30+£0.05* 6.17+0.10% 6.30+0.05°
DEP5 — (R) 0.20% 5.53+0.202 6.15+0.052 5.974£0.10*  6.17+0.08* 6.12+0.10° 6.18+0.07¢
DEP5 — (R) 0.40% 54240247  6.03+0.03*  6.18+0.03*  6.2740.03° 6.18+0.06% 6.52+0.12%
Valor promedio + desviacion estandar; los valores de la misma columna seguidos por letras diferentes son estadisticamente

diferentes (p< 0.05).

En los analisis de firmeza realizados tanto en los controles como en los tratamientos, no se
observaron diferencias estadisticas significativas durante la vida de anaquel de tortilla. Esto sugiere
que la incorporacion de los extractos no tiene un impacto relevante en la estabilidad o consistencia

de la tortilla.

Morales et al. (2017) llevaron a cabo un estudio comparando el contenido de humedad en
dos tipos de tortillas: las producidas en tortillerias y las provenientes de supermercados, cuyas
condiciones de almacenamiento difieren notablemente. Segin los resultados, el contenido de
humedad en las tortillas de tortillerias fue de 43.05%, mientras que en las de supermercados fue

de 49.01%, valores similares a los reportados en los controles utilizados en el presente estudio.

Por otro lado, los tratamientos con extractos mostraron contenidos de humedad mas bajos,
como se menciond anteriormente. Esta caracteristica favorece una mayor vida util, una mejor
textura y calidad, preserva las propiedades organolépticas y funcionales de los alimentos, y

garantiza la seguridad microbiologica.
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Asimismo, Lopez et al. (2015) reportaron que el diametro y el espesor de las tortillas son
factores determinantes en su vida util, ya que estan directamente relacionados con propiedades
como el contenido de humedad, la textura y la susceptibilidad al desarrollo de microorganismos.
Las tortillas con mayor didmetro y menor espesor tienen una mayor exposicion a la deshidratacion
temprana, lo que puede afectar significativamente su calidad sensorial y reducir su vida util,

aunque esto también limita el crecimiento microbiano.

En contraste, las tortillas mas gruesas y pequeiias presentan menor superficie expuesta, lo
que puede reducir la deshidratacion; sin embargo, su contenido de humedad resulta mas dificil de
controlar, lo que las hace mas propensas al desarrollo de microorganismos (Gomez et al., 2020).
En un estudio realizado por Martinez-Flores et al. (2004), evaluaron la vida util de las tortillas
midiendo el crecimiento de hongos y bacterias como los principales factores de deterioro. Los
resultados indicaron que, a una temperatura de 4°C, la tortilla tenia una vida media de 8 dias,
mientras que a 22°C la vida 1til se reducia a solo 3 dias. Estos hallazgos pueden compararse con
los resultados obtenidos en el presente estudio, en particular en lo que respecta al pH, el cual

muestra una disminucién en el control absoluto a partir del dia 9.

En general, los extractos de E. texana podrian desempefiar un papel como conservador
natural, dado que el pH en estas mezclas se encuentra en un rango de 5.1 a 6.5. Segtn diversas
fuentes, las bacterias tienden a proliferar en ambientes con un pH de entre 6.5 y 7, mientras que
los mohos lo hacen en rangos de pH entre 3.5 y 8. A pesar de esto, las propiedades bioactivas de
los extractos tienen el potencial de inhibir total o parcialmente el crecimiento de estos

microorganismos.

Asimismo, Rodriguez-Ambriz et al. (2008) afirman que el pardmetro de firmeza es crucial
para la aceptacion del consumidor, ya que tortillas excesivamente rigidas o quebradizas tienden a
ser rechazadas, incluso si son microbioldégicamente seguras. Cabe sefialar que una firmeza
adecuada garantiza que las tortillas sean faciles de doblar y manipular, conservando su
funcionalidad. Serna-Saldivar (2010) indica que la firmeza ideal en una tortilla se encuentra en un
rango que permite que sea lo suficientemente flexible para doblarse sin romperse, pero no tan
blanda que pierda su estructura; es decir, la fuerza de compresion se encuentra entre 2 y 5 N

(Newton). Esto coincide con los valores reportados en el presente estudio, que muestran valores
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entre 5 y 6. Sin embargo, con el paso de los dias estos valores tienden a aumentar debido a la

pérdida progresiva de humedad del alimento.

4.8 Evaluacion visual del color en la tortilla de maiz

En la Figura 26 se observa el cambio de color en las tortillas de control, atribuido a una
mayor firmeza y al desarrollo de microorganismos. El control absoluto mostré el mayor
crecimiento microbiano en comparacion con el conservador comercial, lo que resulté en un cambio

de color mas evidente en el primero.

CONTROLES
Control absoluto (dia 15) Benzoato de sodio (dia 15)

LT

Figura 26. Evolucion de la caracteristica visual del color en tortillas de maiz utilizadas como

controles.
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DEP 4
Dia 0 Dia 3

Dia 9

Figura 27. Evolucion en la caracteristica visual de color en la tortilla de maiz adicionadas con el

extracto DEP4.
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En la Figura 27 se empiezan a observar cambios visuales en el color a partir del dia 12; sin
embargo, el color asociado a la incorporacion del extracto no fue evidente. Por lo tanto, el cambio
progresivo en el color se debe al desarrollo de microorganismos. Se puede notar que al dia 15
también hay presencia de desarrollo microbiano, similar al observado en los controles, aunque en
menor cantidad; esto podria atribuirse a la inhibicion que el extracto ejerce sobre algunos de estos

microorganismos.

DEPS

Dia 12 Dia 15

Figura 28. Evolucion en la caracteristica visual de color en la tortilla de maiz adicionadas con el

extracto DEPS.
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En la Figura 28 se observan cambios visuales en el color a partir del dia 12; sin embargo,
el color relacionado con la incorporacion del extracto no fue evidente, lo que puede resultar
favorable para el consumidor. Al dia 15, se observa también desarrollo microbiano, similar al de
los controles, aunque en menor cantidad. Esto se respalda con lo sefialado por Gutiérrez-Llanos et
al. (2023), quienes afirman que la proliferacion de microorganismos, como mohos y levaduras,
puede alterar el color de las tortillas. Por ejemplo, la presencia de hongos como A. niger y
Rhizopus sp. puede generar manchas oscuras o verdosas en la superficie de las tortillas. Ademas,

la pérdida de agua en las tortillas contribuye a una textura mas firme y al oscurecimiento del color.
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5 CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se obtuvo y caracterizé fisicoquimicamente hojas y ramas
de E. texana, con alto contenido de carbohidratos, incluidos azicares totales y reductores,
lo que la posiciona como una fuente natural innovadora para diversos sectores industriales,
aunque con bajos contenidos de grasas y proteinas.

Se obtuvieron extractos acuosos, hidroalcohdlicos, etandlicos y eutécticos mediante
agitacion convencional. Los extractos con mayor rendimiento utilizaron etanol como
solvente, debido a su amplia capacidad para extraer compuestos y su alta compatibilidad
con la estructura vegetal.

Se realizo la caracterizacion fitoquimica evaluando fenoles totales, flavonoides, azucares,
actividad antioxidante y otros parametros, destacando los extractos con disolventes
eutécticos profundos.

Se evalu6 in vitro la actividad antifingica de los extractos con DEP, mostrando alta
inhibicion frente a 4. niger, lo que sugiere un potencial para futuras investigaciones contra
otros microorganismos de importancia en la industria alimentaria.

Se analizo la vida util de tortillas de maiz con adicion de DEP en comparacion con el
control absoluto y el conservador comercial (benzoato de sodio). Algunos parametros
fisicoquimicos, como el contenido de humedad y pH fueron relativamente bajos con
respecto a los controles, en ambas concentraciones (0.2% y 0.4%).

Los DEP tienen potencial para brindar beneficios a la salud al ser incorporados en tortillas

de maiz.
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