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RESUMEN

El cascalote (Caelsalpinia coriria) es un arbol originario del sur de México, Centroamérica,
Sudamérica y Antillas. Su fruto es una vaina rica en compuestos fendélicos. Sin embargo, este
fruto es considerado un residuo por la mayor parte de la poblacion, y su uso se ve limitado al
curtido de pieles, en la medicina tradicional, y forraje. EI objetivo de esta investigacion fue
evaluar el proceso de extraccion y potencial antioxidante de compuestos fendlicos obtenidos
a partir de vainas de cascalote empleando tecnologias verdes. Para ello, se utilizaron tres
diferentes métodos de extraccion: ultrasonido (EAU), microondas (EAM) e hibrido
(Ultrasonido-Microondas, EA-U/M). Los extractos obtenidos fueron sometidos a una
separacion y purificacion mediante cromatografia en columna para obtener la fraccion rica
en compuestos fenolicos, y se determind el contenido de fenoles hidrolizables (FH),
condensados (FC) y totales (Hidrolizables + condensados, FT). Una vez seleccionado el
mejor sistema extraccion, se determino la capacidad antioxidante frente a los radicales ABTS
y DPPH, asi como el perfil de compuestos fendlicos y grupos funcionales mediante
cromatografia de gases acoplada a masas (CG-MS) y FTIR, respectivamente. EI mayor
rendimiento de compuestos purificados se obtuvo en la EA-U/M, con un valor de 0.26
mgPT/gms. En este mismo sistema de extraccion se observd el contenido de FH, FC y FT,
con valores de 45.34 mgEAG/gms, 169.21 mgEC/gms y 214.55 g/gms, respectivamente. El
extracto de cascalote obtenido mediante EA-U/M mostrdé una capacidad antioxidante de
601.63+7.49mgET/gms (DPPH) y 534.77+12.55mgET/gms (ABTS) con valores de I1Cso de
242.81y 186.6 mg/L para DPPH y ABTS, respectivamente. Se identificaron tres compuestos,
tales como 1-Eicosanol, éster de 3-metilfenilo del acido butanico, 2-etil 1-dodecanol, siendo
este Ultimo el compuesto con mayor presencia. Dentro de los anélisis obtenidos por FTIR se
detecto la presencia de grupos funcionales pertenecientes al hidroxilo y carbonilo, los cuales
forman parte fundamental en la estructura de compuestos bencénicos pertenecientes a
compuestos fenodlicos y alifaticos. Los resultados obtenidos demuestran el potencial que
representan las vainas de cascalote para obtener compuestos fenélicos con gran capacidad

antioxidante, empleando tecnologias verdes.

Palabras clave: Cascalote, actividad antioxidante, GC-MS, ultrasonido, microondas.
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l. INTRODUCCION

Caesalpinia coriaria, conocida en algunas regiones de México con el nombre “Cascalote” es
originario del sur de México, Centro y Sudamérica. Produce un fruto en forma de vaina, rica
en compuestos fenolicos que se emplea en el curtido de pieles, forraje y elaboracion de tintes
(Veloz-Garcia et al., 2010; Palasap et al., 2014). No obstante, gran cantidad de la vaina no se
aprovecha y queda en campo. Se ha reportado un alto contenido de compuestos fenolicos
presentes en la vaina con diversas propiedades bioldgicas, por lo cual se considera fuente de
compuestos de alto valor agregado (Anandhi et al., 2014; Sanchez-Carranza et al., 2017,
Lépez-Cardenas et al., 2023). Estos compuestos se han obtenido a través de diversos sistemas
de extraccion, empleando solventes organicos. No obstante, es importante explorar otros
sistemas de extraccion que representen una opcién amigable con el medio ambiente y
permitan recuperar la mayor cantidad de compuestos fendlicos. El uso de extraccion asistida
por ultrasonido, microondas y la combinacion ultrasonido-microondas ha sido reportada
como un sistema adecuado para la recuperacion de compuestos fendlicos a partir de diversas
especies vegetales, logrando reducir y hasta eliminar el uso de solventes, asi como favorecer
una mejor extraccion de los compuestos (Herndndez-Hernandez et al., 2020; Valero-
Mendoza et al., 2023). En el presente trabajo se describe el proceso de extraccion asistida por
ultrasonido (EAU), microondas (EAM) e hibrida ultrasonido-microondas (EA-U/M) de
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante a partir de las vainas de cascalote,
determinando el perfil de compuestos fendlicos presentes en el extracto. De esta manera, se
propone una alternativa para la obtencion de compuestos de interés industrial empleando

tecnologias ecoamigables.

1.1 Justificacion

Los arboles de cascalote presentan una gran produccion de vainas, alcanzando niveles que
van desde los 30 hasta los 150 kg de vainas por arbol (Rodriguez-Ruiz & Palma-Garcia,
2018). Las vainas de cascalote (Figura 1) contienen compuestos fenodlicos, los cuales

presentan capacidad antioxidante y otras bioactividades. Dados los inconvenientes que



presentan los métodos de extraccion convencionales, tales como alto consumo de reactivos y
bajo rendimiento, las tecnologias verdes de extraccion como ultrasonido y microondas, se han
perfilado como alternativas que permiten obtener mejores resultados, empleando una menor
cantidad de materiales. La informacion acerca de la aplicacion de tecnologias verdes en la
extraccion de compuestos fendlicos presentes en las vainas de cascalote es escasa. Debido a
lo anterior, es importante analizar las ventajas de la aplicacion de estas tecnologias, a la vez

que se brinda una comparacion entre las mismas para determinar el método mas adecuado.

Figura 1. Vainas de cascalote secas (Fuente: Nambo Garcia, 2022).



1.2 Hipdtesis
El sistema de extraccion EA-U/M tendra mayor rendimiento de compuestos fendlicos con

capacidad antioxidante a partir del cascalote.

1.3 Objetivo General
Evaluar el proceso de extraccion y potencial antioxidante de compuestos fendlicos obtenidos

a partir de vainas de cascalote empleando tecnologias verdes

1.3.1 Objetivos Especificos
1.3.1.1 Obtener extractos de cascalote (Caesalpinia coriaria) mediante ultrasonido,

microondas y combinacion ultrasonido/microondas.

1.3.1.2 Seleccionar el mejor sistema de extraccion de acuerdo con el rendimiento de

compuestos fenolicos obtenidos.

1.3.1.3 Determinar el perfil de compuestos fendlicos presentes en el mejor sistema de

extraccion mediante GC-MS y FTIR, asi como su capacidad antioxidante total.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del cascalote

El cascalote (Caesalpinia coriaria) también conocido cominmente como divi-divi, es un
arbol de forma vegetativa con corteza escamosa y madera rugosa de color gris, tiene una altura
de 11 m, su tronco de 45 cm de diametro (Figura 2). Sus flores son pequefias en branquias
axilares racimos, de 1 a 2 cm de longitud. Produce vainas de 3 a 7 cm longitud con un color

café oscuro lustroso la forma de estas es curveada o enroscada.

El cascalote se localiza en algunos estados costeros de México como Sinaloa, Nayarit,
Jalisco, México, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas. Ademas de Centroamérica,
Oeste de India, las Antillas y Sudamérica en otras partes del mundo. Actualmente este se

distribuye en los tropicos del mundo (Quiroz-Alcivar, 2022).

Una de las caracteristicas muy importantes de esta planta es que sus frutos tienen un alto
contenido en taninos del 40 al 45%, con propiedades medicinales antisépticas y
antiinflamatorias (Palma et al., 2018). Recientemente, se ha propuesto que sus compuestos

fendlicos tienen actividad antineoplasica y antiproliferativa (Sanchez-Carranza et al., 2017).

o Sy PR

Figura 2. Arbol del cascalote (Fuente: fotografias proporcionadas por Ricardo Huerta).

2.2 Composicion quimica

Se ha reportado que las vainas de cascalote presentan la siguiente composicion fisicogquimica



(9/100 gms): Grasa 0.65, Fibra 6.54, Proteina 3.44, Humedad 3.36 (%), Cenizas 2.13, y
carbohidratos 87.24. Adicionalmente, destaca en su composicion la presencia de compuestos
fenolicos, con valores de 45.76 mgGAE/GMS de taninos hidrolizables, 10.97 mgCE/GMS de
taninos condensados, y un contenido fendlico total de 56.73 (mg/GMS) (Lopez-Cardenas et
al., 2023).

2.3 Taninos

Los taninos son considerados metabolitos secundarios de peso molecular entre 500 a 3000
Da, presentes en todas las plantas, formados por grupos fendlicos (alrededor de 12 a 16),
capaces de interactuar con diversas moléculas de interés biologico, asi como precipitar

alcaloides, gelatina y otras proteinas (Hassanpour et al., 2019).

Los taninos son parte del sistema de defensa de las plantas ante herbivoros e insectos. Ademés
de ser astringentes, los taninos interfieren en la absorcién de nutrientes y se consideran
compuestos antinutricionales, ya que al unirse a proteinas impiden la correcta absorcion de
las mismas. Sin embargo, se ha reportado que en dosis de 1.5-2.5 g/dia, los taninos presentan
propiedades benéficas como su capacidad antioxidante, reduccion del estrés oxidativo,
prevencion del envejecimiento celular entre otras mas, sin llegar a ser antinutricionales
(Sharma et al., 2021).

2.3.1 Clasificacion

De acuerdo a Khanbabaee & van Ree (2001), los taninos se clasifican de acuerdo a su
estructura en cuatro grupos: galotaninos, elagitaninos, taninos complejos y taninos

condensados (Figura 3).
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Figura 3. Clasificacion de los taninos.

Los galotaninos son ésteres del acido galico y del acido digalico, unidos mediante una
funcionalidad éster entre el -COOH de uno y el —OH del otro. A su vez, se asocian con
diversas unidades de polioles, catequinas o triterpenoides. El principal galotaninos es el acido
galico. Los elagitaninos se forman a partir de los galotaninos, mediante el acoplamiento C-C
de dos unidades galoilo, y no contienen una unidad de catequina unida glicosidicamente
(Ascacio-Valdés et al., 2011). El principal elagitanino es el acido elagico. Por otra parte, los
taninos complejos son aquellos en que una unidad de catequina se une glicosidicamente a un
galotanino o una unidad de elagitanino. En cuanto a los taninos condensados, son
proantocianidinas oligoméricas y poliméricas formadas por la unién de C-4 de uno catequina

con C-8 o C-6 de la siguiente catequina monomeérica (Olivas-Aguirre et al.,2015).
2.3.2  Aplicaciones

El principal uso de la vaina de cascalote es para la curtiduria de cueros de animales, debido a
su alto contenido de taninos (Mora-Santacruz et al., 2018). Los taninos son moléculas de
interés industrial, debido a las propiedades biologicas atribuidas que los convierte en

compuestos de alto valor agregado, por su aplicacion en la industria alimentaria, cosmética y



farmacéutica. Su importancia radica en la capacidad para eliminar o reducir enfermedades
cronico-degenerativas, y mejorar la salud del consumidor. Dentro de las actividades
bioldgicas atribuidas al cascalote, destaca la antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante,
antidiarreica, analgésica y antiinflamatoria (Jeeva et al., 2014; Vélez-Terranova et al., 2014;
Olmedo-Juérez et al., 2019).

2.4 Métodos de Extraccion
24.1 Convencionales

Dentro de las técnicas convencionales mas utilizadas para extraer compuestos fenolicos a
partir de matrices vegetales se encuentran aquellas que emplean solventes combinados con
calor y agitacion, como el Soxhlet, calentamiento-reflujo, maceracion e hidrodestilacion. En
estas técnicas se mezclan diferentes disolventes (agua, alcohol, metanol, diclorometano, éter
dietilico, acetato de etilo o tolueno) con la materia prima, la cual contiene compuestos que
son solubles en el solvente de extraccion. Si bien son técnicas eficientes, el uso combinado de
altas temperaturas y tiempos de extraccion favorecen la degradacion de los compuestos de
interés (Wong-Paz et al., 2020). Estas desventajas permiten el surgimiento de alternativas de
extraccion, como son aquellas que involucran procesos biotecnoldgicos (extraccion asistida
por enzimas y/o extraccidn asistida por fermentacion); asi como las denominadas
“tecnologias verdes”, cuya aplicacion reduce el impacto negativo al ambiente, al reducir o
eliminar el uso de disolventes, mientras que mejoran el rendimiento y la calidad de los

compuestos obtenidos.
2.4.2  Asistida por procesos biotecnoldgicos

El uso de procesos biotecnoldgicos permite la liberacion y, en consecuencia, una mejor
extraccion de compuestos fenélicos (Cano & Postigo et al., 2021). Se realiza al someter la
matriz vegetal a un tratamiento enzimatico previo a la extraccién para degradar la pared
celular de la célula vegetal, o a través de un proceso de fermentacion, donde se hace crecer a
un microorganismo en contacto con la matriz vegetal, de tal forma que el microorganismo sea
capaz de producir las enzimas requeridas para romper la pared celular y biotransformar
compuestos de alto peso molecular a otros de menor peso molecular, y facilitar la liberacion

y posterior recuperacion de compuestos los compuestos fenolicos (Wang et al., 2006; Azmir
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et al., 2013). Estos métodos son respetuosos con el medio ambiente, ya que no utilizan
solventes organicos ni otros productos quimicos toxicos, 1o que hace que los extractos sean

seguros para el consumo humano (Torres-Leon et al., 2021; Yepes-Betancur et al., 2021).
2.4.3  Tecnologias verdes

Las tecnologias verdes incluyen la extraccion asistida por ultrasonido (EAU), microondas
(EAM), liquidos presurizados (ELP), fluidos supercriticos, liquidos expandidos con gas y
mediante campos de pulsos eléctricos; siendo la EAU y EAM las mas reportadas, al reducir
los tiempos de extraccion y la cantidad de disolvente empleado (Azmir et al., 2013). La
extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) utiliza sonido de alta frecuencia para liberar los
compuestos deseados del material vegetal, las particulas sélidas vibran y se aceleran bajo la
influencia de ondas de ultrasonido, y los solutos pasan rapidamente de la fase sélida al
disolvente (Rostagno et al., 2003). Los ultrasonidos de baja frecuencia (20-200 kHz) son
ondas sonoras mas altas que las del oido humano, pero mas bajas que las microondas. Cuando
estas ondas atraviesan el medio se produce la cavitacion, fendmeno que crea burbujas en las
células que explotan liberando grandes cantidades de energia que debilitan la membrana
celular (Cravotto et al., 2018; Sirohi et al., 2020).

La extraccion por microondas combina las microondas con la extraccion con disolventes
tradicionales, cuando es necesario. EAM es una técnica tradicional para extraer ingredientes
activos de plantas medicinales que utiliza energia de microondas para calentar el solvente en
la muestra, separando asi el analito de la matriz de la muestra en el solvente. Una ventaja
importante del EAM es su capacidad para calentar rapidamente la mezcla de disolventes de
la muestra, lo que lo hace adecuado para la extraccién rapida de analitos, incluidas sustancias
térmicamente labiles (Kataoka, 2003). Siendo esta una técnica de las mas utilizadas, ya que
tiene alto rendimiento a la hora de obtener compuestos bioactivos con una menor cantidad de

disolvente y tiempo de extraccion. (Bandar et al.,2013).

Las microondas se pueden combinar con ultrasonido, y esta combinacion esta disponible
como una nueva tecnologia hibrida llamada extraccion asistida por ultrasonido/microondas
(EA-U/M). Es una tecnologia complementaria, cuyo uso se ha extendido en los ultimos afios,

permite realizar una extraccion rapida, uniforme y a baja temperatura, superando las



deficiencias de la EAU y la EAM (Zhang et al., 2023). La EA-U/M ofrece ventajas adicionales
sobre los métodos convencionales en términos de menor tiempo de extraccién, mayor
rendimiento y menor uso de solventes. Lo anterior permite acelerar el proceso para recuperar
moléculas con alta actividad bioldgica. Asimismo, permite trabajar con solventes nobles como
el agua, evitando el uso de solventes que si son contaminantes (HernandezHernandez et al.,
2020).

2.5 Metodos para determinar la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante total (CAT) se define como la capacidad de una sustancia o
compuesto para inhibir o prevenir la oxidacion de un sustrato incluso en cantidades muy
pequefias (<1%, tipicamente 1-1000 mg/L). Su medicion se puede utilizar para evaluar la
calidad de los alimentos, la cantidad de antioxidantes en el sistema o la biodisponibilidad de
compuestos antioxidantes en el cuerpo humano (L6pez-Alarcon & Denicola, 2013). Las
técnicas para determinar la capacidad antioxidante determinan el grado de inhibicién o
reduccion del dafio que ocasiona un agente oxidante a un sustrato oxidable. La inhibicion es
proporcional a la capacidad antioxidante del compuesto o muestra evaluada. Otros ensayos
cuantifican los productos formados tras la reaccion oxidativa. Las técnicas mas reportadas son
aquellas basadas en la captacion de radicales libres, como el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) vy el 2,2"-azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) (Munteanu &
Apetrei, 2021).

2.5.1 DPPH

Es el ensayo mas simple empleado para determinar la capacidad antioxidante de alimentos y
sistemas biologicos complejos. EI DPPH es un radical libre capaz de reaccionar con
compuestos antioxidantes mediante la donacidén de electrones por parte del compuesto
antioxidante, para neutralizar el radical DPPH. Esta reaccién se acompafia de una
decoloracion del DPPH, que se registra a 517 nm, la cual es proporcional a la capacidad
antioxidante de la muestra (Guija-Poma et al., 2015). EI DPPH no esta presente in vivo y es
muy estable, a diferencia de radicales presentes en organismos vivos. Sin embargo, es
importante considerar que otros compuestos pueden absorber a la misma longitud de onda,

causando interferencia o mala interpretacion del resultado (Pérez-Jiménez et al., 2008).



2.5.2 ABTS

El ensayo ABTS es un método simple y conveniente para determinar la capacidad
antioxidante. Se basa en la capacidad del antioxidante para neutralizar el catién radical estable
2,2 -azinobis (acido 3- etilbenztiazolin-6-sulfénico) (ABTS®"). El catibn ABTS es un
cromoforo azul verdoso cuya maxima absorcion se observa a 734 nm, y en presencia de un
antioxidante pierde su color. El grado de decoloracion depende del tiempo de la reaccion, la
actividad antioxidante intrinseca y de la concentracion de la muestra (Munteanu & Apetrei,
2021).

El radical cation ABTS es soluble tanto en medios organicos como acuosos, y se puede utilizar
para determinar la capacidad antioxidante de muchos compuestos, como carotenoides y
muestras hidrofilicas. No obstante, el ensayo a menudo es criticado debido a que el radical
ABTS no existe de manera natural, y su formacion involucra una reaccion lenta que consume
entre 12 y 16 horas (Pérez-Jiménez et al., 2008). A menudo, la capacidad antioxidante de una
muestra basada en el ensayo DPPH y ABTS se reporta como ICso, que se define como la
concentracion eficiente del antioxidante necesaria para reducir o inhibir al 50% el radical
(Munteanu & Apetrei, 2021).
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Para el desarrollo del presente estudio se emplearon vainas de Cascalote procedentes de San
Miguel Totolapan, Guerrero, México (18°09'07.5"N 100°21'57.8"W), se transportaron al
laboratorio de biotecnologia y bioingenieria en CIAD Delicias, Chihuahua, México. El
material fue secado a 50 °C durante 24 h (Shel-Lab 1380FX Forced-Air Oven, Cornelius, OR,
EE. UU.), posteriormente fue molido (PULVEX Mini 100, Ciudad de México, México) a un
tamafio de particula de 1 mm, y se almacenaron en una botella hermética de polietileno negro

a temperatura ambiente (30 °C) hasta su uso.

3.2 Reactivos quimicos

Etanol y metanol (JT Baker™), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), &cido 2,2'-azino—
bis—(3— etilbenzotiazolin—6—sulfonico (ABTSe+), Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio,
HCIButanol (10%), TROLOX, acido gélico, sulfato de hierro heptahidratado (FeSO4-7H20),
buffer de acetato 0.3 M, TPTZ (Reactivo en polvo para determinar niveles de hierro). Cloruro
férrico hexahidratado (FeClz-6H20), amberlita XAD-16, H2O destilada.

3.3.  Obtencidn de los extractos mediante EAU, EAM y EA-U/M

La obtencidn de los extractos a partir de las vainas de cascalote se llevd a cabo en el
Departamento de Investigacion en Alimentos de la Facultad de Ciencias Quimicas, en la
Universidad Auténoma de Coahuila (Fig. 4). Para ello, se pesaron 62.50 g de muestra, y se
mezclaron con 1000 mL de agua destilada en un reactor de vidrio. Posteriormente, el reactor
se introdujo al equipo de extraccion ATPIO-SM300 (Nanjing ATPIO Instruments
Manufacture Co., Ltd. Company, Nanjing, China). La EAU se realiz6 durante 20 min a una
frecuencia de 25 KHz a temperatura ambiente. En el caso de la EAM, se realizd a 70 °C
durante 5 min con 25 KHz de frecuencia. La extraccién hibrida (EA-U/M) se llevo a cabo por
25 min con una frecuencia de microondas de 2450 MHz y ultrasonido de 25 KHz. Los
extractos obtenidos se filtraron con algodon y papel filtro para eliminar particulas solidas, y
el filtrado se almacend en botellas de plastico protegidas de la luz, y se almacenaron a -18 °C

hasta su uso (Hernandez-Hernandez et al., 2020).
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Figura 4. Obtencion de los extractos a partir de la vaina de cascalote.

3.4  Separacion y purificacion mediante cromatografia en columna.

La separacion y purificacion parcial de la fraccion rica en compuestos fendlicos de la vaina
de cascalote se realizO empleando Amberlita XAD-16 (Fig. 5), tal como lo reportd
AscacioValdés et al., (2016). El extracto obtenido mediante EAU, EAM y EA-U/M se cargd
en una columna de vidrio (3.7 x 50 cm) empacada previamente con la resina Amberlita XAD-
16. Se usO agua destilada para eluir y descartar compuestos indeseables, tales como
carbohidratos, lipidos y otras impurezas, posteriormente se empled etanol para eluir y
recuperar las moléculas retenidas en la resina, para de esta forma obtener la fraccion de
interés. La fraccion fendlica se coloco en un rotavapor a 40 °C (Rotavapor® R-100) para
eliminar el etanol y recuperar la muestra en forma de polvo fino, el cual se peso y se almacen6
en viales de 1.5 mL protegidos de la luz, en refrigeracion. El peso registrado permitio
determinar el rendimiento de cada sistema de extraccion, y se reporté como mg de polifenoles

totales/g de materia seca (mgPT/gms).

12



Figura 5. Separacidn y purificacion de la fraccion rica en compuestos fendlicos empleando Amberlita XAD-
16.

3.5.  Analisis quimico

3.5.1 Fenoles Hidrolizables

La determinacidn del contenido de fenoles hidrolizables (FH) en los extractos de cascalote se
realiz6 acorde a Lopez-Cardenas et al. (2023). Para ello, se resuspendi6 una cantidad conocida
de extracto polifendlico en etanol absoluto, se tomaron 20 uL de dicho extracto y fueron
mezclados con 20 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®, México) en una
microplaca, después de 5 min. Se afiadieron 20 uL de carbonato de sodio (0.01 Mol) y se dejo
reposar por 5 min mas. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 125 pL de agua destilada, y la
absorbancia fue a 790 nm usando un espectrofotémetro de microplacas MULTISKAN GO
(Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia). Las muestras se analizaron por cuadruplicado y los
resultados se expresaron como miligramos de equivalente de acido galico por gramo de
materia seca (mg EAG gms™), a partir de una curva de calibracion de acido galico (0-200 mg

L1) realizada por triplicado de forma independiente.
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3.5.2. Fenoles Condensados

El contenido de fenoles condensados fue determinado de acuerdo con lo reportado por
LopezCardenas et al. (2023). En tubos de tapa roscada, se mezclaron 250 pL de muestra con
1500 pL de reactivo HCI-n-Butanol (10%), se agregaron 50 pL de reactivo férrico (FeCls).
Los tubos se taparon y se colocaron en bafio maria en ebullicién durante 40 min. Pasado el
tiempo, se colocaron los tubos a temperatura ambiente y se espero el tiempo necesario para
que la reaccion bajara la temperatura. Finalmente, para la lectura, se colocaron 200 uL de
cada tubo y se registro la absorbancia a 460 nm, usando un espectrofotémetro de microplacas
MULTISKAN GO (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia). Las muestras se analizaron por
cuadruplicado y los resultados se expresaron como miligramos de equivalente de catequina
por gramo de materia seca (mg EC gms™), usando una curva de calibracion de catequina

(01000 mg L) realizada por cuadruplicar de forma independiente.

3.5.3. Fenoles Totales
El contenido de fenoles totales (FT) se obtuvo a partir de la suma del contenido de fenoles
hidrolizables y el contenido de fenoles condensados y se expresé como miligramo por gramo

de masa seca (mg gms™) (Lopez-Céardenas et al., 2023).

3.5.4. Determinacion de la capacidad antioxidante
Para determinacion de capacidad antioxidante se prepararon soluciones de 50, 100, 150,
200,250, 300 y 350 mg L, para dichas soluciones el extracto en polvo fue diluido en etanol

absoluto.

3.5.4.1 Determinacion por DPPH

Se utiliz6 el ensayo reportado por LOpez-Cardenas et al. (2023), se mezclaron 7 pL del
extracto con 193 pL de DPPH (60 puM), se dejo reposar 30 min, a oscuridad, y se registro la
absorbancia a 517 nm en un lector de microplacas MULTISKAN GO (Thermo Scientific,

Vantaa, Finlandia).

3.5.4.2 Determinacion por ABTS®**
Se utiliz6 el ensayo reportado por Lopez-Cardenas et al. (2023), se prepar6 el reactivo
ABTS*" (2.45 mL de ABTS 7 mM y 12.5 mL de persulfato de potasio (K2S20s) 2.45 mM) y

se incubd en oscuridad por 16 h. Posteriormente, se ajustd la absorbancia a 0.4 + 2 a una
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longitud de onda de 734 nm. Para el ensayo, se mezclaron 10 pL del extracto y 190 L del
reactivo ABTS®". Pasado un min de reaccién, se registr6 la absorbancia en un lector de
microplacas MULTISKAN GO (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia).

3.5.4.3 Expresion de resultados

Con los datos obtenidos para el ensayo DPPH y ABTS**, Los resultados fueron expresados

de dos formas una de ellas fue como mg de equivalentes Trolox por gramos de materia seca
(mgET mgs™), usando una curva de calibracion de Trolox (0-2000 mg L) realizada por

triplicado de forma independiente.

La otra forma empleada para la expresion de resultados fue determinando el porcentaje de

inhibicion de ambos radicales, de acuerdo con la ecuacion: % Inhibiciéon = 100- (((Ab — Am) /
Ap) x 100), donde Ay representa la absorbancia del control y An representa la absorbancia de
cada muestra. Con los datos obtenidos se graficd la concentracion del extracto vs % de
inhibicién, y se ajustaron a un modelo de regresion lineal, en el cual se despejé para
determinar la concentracion de extracto requerida para inhibir el 50% los radicales DPPH y

ABTS*", conocida como ICsp (Pérez-Jiménez et al., 2008), realizada por cuadruplicado.

3.5.5 Determinacién del perfil de compuestos presentes mediante Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-MS)

El andlisis para identificar los compuestos presentes en los extractos de vainas de cascalote se
realizd mediante CG-MS, acorde a lo reportado por Proestos et al., (2006). Para ello, 5 mg de
muestra se disolvieron en 1 mL de agua desionizada. La muestra (2 uL) se inyectd en un
equipo de cromatografia de gases (Varian Serie 01049) acoplado a un espectrometro de masas
(VARIAN/TEKMAR (450-GC) con detector FID y acoplado a espectrometros de masas(220-
Ms). En modo EI (impacto electrénico) con una energia de electrdn fijada en 70 eV un rango
de masas a m/z 25-700, con una columna capilar Factor Four VF-1ms (60 m 0.25 mm,
0.25um.). El inyector se fijo en 280 °C y el detector a 290 °C. Se realizd GC con

1 min de tiempo splitless. EI programa de temperatura fue el siguiente: de 70 a 135 °C con un
aumento de 2 °C cada 1min, mantener durante 10 min, de 135 ° a 220 °C con un aumento 4
°C cada min 1, mantener durante 10 min, desde 220 ° a 270 °C con un aumento 3.5 °C cada 1

min y luego mantener durante 20 min. Se mantuvo el caudal de gas portador (helio) a 0.9
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mL/min. La identificacion de compuestos se realizé comparando los tiempos de retencién con
los de compuestos auténticos y los datos espectrales obtenidos de las bibliotecas del Software

del equipo. Cada determinacién se realiz6 por duplicado.

3.5.6. Andlisis por espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR)

El extracto de polifenoles purificado se analizé mediante el equipo Agilent Cary 630 FTIR
acoplado a un cristal de seleniuro de zinc (ZnSe) ATR siguiendo el protocolo de
(BautistaHernandez et al., 2021). Las muestras se analizaron mediante el programa
MicroLab PC en el rango de espectro entre 4000 a 650 cm™ con un ciclo de 32 escaneos
con una resolucion de 2 cm. El analisis del espectro y los grupos funcionales detectados se
llevo a cabo con el

MicroLab Expert. Programa, y los graficos se construyeron utilizando el programa OriginPro
8.

3.6.  Anadlisis estadistico

Se plante6 un Disefio Completamente al Azar para evaluar el sistema de extraccion (EAM,
EAU, EA-U/M) sobre el contenido de fenoles (hidrolizables, condensados y totales) y la
capacidad antioxidante (DPPH y ABTS*®"). Los datos se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) con el paquete estadistico SAS 9.0. Cuando fue necesario, se realizo la
comparacion de medias (Tukey a=0.05). Todos los analisis se realizaron por cuadruplicado y

se expresan como la media + su desviacion estandar.

16



IV RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el efecto del sistema de extraccion (EAU, EAU y EA-U/M)
sobre el contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante de extractos obtenidos a partir
de vainas de cascalote. Adicionalmente, se determind el perfil de compuestos mediante

CGMS e IR. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

4.1.  Obtencion de extractos mediante EAU, EAM y EA-U/M
El rendimiento de la fraccion rica en polifenoles obtenida por cada sistema de extraccion se
presenta en el cuadro 1.

Cuadro 1. Rendimiento de fraccion rica en polifenoles obtenidos a partir de cascalote
mediante EAU, EAM y EA-U/M.

Extractos mgPT/gms

EA-U/M 0.26002 + 0.0012
EAU 0.24359 + 0.002°
EAM 0.25620 + 0.001°

Los valores son medias (n=3), Letras diferentes indican diferencia significativa entre sistema de extraccion
(Tukey, p<0.05). mgPT/gms: miligramos de peso total sobre gramos de muestra seca.

Como se puede observar, se obtuvieron rendimientos que van del 24 al 26 % de extraccion.
Sin embargo, la mayor recuperacion de polifenoles a partir de la vaina de cascalote se obtiene
al emplear el sistema de extraccion hibrida (EA-U/M), con un valor de 260 mgPT/gms. Este
valor es significativamente mayor al obtenido mediante EAM y EAU. Los resultados
coinciden con lo descrito por Herndndez-Hernandez et al. (2020), quienes reportan que la
extraccion hibrida ofrece mayores rendimientos en extractos fenolicos usando céscara de
rambutan, un comportamiento similar reportaron Garcia-Vaquero et al. (2020), quienes

trabajaron extracciones con estas tecnologias en macroalgas.

4.2 Fenoles hidrolizables
El contenido de FH presentes en los extractos de vainas de cascalote obtenidos mediante los
tres sistemas de extraccion se presenta en la Fig. 6. Se presentaron diferencias significativas

entre el sistema de extraccion (p<0.05). El valor més alto de FH se observo en EA-U/M
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(176.07 mgeEAG/gms), seguido de EAM y EAU, con valores de 161.43 y 131.87
mgEAG/gms).

FH (mgEAG/gms)
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N A OO
oo O oS

(@)
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Figura 6. Contenido de FH en extracto de cascalote obtenido mediante EA-U/M, EAM y EAU. Las barras
representan el promedio (n=4) de los valores evaluados * la desviacién estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa entre sistema de extraccion (Tukey, P<0.05).

Este resultado se debe a que por el método hibrido se crea una mejor interaccion entre las
burbujas de cavitacién y temperatura (Agudelo-Valencia et al., 2022). Asi se lleva un mejor
incremento de compuestos fendlicos por el método hibrido en FH. En otro estudio
ValeroMendoza et al. (2023) también reportaron un contenido de FH de 345.33+72.03
mgEAG/g en un extracto de granada confirmando que en este extracto el mejor método de
extraccion fue el hibrido (Microondas y Ultrasonido). Como se mencioné anteriormente, el
sistema EAU/M fue el mejor método de extraccidén en FH esto se debe a que este método
presenta ventajas por la reduccion en el tiempo de extraccion, menor consumo de solventes y
un mayor rendimiento, comparado con EAU y EAM por separado (Hernandez-Hernandez et
al., 2020).

4.3 Fenoles condensados
El contenido de FC presentes en los extractos de vainas de cascalote obtenidos mediante los
tres sistemas de extraccion se presenta en la Fig. 7. Se observo un efecto significativo debido

al sistema de extraccion (p<0.05). Al igual que en FH, el valor més alto de FC se observo en
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EA-U/M (45.34 mgEC/gms), siendo 1.73 y 3.76 veces superior al obtenido para los extractos
de EAM y EAU, respectivamente.
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Figura 7. Contenido de FC en extracto de cascalote obtenido mediante EA-U/M, EAM y EAU. Las barras
representan el promedio (n=4) de los valores evaluados + la desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa entre sistema de extraccion (Tukey, p<0.05).

Se puede atribuir a que el método de extraccion hibrido tiene mas ventajas de reducir el tiempo
de extraccion y da mayor rendimiento comparado a los métodos convencionales (Hernandez-
Hernandez et al., 2020).

4.4 Analisis de fenoles totales

El contenido de FT presentes en los extractos de vainas de cascalote obtenidos mediante los
tres sistemas de extraccion se presenta en la Fig. 8. Se observé un efecto significativo debido
al sistema de extraccion (p<0.05), idéntico al obtenido en FH y FC, con el mayor contenido
de FT en el sistema EA-U/M (221.41 mg/gms), seguido de EAM y EAU (190.75 y 143.93
mg/gms, respectivamente). Lopez-Cérdenas et al. (2023), Reportan FT (FH+FC) con un valor
58 mg gm™ usando Unicamente etanol al 50% como agente de extraccion, en vainas de
cascalote, tomando como referencia lo reportado por Lopez-Cardenas, el uso de EA-U/M,

EAM y EAU representan un incremento significativo en FT.
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Figura 8. Contenido de FT en extracto de cascalote obtenido mediante EA-U/M, EAM y EAU. Las barras
representan el promedio (n=4) de los valores evaluados * la desviacidn estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa entre sistema de extraccion (Tukey, P<0.05)

Con base en los resultados obtenidos se seleccioné el sistema hibrido de EA-U/M, ya que
permite recuperar una mayor cantidad de FT a partir de las vainas de cascalote. Los extractos
obtenidos a partir este sistema fueron empleados para determinar la capacidad antioxidante y

el perfil de compuestos fenolicos.
4.5 Capacidad antioxidante del extracto de cascalote obtenido mediante EA-U/M

El extracto de cascalote obtenido mediante EA-U/M mostré capacidad antioxidante, con
valores de 601.63+7.49 y 534.77+12.25 mgET/gms frente a los ensayos de DPPH y ABTS,
respetivamente. En un proceso de extraccion directa con etanol al 50% en vainas de cascalote,
Lopez-Cérdenas et al. (2023) reportaron valores de hasta 260 y 180 mgET/gms para DPPH y
ABTS, respectivamente, Los valores obtenidos en el presente trabajo son 2.3 y 3.5 veces
superiores, respectivamente, a los obtenidos por Lépez-Céardenas et al. (2023). Sin embargo,
es importante considerar que en el presente estudio se trabajo con extractos parcialmente
purificados mediante cromatografia en columna, mientras que Lopez-Cardenas et al., (2023)

emplearon los extractos crudos, sin purificacion.

A menudo, el poder antioxidante de una muestra se determina con base en el ICsp, es decir, la
concentracion minima requerida de la muestra para que esta reduzca la concentracién inicial

del radical en un 50 % (Munteanu & Apetrei, 2021). Se elabor6 un grafico a partir de la
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determinacion de la inhibicion del radical DPHH y ABTS a diferentes concentraciones del

extracto de cascalote, y los resultados se muestran en la figura 9 y 10.
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Figura 9. Efecto de la concentracion de extracto de cascalote sobre la inhibicion del radical DPPH (n=4). A
partir de los datos mostrados en Fig. 9 y 10, se obtuvo el modelo de regresion lineal y
polinomial, para revisar a cuél de ellos se ajusta mejor el comportamiento de los datos. Como
se observa en las figuras, los datos presentaron un buen ajuste a ambos modelos, sin embargo,
de acuerdo al coeficiente de determinacion (R?), el modelo lineal explica mejor la inhibicion

de ambos radicales por efecto de la concentracion de extracto de cascalote (0.99 y 0.989 para
DPPH y ABTS, respectivamente).
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Figura 10. Efecto de la concentracion de extracto de cascalote sobre la inhibicion del radical ABTS (n=4).

Para obtener el 1Cso, se resolvio el modelo para X (Concentracion de extracto), dandole a Y
(Inhibicién del radical) el valor de 50. Los extractos de cascalote obtenidos mediante EAU/M
presentaron valores de I1Cso de 242.81+10.74 mg/L en DPPH y de 186.6+£2.61 mg/L para el
ensayo de ABTS. Janbandhu & Khan, (2022) reportaron valores de 1Cso de 9.29 mg/L, frente
al radical DPPH, con extractos etanolicos de Caesalpinia coriaria. La diferencia significativa
del potencial antioxidante entre lo reportado por Janbandhu & Khan y el presente trabajo se
puede atribuir a que ellos usaron extractos de la planta y en el presente trabajo del fruto. Estos
extractos presentan un potencial antioxidante elevado derivado de que los extractos son ricos
en Corilagin, que es un galotanino, que fue aislado de Caesalpinia coriaria, se encuentra de
manera abundante en la planta entera, cuenta con la cualidad de reducir los radicales DPPH
(Tabata et al., 2008; Li et al., 2018).

4.6  Perfil de compuestos fenolicos por GC-MS
En la Figura 11 se muestra el espectro obtenido mediante la GC/MS, donde se detectaron tres

compuestos presentes en el extracto de cascalote obtenido por EA-U/M (Cuadro 2).
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Figura 11. Espectro GC/MS del extracto de cascalote obtenido por EA-U/M.

Se observé un importante cambio entre el minuto 5.59; la informacién de la base de datos de
software sugiere que el pico observado en este tiempo de retencion corresponde 2-etil
1dodecanol. Este compuesto representa el 53% de los compuestos identificados, siendo asi el
compuesto mayoritario identificado durante el andlisis. También se identificaron otros dos
compuestos en un 32% 1-Eicosanol y en un 15% el Ester 3-metilfendlico del acido butanoico.
Rivera-Badal et al. (2021) realizaron un estudio de caracterizacion mediante GC/MS
empleando polifenoles obtenidos a partir de cascalote mediante maceracion con etanol-agua.
Los autores reportaron que el pirogalol se encuentra en mayor proporcién en el cascalote (mas
del 50%). No se encontraron coincidencias entre los compuestos identificados en el presente
estudio y los reportados por Rivera-Badal, esto puede deberse al empleo de diferentes métodos
de extraccidn, a las condiciones empleadas para el analisis cromatografico o a las diferencias
propias de la muestra dado el lugar de obtencion de la misma. De igual forma, estas diferencias
pueden deberse a los cambios propiciados por el fendbmeno de la cavitacion acustica y las altas
temperaturas generadas por el método de extraccion hibrido. Existe al menos una
identificacion con LC/MS, reportado por LopezCéardenas et al. (2023), quienes reportaron
varios elagitaninos como el galagil-hexdsido, lagerstannin B, geraniin y el corilagin que se
encuentra en mayor abundancia, asi como también acidos hidroxibenzoicos (&cido elégico,

acido 5-O-galoilquinico y un derivado del acido elagico).
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Cuadro 2. Perfil de compuestos fendlicos encontrados en el cascalote.

# TR (M-H)  Compuesto Formula AR %M

1 5608 214 2-etil-1-dodecanol C14H300 1929000 53%

2 6.603 298 1-Eicosanol C20H420 1160000 32%

3 7.924 178 Ester 3-metilfendlico del 4&cido  C11H140 531000 15%
butanoico

El compuesto 2-etil-1-dodecanol es el que sé encuentra en mayor porcentaje con 53%, es un
alcohol de cadena larga, y puede tener efecto antimicrobiano, lo cual ya ha sido atribuido al
cascalote previamente. Por otra parte, el 1-Eicosanol se ha reportado como un compuesto

antimicrobiano (Rodriguez-Magafia, 2011).

4.7  Andlisis por espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR).
En la figura 12 podemos ver el andlisis de espectroscopia infrarroja por transformadas por
Fourtier (FTIR) de los extractos, donde graficamente observamos que el uso de EA-U/M,
EAM y EAU no afecta la formacion de picos representativos de distintos grupos funcionales,
es decir no se aprecia alguna deformacién de grupos ni generacion de nuevos. Sin embargo,
podemos observar una mayor concentracion de moléculas dentro de los mismos grupos
funcionales en el tratamiento EAU, seguida de EAM y con mejor cantidad EA-U/M. En los
extractos podemos observar picos de absorcion anchos en 3400.10, 2853.27 cm™ y se
encontraron picos intensos en 1733.21, 1501.99, 1499.19, 1312.02, 1179.78, 1024.08, 963.51
cm?, longitudes de vibracion mayormente de los alquenos estos son de bajo peso molecular
con los polifenoles tienen capacidad antioxidante. Las bandas por encima de 3000 cm™
sugieren la presencia de insaturados =CH (alquenos, aromaticos), tenemos presencia de una
banda anda a 3400.10 cm™ es la caracteristica de tensio O-H en los grupos fendlicos unidos
al H. En la region de 800 a 1800 cm™ quedan evidentes y marcados los picos que son tipicos
de las vibraciones por estiramientos C=0, aromaticos y C-O, se encuentran aproximadamente
en 1612, 1509 y 1030 cm™. Los grupos fenolicos se pueden encontrar en la region
aproximada entre 1315-1037 cm™, La denominada region de huella digital que abarca de
1400 a 600 cm?, en esta region encontraremos uniones simples C-C, C-N, C-O. Los datos

actuales indicaron firmemente la participacion de, polifenoles, carboxilo, grupos amino, los
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cuales presentan similitud a lo reportado por Jeeva et al. (2014), quienes caracterizaron

mediante FTIR extractos de plata de Caesalpinia coriaria.

Figura 12. Espectro FTIR del extracto de cascalote.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidenciaron que se pueden extraer fracciones
de polifenoles a partir de Caesalpinia coriaria, empleando tecnologias verdes, EA-U/M,
EAM y EAU. Se logré un mayor rendimiento empleando EA-U/M, el mismo sistema nos
arrojo que el extracto presentd valores significativamente mayores para FH, FC y FT, en
comparacion con EAM y EAU. El extracto de cascalote obtenido mediante EA-U/M mostro
una capacidad antioxidante de 601.63+£7.49 mgET/gms (DPPH) y 534.77+12.55 mgET/gms
(ABTS) con valores de ICso de 242.81 y 186.6 mg/L para DPPH y ABTS, respectivamente.
El analisis mediante GC/MS permitié la identificacion de tres compuestos: 1-Eicosanol, éster
de 3-metilfenilo del &cido butanico y 2-etil 1-dodecanol. Finalmente, la determinacién de
FTIR nos arrojo que el uso de los métodos de extraccion (EA-U/M, EAM y EAU), no genero
modificacion ni generacién de grupos funcionales, dado que los tres extractos presentaron las
mismas sefiales en los grupos funcionales pertenecientes al hidroxilo y carbonilo, los cuales
forman parte fundamental en la estructura de compuestos bencénicos pertenecientes a

compuestos fendlicos y alifaticos.
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