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RESUMEN

Se optimizaron las condiciones de extraccién de compuestos fenolicos a partir de corteza de Q.
crassifolia. La extraccion fue hecha por maceracion usando agua como solvente, generando un
modelo experimental del proceso de extraccion de polifenoles, las variables de proceso fueron
temperatura y tiempo (T= 60, 78 y 94°C; t= 20, 40 y 60 min), siendo la concentracion de fenoles
totales, flavonoides totales, acidos fendlicos tipo hidroxicinamicos, la capacidad de captar a los
radicales DPPH y ABTS las variables de respuesta. Se pudieron observar algunas tendencias
estadisticamente significativas en la concentracién de los diferentes tipos de compuestos
polifendlicos. El contenido de fenoles totales del extracto de Q. crassifolia muestra una mayor
concentracion a T= 94 °C, t= 60 min con 44.42+0.24 mg EAG/mI, en flavonoides la mejor
concentracion obtenida es en el tratamiento T= 60°C, t=20 min con 9.12+0.04 mg EQ/ml). Para
acidos hidroxicindmicos los resultados son T= 94 °C, t= 40 min 0.36 £ 0.07 mg EAG/ml y en
actividad antioxidante el extracto de corteza de encino mostré mayor capacidad de captar al radical
ABTS (8.36+0.05 mg EAG/mI) cuando las condiciones de extraccion empleadas fueron T=78 °C,
t= 60 min, en cuando a la capacidad de captar DPPH, se obtuvo mejor resultado con el tratamiento
T=60°C, t= 40 min (8.54+0.03). Estos resultados pudieran indicar que la capacidad de captar tanto
el DPPH como el ABTS, en el caso de los extractos de corteza de Q. crassifolia, esta relacionada
con los diferentes tipos de compuestos polifendlicos presentes en los diferentes tratamientos, ya
gue como se ha mostrado, la temperatura y los tiempos de extraccion influyen significativamente,
tanto en la concentracién como en la clase de compuestos polifendlicos que son extraidos. Con
datos experimentales se ajustaron por analisis de varianza (ANOVA). El andlisis estadistico se

realizé utilizando el programa JMP (software estadistico).




Palabras clave: Corteza, Quercus crassifolia, extraccion, compuestos fendlicos, capacidad

antioxidante.

ABSTRACT

The antioxidant extraction conditions were optimized from Q. crassifolia, the extraction was
done by maceration using water as a solvent generating an experimental model of the polyphenol
extraction process, the process variables were temperature and time, T =60.78 and 94 ° C t = 20.40
and 60min, being phenols, flavonoids, hydroxycinmic acids, antioxidant capacity in DPPH and
ABTS the response variables, The total phenolic content was determined following the method
proposed by Scalbert et al. (1989), flavonoid content was determined at 415 nm with the method
of Brighente et al. (2007), hydroxycinmic acid content was determined by comparison with a
calibration curve using chlorogenic acid as standard, and the absorbance of the test was measured
at 525 nm, the antioxidant capacity of oak bark extracts was determined by spectrophotometric
methods , considering the ability of the extracts to capture oxidizing species of biological
relevance. The effect of the process variables was on the statistically significant response variables.
The relative content of the extract of Q. crassifolia in total phenols shows a higher concentration
at T =94 °C, t=60min with (44.42 £ 0.24 mg EAG / ml), in flavonoids the best concentration
obtained is in the treatment T = 60 ° C, t = 20min with (9.12 = 0.04), (mg quercetin / ml). For
hydroxycinnamic acids, the resultsare T =94 ° C, t = 40 min (0.36 £ 0.07) (mg EAG / ml) and in
antioxidant capacity applying the ABTS method obtaining the best antioxidant capacity T = 78 °
C, t =60 min (8.36 £ 0.05) (mg EAG / ml). Applying DPPH, T =60 ° C, t = 40min (8.54 + 0.03)
These results could indicate that the ability to capture both DPPH and ABTS, in the case of bark
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extracts of Q. crassifolia, is related to the different types of polyphenolic compounds present in
the different treatments, since as shown, the temperature and extraction times significantly

influence both the concentration and the class of polyphenolic compounds that are extracted.

With Experimental data were adjusted by analysis of variance (ANOVA) (p <0.05). Statistical
analysis was carried out using the JMP program (statistical software), El analisis estadistico se

realizé utilizando el programa JMP (software estadistico).

Keywords: Bark, Quercus crassifolia, extraction, phenolic compounds, antioxidant capacity.




.  INTRODUCCION

1. GENERO Quercus.

Los encinos son arboles que pertenecen a uno de los géneros mas importantes del mundo.
Quercus es el mas grande de la familia Fagaceae (Rodriguez y Romero et al., 2007). Comprende
de seis a nueve géneros y alrededor de 600 a 900 especies de encinos y en México se desarrollan
tres variantes de este género: Quercus (encinos blancos; también conocidos como
Erythrobalanus), Lobatae (encinos rojos o Leucobalanus) y Protobalanus (encinos intermedios).
Todos los encinos comparten una serie de caracteristicas bioldgicas comunes: tallos lefiosos, hojas
con consistencia similar al cuero (coriaceas o duras) y presencia de bellotas. Su forma de
crecimiento es comunmente como arbol (con una altura de 3 a 40 m) y algunos como arbustos (con
alturas de 10 a 60 cm), pero nunca como hierba; ramas de 2.3 a 4.5 mm de diametro, surcadas,
densamente tomentosas, de induccion de color amarillento a &mbar, con tricomas estipulados
fasciculados, lenticelas no visibles; brotes ovoides a ovoides largos, 4-10 mm de largo, escamas
ovadas, ligeramente sericeas, las escamas superiores doradas y pilosas; estipulas deciduas o
persistentes en las yemas apicales, lanceoladas, estrigadas, de 8.7-13.5 mm de largo. Hojas
maduras con peciolos 7-30 (35) x 1.9-3.5 mm, tomentosas, ligeramente amarillas, con tricomas
sésiles fasciculados; laminas gruesas y coriaceas, obovadas, 10-17.5 x 4.1-11.5 cm, 1.4-1.8 veces
mas largas que anchas; base cordada, subcordada, truncada, redondeada o ligeramente decurrente;
margen grueso, ligeramente revolutivo, con 3-8 dientes aristados a cada lado de la cuchilla
ubicados en la parte media distal o la cuarta parte distal de la cuchilla, a veces solo aristadas (sin
dientes); apice obtuso a redondeado; venas secundarias 7-10 a cada lado de la vena media,

ascendente, moderadamente curvada, a veces casi recta, ramificado o no cerca del margen, la parte




superior continGa directamente en los dientes y el arista; superficie de la lamina adaxial
prominentemente rugosa, algo brillante o sin brillo, verde gris o verde oscuro, glabro o glabrado
con algunos tricomas estipitados fasciculados a lo largo de la vena media, secundaria venas y venas
impresionadas; superficie de la Iamina abaxial con induccion amarillenta, densamente tomentosa
a lanosa, con tricomas estipitos fasciculados, los rayos crispados, entrelazados y escondidos los
tricomas glandulares ambar y la epidermis bullata (Valencia et al., 2017) °, su desarrollo es lento,
causa por la cual son de larga vida. Una peculiaridad de los encinos es el patron en la duracion de
las hojas. En los encinos perennifolios, el follaje siempre se mantiene verde y se va sustituyendo
de manera paulatina. Por el contrario, los encinos caducifolios pierden la totalidad de sus hojas
durante la estacion de sequia. En el renuevo de las hojas se muestran colores vividos que van del
naranja al rojo carmesi. Las hojas se caracterizan por tener diferentes tipos de apice (punta de la
hoja), base de la hoja, nimero de nervaduras, margen, textura, tamafios y colores, propiedades
morfologicas que son empleadas en la taxonomia para su clasificacion cientifica (Rodriguez et al.,

2007).

1.1.  Quercus crassifolia.

La especie Quercus crassifolia cominmente llamado encino colorado, encino chicharrén,
encino chilillo, encino hojarasca, encino huaje, encino pepitillo, encino prieto, roble y urikoste, su
tamafo es de 8 a 20 m de altura y con diametro del tronco de 25 a 50 cm, su corteza café obscura
acanalada, su hoja ovalada u obovada de 4 a 16 cm de largo por 3 a 10 cm de ancho el margen
encorvado y aristado y con 6 a 9 dientes, peciolo tomentoso de 10 a 30 mm; envés amarillo a
castafio muy tomentoso, su fruto es anual o bianual, solitario o en pares; bellota ovoide de 10 a 20

mm de largo por 7 a 13 mm de didmetro, las caracteristicas de esta especie se puede observar en
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las lHustraciones 1, 2 y 3. EI mecanismo de propagacion es por bellotas producidas de julio a agosto.
Estado de conservacion: amenazado, habitat transformado por incendios, tala y cultivos (Arizaga

et al., 2009).

lustracién 2. Hojas y tronco de Q. crassifolia. Tomado de (Valencia et al., 2016).
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llustracién 3. Bellotas de Q. crassifolia. Tomado de (Arizaga et al., 2009).

1.2. DISTRIBUCION Y AMBIENTE

La distribucion del género Quercus abarca grandes gradientes ecoldgicos y climaticos en el

continente Eurasiatico como en el continente americano, en un patron casi continuo.

Cubren bosques continuos muy grandes desde las regiones tropicales hasta las boreales,
principalmente en bosques templados, aunque también pueden hallarse en matorrales, pastizales y
de forma intercalada, en algunas selvas secas, desde el nivel del mar hasta 4 000 m en el Himalaya,
y se expresan en rasgos de historia de vida muy diferentes. Es uno de las mas importantes en las
regiones templadas del Hemisferio Norte. En México consta de alrededor de 400-500 especies y
es uno de los géneros de arboles méas importantes que se distribuyen en el hemisferio norte, en la
misma linea, Europa, y Africa (Esquivel et al., 2007). Desde México hasta Centroamérica; se
distribuye en Chihuahua, Chiapas, Distrito Federal, Durango, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo,
Jalisco, México, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala y Veracruz. (Arizaga et al.,

2009. Fagus y Quercus se distribuyen en México, el primero en el noreste, el Gltimo alcanza una
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gran diversidad en la Sierra Madre Oriental. Tradicionalmente en este género, se han reconocido
dos subgéneros: Cyclobalanopsis y Quercus, el Gltimo comprende tres secciones: Lobatae (robles
rojos), Protobalanus (copa dorada o robles intermedios) y Quercus (robles blancos) (Manos et al.,
1999; Nixon, 1993). Como ya hemos visto los encinos, son un grupo de plantas que se distribuye
ampliamente a lo largo del territorio mexicano. Representan un conjunto de arbustos y de arboles
con gran valor ecolégico, y cultural para México, y para Michoacan en particular, el area de
distribucion principal de encinos se registra en las grandes sierras, especialmente en aquéllas con
los tipos de vegetacion conocidos como bosques de pino-encino y de encino, especies de maderas
duras por excelencia y extenso uso para combustible en el medio rural, algunas de las cuales son

consideradas especies clave.

1.3. USOS

El encino es una de las maderas econdmicas mas rentables utilizadas en la industria de la
toneleria, incluso cuando la corteza se utiliza como tapdn; sin embargo, hasta el 25% de la corteza
no tiene aplicacion o se consume como combustible (Valencia et al., 2018). En la mayoria de los
paises, también se los considera importantes recursos patrimoniales y culturales ademas de su
importancia econémica, ecologica y cultural. Los encinos también han sido valorados por su papel
ecoldgico para frenar la desertificacion y la erosion del suelo debido a la composicion mineral de
sus hojas que forman agregados estables de buen tamafio. Asi mismo, han contribuido al
mantenimiento de la biodiversidad ya que albergan grandes comunidades de roedores, aves,
reptiles, insectos aracnidos y epifitas como orquideas, bromelias, helechos, hongos y briéfitas. Los
encinos representan un gran beneficio del calentamiento climatico contindo debido a su resistencia

a la sequia y su preferencia por temperaturas mas altas (Esquivel et al., 2009). Los encinos son un
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recurso natural renovable que sirve de alimento y para diversas aplicaciones en el sector industrial,
como son lefia, carbdn, fabricacion de cercas, arados, ejes de carreta, plataformas y extraccion de
celulosa para papel, confeccion de artesanias locales y elaboracion de muebles. A nivel mundial,
la madera de los encinos es considerada de alta calidad, por lo que resulta importante para la
economia de algunos paises europeos. En el pasado, los frutos constituyeron una fuente alimenticia
importante para el hombre, aunque su uso ha disminuido. En la actualidad, las bellotas son
empleadas como alimento para el ganado (principalmente porcino). En ciertos lugares, las bellotas
de sabor dulce se consumen crudas, pero su exceso puede provocan una ligera intoxicacion;
mientras que en otros lugares son tostados y molidos para fabricar una bebida parecida al café. Por
otro lado, las hojas son utilizadas como condimento. Ademas, existen ciertas especies (llamadas
“encinos de miel”) que son productoras de sustancias azucaradas (ligamaza) que es colectada por
abejas que las almacenan en forma de miel. También la corteza es ampliamente utilizada en
trabajos de peleteria debido a la alta concentracion de taninos que poseen. Desde la vision
ecoldgica, los encinos son proveedores de servicios ambientales, dado que producen oxigeno,
capturan bioxido de carbono (contaminante atmosférico producido por el hombre), filtran el ruido,
reducen la erosion del suelo, infiltran el agua al subsuelo, regulan la temperatura atmosférica y son
hospederos naturales que alojan en sus cortezas, ramas, hojas y flores, a numerosos especies de
ardillas, pajaros, avispas, abejas, moscas, escarabajos, orquideas, liquenes, bromelias, helechos y

plantas trepador (Arizaga et al., 2009).




1.3.1. USOS MEDICINALES

Se han encontrado diversos usos de Quercus en diferentes partes de la Republica Mexicana:
uso medicinal, alimenticio, artesanal, forraje, taninos, colorantes y posee valor cultural. Esto hace
a los encinos uno de los grupos taxondmicos de plantas de mayor importancia econdémica en el
hemisferio norte (Valencia, et al., 2004) ®. El 64% de las especies de encino utilizadas tienen
Unicamente un uso no lefioso, mientras que para las especies restantes se registraron entre dos y
cinco usos. En el segundo caso destacan algunas especies como Q. crassifolia que se utiliza como
medicina y alimento, para el uso medicinal se emplean casi todos los 6rganos de la planta: corteza,
hojas, flores, raices y agallas. Se registraron 31 enfermedades relacionadas con los diferentes
aparatos y sistemas del cuerpo humano, de las cuales las relacionadas con el aparato digestivo y la
piel son las que utilizan el mayor namero de especies y cuyas recetas incluyen principalmente el
uso de la corteza y hojas. Para el uso con fines alimenticios se emplean las bellotas, las yemas
foliares, las flores, las hojas y las agallas, productos que enriquecen la dieta de las comunidades
indigenas con proteinas, lipidos y carbohidratos. Se encontraron diez diferentes formas de alimento
proveniente de los encinos, las cuales se pueden subdividir en dos grupos. El primero comprende
el consumo natural exclusivamente de la bellota; el segundo agrupa a los productos procesados
tales como capeado de las flores y tostado de las bellotas para consumirse como “semilla” o para
elaborar harina para tortilla, pan, pastel, atole, chocolate, café, pinole y tamales (De Lourdes et al.,

2003).
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1.4. COMPUESTOS PRESENTES EN LA CORTEZA

Segun Honorato y Hernandez et al. (1998) quienes realizaron un anélisis para determinar los
compuestos quimicos de diferentes especies Quercus entre ella Q. crassifolia, muestra que el
encino es una buena fuente de compuestos fendlicos, que pueden extraerse y utilizarse en la
formulacion de nuevos productos funcionales. La corteza de encino de especies mexicanas
representa un area de gran interés para la investigacion, ya que es una fuente potencial de

antioxidantes naturales.

2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los polifenoles o compuestos fenolicos (CF) son moléculas naturales del metabolismo
secundario de las plantas que derivan de las vias de shiquimato y de los fenilpropanoides (Munin
et al., 2011). En el reino vegetal se encuentran ampliamente distribuidos, de hecho, las plantas
sintetizan miles de CF diferentes (Quifiones et al., 2012). El contenido de CF en las plantas y frutos
tiene variaciones que dependen del genotipo, especie, condiciones ambientales, grado de madurez,
composicion del suelo, ubicacion geografica y condiciones de almacenamiento (Haminiuk et al.,
2012). Ademas de participar en la funcion fisioldgica de los vegetales, también son componentes
importantes de la dieta humana, aunque no se consideran como nutrientes. Son objeto frecuente
de investigacion debido a sus diversas funciones como lo es la asimilacion de nutrientes, sintesis
proteica, actividad enzimatica, fotosintesis, formacién de componentes estructurales y la defensa
ante los factores adversos del ambiente como la agresion por patdgenos e insectos. Ademas de
estas funciones, los polifenoles son reconocidos por su marcada capacidad antioxidante. Los CF

son los antioxidantes mas abundantes en las frutas, verduras y bebidas derivadas de algunas
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plantas. Su ingesta es en promedio 1 g, lo que es 10 veces mayor que la vitamina C y 100 veces
mayor que la vitamina E, mas all& de sus propiedades para captar especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno de importancia en la patogénesis de enfermedades; los CF pueden actuar en numerosas
vias de sefializacién intracelulares como mediadores, lo que los convierte en moléculas muy
interesantes para el desarrollo de nuevos productos. Investigadores y grandes industrias han
mostrado interés en estas moléculas, lo que ha llevado a realizar diversos estudios con el fin de
encontrar CF con propiedades farmacoldgicas de interés, dentro de las que se encuentran el
caracter antioxidante, importante para combatir enfermedades producidas por el estrés oxidativo
(Szliszka et al., 2013). Adicionalmente, a la capacidad antioxidante de estos compuestos, se le
atribuyen propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antitromboticas, antimicrobianas,
antineoplasicas y anticancerigenas, que justifican el numero importante de publicaciones

cientificas que se pueden encontrar (Valencia et al., 2016).

Los CF presentan una estructura similar, caracterizada por tener de uno a mas anillos aromaticos
con al menos un grupo hidroxilo enlazado (Balasundram, et al 2006). Su diversidad estructural
implica que exista un amplio grupo de moléculas, los cuales van desde estructuras simples hasta
compuestos complejos, siendo clasificados de diversas maneras (Zhang et al., 2015). En general,
los CF han sido clasificados en dos grandes grupos: flavonoides y no flavonoides. En el grupo de
los flavonoides, se encuentran los flavonoles, flavonas, flavan-3-ols, isoflavonas, flavanonas,
dihidroflavonoles, antocianidinas y chalconas. Mientras que en el grupo de los no flavonoides, se
encuentran los &cidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicindmicos, polifenoles volatiles estibenos

y compuestos diversos (lignanos y cumarinas) (Goncalves et al., 2013).
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2.1. BIOSINTESIS DE POLIFENOLES

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario de las plantas tiene
lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del &cido siquimico y la ruta de los
poliacetatos. La ruta del acido siquimico proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina) y la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles sencillos,
acidos fenolicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano). La ruta de los poliacetatos
proporciona las quinonas y los xantomas. La ruta del &cido siquimico es dependiente de la luz. Se
inicia en los plastos por condensacion de dos productos tipicamente fotosintéticos, la eritrosa-4-
fostato, procedente de la via de las pentosas fosfato, y el fosfoenolpiruvato, originario de la
glucdlisis. Tras diversas modificaciones, se obtiene el &cido siquimico, del que derivan
directamente algunos fenoles. La via del acido siquimico puede continuar con la adhesién de una
segunda molécula de fosfoenolpiruvato, dando lugar a la fenilalanina, un aminoécido esencial
propio del metabolismo primario de las plantas. La fenilalanina entra a formar parte del
metabolismo secundario por accion de la enzima fenilalanina amonioliasa, que cataliza la
eliminacion de un grupo amonio, transformando la fenilalanina en el acido trans-cindmico.
Posteriormente, el acido trans-cindmico se transforma en acido r-cumarico por incorporacion de
un grupo hidroxilo a nivel del anillo aromatico. La accion de una Coenzima A (CoA), la CoA-
ligasa, transforma el acido p-cumarico en p-cumaroilCoA, que es el precursor activo de la mayoria
de los fenoles de origen vegetal. La ruta de los poliacetatos comienza a partir de una molécula
inicial de acetilCoA, y a través de una serie de condensaciones se originan los poliacetatos. Por
reduccidn de los poliacetatos se forman los acidos grasos, y por ciclacion posterior se forman una
gran variedad de compuestos aromaticos, como las quinonas y otros metabolitos que se generan a

través de rutas mixtas. Las rutas mixtas combinan precursores tanto de la via del acido siquimico
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como de la ruta de los poliacetatos. Este es el caso de un importante grupo de moléculas

biol6gicamente activas, denominadas genéricamente flavonoides, la biocinética de los polifenoles

en planta se muestra en la llustracién 4 (Quifiones et al 2012).

Eritrosa-4-fosfato =
> ¥ Fosfocnolpinuvato
(via pentosas-fosfato)
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Acetil-CoA

Fenilalanina Q
Ruta de los
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&

Acido
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p-cumaroilCoA

FLAVONOIDES

lustracion 4. Esquema de la ruta biocinética de los polifenoles en las plantas. CoA=Coenzima

A. Tomado de (Quifiones et al 2012).

2.1.1. FENOLES.

Los compuestos polifendlicos poseen en su estructura un anillo bencénico, y tiene un grupo

hidroxilo en lugar de uno de los atomos de hidrégeno propio del benceno (CeHs), tal y como lo

muestra la llustracién 5.
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OH

lustracion 5. Estructura quimica del fenol. (Avalos et al., 2009)

Desde el punto de vista de la estructura quimica, los compuestos fendlicos son un grupo muy
diverso que comprende desde moléculas sencillas como los &cidos fenolicos hasta polimeros

complejos como los taninos y la lignina (Avalos et al., 2009).

2.1.2. FLAVONOIDES.

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es ‘“amarillo”,
constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del reino vegetal. El término
flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos caracterizados por una
estructura benzo-y-pirano, los cuales estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se
encuentran de forma universal en las plantas vasculares, en forma de glucésidos. Ellos son muy
importantes para el desarrollo y buen funcionamiento de las plantas, como agentes protectores
contra la luz UV o contra la infeccidon por organismos fitopatdgenos; ademas, estos compuestos
presentan propiedades relacionadas con la salud humana, lo cual estd basado en su actividad

antioxidante.

Existen varios subgrupos de flavonoides. La clasificacion de estos compuestos se hace en

funcion del estado de oxidacion del anillo heterociclico (anillo C) y de la posicion del anillo B.
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Dentro de cada familia existen una gran variedad de compuestos, que se diferencian entre si por el
namero y la posicién de los grupos hidroxilos, y por los distintos grupos funcionales que pueden
presentar (metilos, azlcares, acidos organicos). Los principales subgrupos de compuestos
flavonoides son: flavonoles, flavonas, flavanonas (dihidroflavonas), isoflavonas, antocianidinas y

flavanoles (Aal y Hucl, 1999).

En la ruta de biosintesis de flavonoides (llustracién 6), la primera etapa consiste en la
condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-cumaril-CoA. Esta reaccion
esta catalizada por calcona sintasa y da lugar a naringerina calcona, precursor de los flavonoles y
antocianinas. La misma condensacion catalizada por la estilbeno sintasa conduce a la formacion
estilbenos implicados en mecanismos de defensa de plantas frente a patdégenos. (Avalos et al.,

2009).
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llustracion 6. Biosintesis de flavonoides. Tomado de (Avalos et al., 2009).

2.1.3. ACIDOS HIDROXICINAMICOS.

Los &cidos hidroxicinamicos son compuestos fendlicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en alimentos de origen vegetal sus principales funciones en las células vegetales son
las de actuar como metabolito para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y ademas
participan como agentes protectores frente a la accién de patdgenos como parte de su mecanismo

de defensa (Sancho, et al., 2001).
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Ademas de ser precursores de aromas (&cidos p-cumarico, cafeico, ferdlico entre otros). Su
estructura quimica le permite proteger contra los radicales libres, actuando como antioxidantes,
propiedad que se relaciona con su actividad oncoprotectora y anticancerigena. Sin embargo,
dependiendo de su concentracion y otros factores, también poseen actividad pro-oxidante. Estan
formados basicamente por un anillo aromatico, un grupo alifatico y un acido carboxilico en el
extremo. Son denominados hidroxicinamicos por la sustitucion del grupo -OH (hidroxilo) en el

anillo aromatico, tal como se observa en la Ilustracion 7.

':!q. DM ﬂa-"-'"*
protocalechuic scd varrillic seid gallic aewd

lustracién 7. acidos hidroxicinamicos. Modificada de (Pefiarieta, et al., 2014).

2.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS POLIFENOLES

2.2.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La principal propiedad de los polifenoles es su actividad antioxidante, con numerosos trabajos que
inciden sobre ello, no en vano son los antioxidantes mas abundantes en la dieta. Esta propiedad
depende del estado de hidroxilacion de sus anillos aromaticos (Kok et al., 2008). Entre los efectos
antioxidantes de los polifenoles se incluyen los siguientes: (a) eliminacién de radicales libres (b)
quelacion vy estabilizacién de cationes divalentes, y (c) modulacién de enzimas antioxidantes
enddgenas (Manach et al., 2004; Soobrattee et al., 2006).
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Debido a que los polifenoles son compuestos sensibles a la 6xido-reduccion (Ju et al., 2007),
dependiendo del tipo de célula, dosis, y/o el tiempo de tratamiento, también pueden actuar como
agentes pro-oxidantes, incrementando la produccion de especies reactivas de oxigeno y, por lo
tanto, reducir el crecimiento celular (Ramos, et al 2008). Hay experimentos clinicos que han
demostrado que los polifenoles disminuyen los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
Reactive Oxygen Especies) (Fenercioglu et al., 2010), concretamente flavonoides tales como
quercetina o catequina pueden capturar directamente ROS, tales como el anién superéxido (O,
perdxido de hidrégeno (H202) y &cido hipocloroso (HCIO) (Binsack et al., 2001). Los polifenoles
también pueden potenciar los sistemas de desintoxicacion celular, tales como la superoxido
dismutasa, catalasa o glutation peroxidasa (Kolace et al., 2010; Nijveldt et al., 2001); e inhibir las
enzimas generadoras de ROS, tales como la xantina oxidasa o la lipoxigenasa (Coulibaly et al.,

2011).

La accion antioxidante de los polifenoles se traduce en otras actividades potenciales, como
antiinflamatoria, vasodilatadora, antitrombdtica, antiapoptotica, o efectos antiaterogénicos
(Quifiones et al, 2013). Todas estas actividades se pueden ver traducidas en la reduccion del
crecimiento de ciertas lineas celulares cancerosas y son cada vez mas las investigaciones que

atribuyen actividades antitumorales a los polifenoles (Henning et al., 2013; Sak et al., 2014).

2.2.2. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

La inflamacidn es una reaccién de la microcirculacion que se caracteriza por la migracion de
las proteinas del suero y los leucocitos de la sangre en el tejido extravascular. Esta migracion se
regula por la liberacion secuencial de mediadores vasoactivos y quimiotacticos, tales como

histamina, 5-OH-triptamina, moléculas de adhesion y citocinas tales como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
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10, IL-8, y MCP-1. Estos procesos se acompafian de un aumento de la temperatura local,
enrojecimiento, hinchazon, dolor, y pérdida de la funcién del tejido (Guo et al., 2009). La actividad
antiinflamatoria de los polifenoles esta tomando cada vez mas importancia, aunque por supuesto
no es algo que debe sorprender dada la relacion entre estrés oxidativo e inflamacion. El estrés
oxidativo produce un aumento de enzimas tales como ciclooxigenasa (COX) y lipoxigenasa
(LPO), que estan implicadas en la liberacion de factores como interleucinas y quimiocinas. Ya en
2000, Luy colaboradores demostraron que la quercetina inhibia la expresion de COX-2 en estudios
in vitro, o que la flavina presente en el té negro suprimia la expresion de la ciclooxigensa en células
de cancer de colon. La regulacion de la inflamacién mediante la accion sobre el factor nuclear
kappa beta (NF-kB), que regula el proceso inflamatorio mediante la modulacién de la expresion
de genes proinflamatorios, es otra diana importante por parte de los polifenoles. Estos pueden
bloguear la fosforilacion de la subunidad P65 impidiendo la trascripcion de los genes
proinflamatorios. En este sentido han mostrado actividad varios polifenoles como el resveratrol,
la quercetina o el epigalocatequin galato entre otros (Dryden et al., 2006; Ou et al., 2006; Ran et
al., 2008). La asociacion entre inflamacion y cancer ha sido establecida por numerosos estudios
epidemiologicos y clinicos (Thun et al., 2004), y los principales agentes implicados son NF-kB,
TNF-o y COX-2, desde la iniciacion de la inflamacion hasta mecanismos ya citados como la

proliferacién celular, el efecto antiapoptotico, la angiogénesis o la metastasis (Lu et al., 2006).

Funciones de estas sustancias astringentes son sus propiedades hemostéaticas al detener el
sangrado, constrictoras y antiinflamatorias (Uribe et al., 2016). El extracto metandlico de corteza
de Quercus alba presenta una actividad antioxidante comparable a la del té verde, la que se ha
ligado a la presencia de catequinas y otros flavonoides (McCune et al., 2002). Los estudios

realizados por Lopez et al. (1995), Macias et al. (2010) y Osuna et al. (2005) indican la relevancia
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que tienen los fenoles como lignanos y taninos al comprobar su actividad terapéutica por sus
propiedades antibacterianas, antifingicas, antiespasmodicas, antitumorales, hormonales,
antimicrobianas y como inhibitoria a la replicacion del HIV-1 que es el retrovirus que causa el

SIDA.

2.3. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
El oxigeno es un elemento que presenta un perfil con doble efecto fisioldgico; es esencial para

el desarrollo de la vida aerobia y posee efectos toxicos inherentes a su estructura. Del oxigeno se
derivan moléculas inestables denominadas radicales libres que pueden causar dafio a nivel celular,
cuando se pierde el equilibrio entre dichas moléculas y el sistema de defensa antioxidante que
poseen los seres vivos, generando asi lo que se denomina estrés oxidativo. Dicho mecanismo posee
una estrecha relacion con el desarrollo y evolucidon de una gran variedad de procesos
degenerativos, enfermedades y sindromes. Su estudio se ha centrado principalmente en el
conocimiento de los mecanismos de su génesis y las formas de atenuar, disminuir o
contrarrestarlas, por medio de los sistemas de defensa antioxidante que posee la célula y la forma
de controlar los radicales libres que se generan de forma normal y continua en el organismo
resultado de algunos procesos celulares como el relacionado con el metabolismo oxidativo de la

mitocondria, proceso necesario para la obtencion de ATP (Lucia et al., 2012).

2.3.1. RADICALES LIBRES

Los radicales libres (RL) son moléculas capaces de existir de forma independiente conteniendo
en su ultima orbita uno o mas electrones desapareados, los cuales les otorgan el caracter

paramagnético (Pryor et al., 2001) que las torna muy inestables y altamente reactivas con
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capacidad para combinarse inespecificamente con las diferentes moléculas que integran la
estructura celular y los derivados de estas, ademas de su capacidad de atacar cualquier tipo de
biomolécula (Halliwell et al, 2002). Por su configuracion electrdnica estos radicales presentan una
vida media corta, sin embargo, en diversos estudios, se ha demostrado que la reactividad de estas
moléculas se correlaciona inversamente con su vida media y capacidad de difusion en el medio
celular. Los radicales libres se pueden formar a partir de diversos mecanismos, siendo la adicion
de un electrén a una molécula estable el mas comun (Cheeseman et al, 1993). Una vez que estos
son formados, buscan el modo de conseguir una configuracidn electrénica estable, razén por la
cual interactuan con otras moléculas a través de reacciones de 6xido reduccion (redox). En dichas
circunstancias, hay una transferencia de electrones que necesariamente implican la reduccion
(ganancia de electrones) y oxidacion (pérdida de electrones) de las moléculas participantes. Dicho
mecanismo genera que la produccion de radicales libres sea una reaccion en cadena, ya que al
reaccionar un radical libre con una molécula no radical inevitablemente esta Gltima pasa a ser un
radical libre. Dicha reaccion en cadena solamente se detendrd cuando dos radicales libres se
encuentren y reaccionen entre si (Halliwell et al., 2003). Estas reacciones bioquimicas se
encuentran clasificadas en tres grupos: Reacciones de iniciacion. Es la formacién de un radical

libre a partir de no radicales.
AB+C— A*+D+E

Reacciones de propagacién. Consisten en la formacion de un radical libre cuando reacciona una

molécula estable con un radical libre.

A*+CD — AC+ De-
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Reacciones de terminacion. Hace referencia a la reaccion quimica entre dos radicales libres, en
donde sus electrones desapareados son cancelados y se genera un producto estable (Lorenzi et al.,

2010).

As+De — AD

2.3.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN DPPH

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y plantas
medicinales, pero aquella que ha recibido una preferencial atencion es la técnica que utiliza el

radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH (Villafio et al., 2007).

Este radical libre es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un
proceso caracterizado por la cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente
antioxidante. Los estudios cinéticos muestran que este proceso ocurre a traves de una reaccion de
pseudo primer orden la que puede seguirse midiendo la disminucion de la absorbancia en funcion
del tiempo (Brand et al., 2005). Esta medicion permite observar una primera fase muy rapida,
seguida ulteriormente por una reaccion lenta, lo que podria ocurrir debido a un proceso de
dimerizacion de los productos de la reaccion o a reacciones de los productos de ésta. La reaccion
antes descrita entre el DPPH y un antioxidante, se puede representar de la siguiente manera (Guija,

et al., 2015):

[DPPH*] + [AOH] =———> [DPPH - H] + [AO*]
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2.3.3. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN ABTS

El radical ABTS se genera a partir de su precursor 2,2 -azinobis (etilbenzodiazolin)-6-sufonico
(ABTS). El radical cationico obtenido es un compuesto de color verde azulado de absorcién UV
visible. Es un radical artificial que no mimetiza bien la situacion in vivo. Termodinamicamente
puede ser reducido por compuestos gque tengan un potencial redox menor que el del ABTS (0.68V).
Pudiendo reaccionar con el radical muchos compuestos fendlicos con un potencial mas bajo. El
punto final de la reaccion lo marca la sustancia antioxidante empleada. La ventaja de este ensayo
es que puede realizarse tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente

apropiado para cada caso (Huang et al., 2005).

El ABTS es oxidado por los radicales peroxilo u otros oxidantes en su forma de radical cation
ABTS el cual es de color intenso, y la capacidad antioxidante de los compuestos de prueba se mide
como inhibicion dptica complementaria a la absorbancia (disminucién del color) al reaccionar

directamente con el radical ABTS (Prior et al., 2005).

Los resultados de los compuestos a analizar expresan la relacion con equivalentes de trolox

utilizado como reactivo de calibracion (Villano et al., 2004).

3. METODOS DE EXTRACCION DE POLIFENOLES

La extraccion de polifenoles a partir de plantas es un proceso que posee ciertas particularidades
a fin de proteger la integridad de las moléculas. Para escoger un método adecuado de extraccion
de polifenoles, resulta de vital importancia considerar el tipo de compuestos a obtener o analizar
(flavonoides, acidos fendlicos, etc.) y la naturaleza de la matriz biolégica a utilizar (planta, hoja,

fruto, semilla, etc.), asi como el grado de toxicidad y polaridad de los solventes a utilizar. El
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rendimiento de extraccion depende en gran parte de la manipulacion y las condiciones que se
utilicen para evitar la oxidacion o isomerizacion de los compuestos. La adicion de antioxidantes,
la extraccion a temperaturas bajas y la utilizacion de atmosferas inertes son propuestas para evitar
la oxidacion, degradacion térmica o cambios fisico-quimicos en los polifenoles (Antolovich et al.,
2000). Entre los métodos conocidos hoy en dia para la extraccion de polifenoles, la maceracion es
una de las técnicas mas utilizadas ya que, a pesar de que consume una gran cantidad de tiempo,
los solventes utilizados son relativamente baratos, ademas de que se realiza a temperatura ambiente
lo que permite mantener la integridad de las moléculas polifendlicas. Otra técnica muy utilizada
es la extraccion con Soxhlet, este método permite una extraccion continua, ademas de que es
sencillo y también barato, sin embargo, las manipulaciones secundarias, las altas temperaturas y
el tiempo de extraccion pueden ser inconvenientes, ya que pudieran modificar las caracteristicas

de las moléculas de la matriz vegetal original (Garcia Sanchez et al., 2005).

Otro método utilizado es la extraccion asistida por ultrasonido la que involucra dos fendmenos
fisicos: la difusion y el rompimiento de las paredes celulares de los organismos vegetales. Este
método resulta mas eficiente que los procedimientos tradicionales permitiendo una maximizacion
del rendimiento de extraccion (Azuola et al., 2007). La extraccion en fase solida es otra opcion
rapida y econdmica, ya que se reducen los volimenes de solventes y tiempo de analisis (Pefia et
al., 2003). La extraccion utilizando diferentes pH también se ha descrito como un método eficiente
de extraer polifenoles de las matrices vegetales. Este tipo de extraccion se utiliza para separar los
acidos fendlicos, catequinas y dihidrochalconas, pero los bajos rendimientos de extraccion limitan

su uso (Escribano Bailon et al., 2003).

La extraccion con fluidos supercriticos ha adquirido un gran impulso en los ultimos afios. Esta

técnica combina las caracteristicas de los gases y los liquidos para la extraccion. La baja viscosidad
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de los fluidos supercriticos con alta capacidad de difusion, permiten el acceso del disolvente a los
compuestos fendlicos que se encuentran ligados a las paredes celulares. Los procesos de
degradacion, isomerizacion y oxidacion se reducen minimamente en un tiempo de extraccion
minimo, ademas de que la extraccion se lleva a cabo en ausencia de aire y luz. Sin embargo, el
dioxido de carbono supercritico, que es el solvente mas utilizado, no permite la solubilizacion de
los compuestos fendlicos mas polares, lo que reduce el porcentaje de extraccién. La extraccion
asistida por microondas es una técnica que combina el uso de un horno de microondas con otras
técnicas de extraccion tradicionales. Las ventajas de este método son la reduccion del tiempo de
extraccion, el uso de cantidades menores de disolvente y la obtencion de rendimientos de
extraccion mas elevados. En todas las técnicas, la eleccion del disolvente es de suma importancia,
para lograr un mayor rendimiento de extraccion (Hemwimon et al., 2007). Los solventes mas
utilizados para la extraccion de polifenoles son el agua, metanol, acetona y acetato de etilo; en
agua son mas solubles los polifenoles asociados con azlcares, por ello la combinacion de
disolventes con agua se utiliza con frecuencia para extraer glucosidos (Escribano et al., 2003). El
acetato de etilo se ha utilizado para obtener extractos ricos en acidos fendlicos, flavonoides y
antocianinas (Ignat et al., 2011). También se utiliza para la purificacién de extractos crudos
obteniendo fracciones enriquecidas de flavonoides y proantocianidinas oligoméricas (Diouf et al.,
2009). La mezcla acetona/agua se ha utilizado para la extraccion de fenoles, mostrando mejor
rendimiento la acetona al 80% (Turkmen et al., 2006). Las mezclas de metanol/agua al 70-80%
resultan con excelentes rendimientos de extraccion de flavonas, flavonoles y catequinas (Bocco et
al., 1998), mientras que la mezcla metanol/agua 50:50 V: V es mas eficiente que la acetona para
la extraccion de polifenoles, sin embargo, su uso esta restringido debido a su toxicidad (Ignat et

al., 2011). Cabe mencionar que la exposicion de compuestos fendlicos a altas temperaturas por
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tiempos largos ocasiona la pérdida de los mismos debido a su alta inestabilidad térmica (Liyana et

al., 2005).
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Il. JUSTIFICACION

Los posibles efectos Utiles para la salud de los compuestos polifendlicos radica en su potencial
antioxidante, su amplia distribucion, asi como su capacidad de captar especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno asociadas con el padecimiento de enfermedades, perfila a los extractos naturales ricos
en compuestos fendlicos como ingredientes que pueden ser utilizados para el desarrollo de nuevos
productos en la industria farmacéutica, de alimentos y cosméticos. Los compuestos fendlicos
presentes en las cortezas de encino son factibles de extraccion con solventes, no obstante, debido
a que son termolabiles y susceptibles de oxidacion, es necesario analizar las condiciones 6ptimas

de extraccion de estos compuestos.
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I1l. HIPOTESIS

Las optimizaciones de proceso de extraccion de compuestos fendlicos por el procedimiento de
extraccion al agua caliente podran favorecer la concentracién y capacidad antioxidante en

extractos polifendlicos de corteza de la especie Quercus crassifolia.
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V. OBJETIVO GENERAL

Optimizar las condiciones del proceso de extraccion en extractos polifendlicos de corteza de

Quercus crassifolia.

1. OBJETIVOS PARTICULARES
- Establecer las mejores condiciones de temperatura y tiempo de extraccion de
compuestos fendlicos de corteza de Quercus crassifolia por maceracién en agua caliente.

- Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides y acidos

hidroxicindmicos en los diferentes extractos de Q. crassifolia.

- Realizar ensayos de capacidad antioxidante en términos de DPPH y ABTS en los

diferentes extractos de Q. crassifolia.
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V. METODOLOGIA

1. MATERIAPRIMA

Se utilizé corteza de encino Quercus crassifolia colectada en una plantacion forestal ubicada
en Ciudad Hidalgo, Michoacan, México. La corteza de la especie mencionada fue escogida
teniendo en cuenta su importancia para la industria forestal del Estado de Michoacan. La corteza
colectada fue lavada y durante este proceso se retiraron manualmente todo resto de silice, liquenes
y musgo, que pudieran afectar los resultados obtenidos durante la investigacion. Posteriormente,
las cortezas se fraccionaron en rectangulos de 5 por 5 cm y se secaron en horno a una temperatura
de 40 °C durante 48 h, con el objetivo de preservar la integridad de la mayor parte de los
compuestos fenolicos, ya que se tienen reportes de degradacion considerable de fenoles totales a
temperaturas mayores a 80°C (S6lyom et al., 2014). En seguida, se molieron utilizando un molino
de bolas y se tamizd con malla #40, obteniendo un tamafio de particula <0.40 mm, una vez hecho

esto, se almacend el polvo de corteza a temperatura ambiente.

2. EXTRACCION EN AGUA CALIENTE.

Se tomaron 50 g de corteza seca, molida y tamizada, se realizé la extraccion con 500 ml de agua
bajo reflujo por diferentes tiempos de acuerdo al disefio. Los sélidos se separaron por filtracionn
con papel filtro Whatman No. 42, y posteriormente fueron lavados con 500 ml de agua caliente
(Garcia et al., 2010). El extracto acuoso fue filtrado y secado para almacenarse en frascos &mbar a

4 °C.
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3. DISENO EXPERIMENTAL
Para el proceso de extraccién por maceracion las variables independientes consideradas fueron
temperatura y tiempo de extraccion:
Temperatura (°C): 60, 78 y 94.

Tiempo (min): 20, 40 y 60.

Extraccion por maceracion

Temperatura Tiempo
) (min)
60 20
60 40
60 60
78 20
78 40
78 60
94 20
94 40
94 60

Tabla 1. Disefio experimental para Q. crassifolia.
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4. CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS EXTRACTOS

POLIFENOLICOS OBTENIDOS.

Se realiz6 la caracterizacion quimica de los extractos obtenidos, que consistio en la
determinacion del contenido de fenoles totales, &cidos hidroxicinamicos y flavonoides y capacidad
entixidante por la eliminacion de radicales DPPH y ABTS por medio de la técnica de

espectrometria UV/vis.

4.1. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

Para determinar el contenido de fenoles totales se utilizo el método descrito por (Scalbert et al,
1989), se prepararon soluciones de Na>COs, 3.75g en 50 ml de H20. Reactivo de Folin con
proporcion de H>O destilada se prepararon soluciones de los extractos disueltos en una solucion
1/40 (v/v) de Hz2O/extracto, seran 1562.5 pl de Na2COs, 156.25 pl de reactivo de Folin y 152.5 pl
de extracto. Posteriormente, se colocaron 10 min en un bafio Maria a 50 °C y se midio la
absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro VELAB®. El contenido total de fenoles se calculd

por comparacion con una curva de calibracion usando acido galico.

4.2. CONTENIDO DE ACIDOS FENOLICOS TIPO HIDROXICINAMICOS

Para determinar el contenido en acidos hidroxicindmicos, se utilizé la metodologia descrita en
la Farmacopea Europea para Fraxini folium (European Pharmacopoeia, 2002). En un tubo de
ensayo se afiadié 1 ml del extracto (1 mg/ml), 2 ml de HCI (0.5 M), 2 ml de reactivo Arnow, 2 ml

de NaOH (2.125 mol/L) y 3 ml de agua (Total= 10 ml) y las absorbancias se tomaron a 525 nm en
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un espectrofotometro VELAB®. EIl contenido en acidos hidroxicindmicos se realizd por

comparacion con una curva de calibracion usando acido clorogénico como estandar.

4.3. CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES

Para establecer el contenido de flavonoides totales, se afiadieron 2 ml del extracto en un tubo
de ensayo (1 mg/ml) y una solucién al 2% de AICIs, se agité vigorosamente, se incubd durante 1
hora a 20 °C y se ley0 la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro VELAB®. El contenido
de flavonoides se determind por comparacion a una curva de calibracion usando quercetina como

estandar (Brighente et al, 2007).

4.4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN DPPH

La eliminacion de radicales DPPH- se determiné utilizando la metodologia descrita por Randhir
y Shetty (2007) y con las modificaciones de Gomez et al. (2017). Se mezclaron 50 puL de cada
muestra con 2.95 mL de solucion DPPH-60 uM (DPPH + metanol), para obtener un volumen total
de 3 mL. Las muestras se homogeneizaron durante 10 segundos y se dejaron 30 minutos en la
oscuridad. Finalmente, se leyeron a 517 nm de absorbancia en un espectrofotometro VELAB®.
Los resultados se expresaron como equivalentes de &cido galico por gramo de muestra seca (mg

EAG/mI) de acuerdo con la curva de calibracion preparada con el mismo patron.
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4.5. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN ABTS

El ensayo de actividad de barrido ABTS-+ se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia
propuesta por Pellegrini et al. (1999). Una solucion madre que contenia volimenes 2:1 de solucién
7 mM ABTS-+y 2,45 mM de persulfato potésico se dejo reposar de 12 a 16 horas a temperatura
ambiente posteriormente se ajustd con etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0.700 + 0.02 nm.
Después de eso, se mezclaron 15 pL de cada muestra con 1485 pL de la solucion de ABTS-+
resultante anterior. La absorbancia se midié6 después de 15 minutos a 734 nm en un
espectrofotometro VELAB®. Los resultados se expresaron como equivalentes de acido galico por
gramo de muestra seca (mg EAG/mI) de acuerdo con la curva de calibracion preparada con el

mismo patron.

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados experimentales fueron expresados como media + desviacion estandar de las tres
repeticiones. Los resultados fueron analizados con un analisis de varianza (ANOVA) (p<0.05) y
se realizd una prueba de Tukey-Kramer para la comparacion de medias (p<0.05). El analisis

estadistico se llevé a cabo utilizando el programa JMP (stadistical software)
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VII. DISCUSION Y RESULTADOS

1. COMPUESTOS POLIFENOLICOS

1.1. FENOLES TOTALES

En el Gréfico 1 se muestra el contenido de fenoles totales para los diferentes tratamientos.

Los tratamientos 8 y 9 (46.97 £0.24 y 44.42+0.24 mg EAG/ml respectivamente ), en los que

se extrajo a 94 °C durante 40 y 60 min, presentan la mayor concentracién de fenoles totales,

seguidos de los tratamientos 3 (36.94+2.38 mg EAG/mI), 2 (36.74+0.56 mg EAG/mI), 1

(34.47+0.71 mg EAG/mI ) T =60 ° C durante 60, 40 y 20 min respectivamente, 5 (34.40+0.92

mg EAG/ml) y 4 (34.17+£0.68 mg EAG/mI) T = 78 ° C durante 40 y 20 min respetivamente,

en los que no existen diferencias estadisticamente significativas. Por Gltimo encontramos a

los tratamientos 6 (33.51+0.86 mg EAG/ml) y 7 (31.75+£0.20 mg EAG/ml) a T=94° C

durante 20 min y T = 78 °C durante 60 min con una menor concentracion de compuestos

fendlicos. Siendo el tratamiento 8, 94°C 20min considerado como el Optimo para la

extraccion de compuestos fendlicos.
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Gréafico 1. Concentracion de fenoles totales de los extractos de corteza de Q. crassifolia.
Barras con letras desiguales son diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguida de una prueba de

Tukey-Kramer). EAG, equivalentes de &cido galico.

Existe una gran diversidad de compuestos presentes en las corteza de los encinos, con
diferentes polaridades (Valencia-Avilés et al., 2018). Como se ha observado, los tratamientos
a mayor temperatura presentan una mayor concentracion de compuestos fendlicos, lo que
pudiera ser explicado debido a que a mayor temperatura, existe una mayor transferencia de
masa. Los resultados de este trabajo, concuerdan con lo descrito por (Shi et al., 2003 y Naima
et al., 2015), en el primero se muestra que existe una concentracion mas alta de compuestos
fendlicos en extractos de semilla de uva a mayor temperatura, este efecto se ha atribuido a
que el calentamiento podria ablandar los tejidos de la planta, ademas de debilitar las

interacciones proteina-fenol y polisacaridos-fenol, por lo que existe una mayor migracion de
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compuestos polifendlicos al solvente. En el segundo estudio citado, se demostrd que el
aumento de la temperatura mejora el rendimiento de extraccion de polifenoles de la corteza

de Acacia mollissima, usando como solvente agua.

El tratamiento 7, en el cual se llevo a 94 ° C el proceso de extraccion, presenta una menor
concentracion de fenoles totales que los tratamientos 8 y 9, resaltando que tuvo un menor
tiempo de extraccion, atribuyendo este resultado a que con tiempos prolongados de
extraccion, otro tipo de compuestos fendlicos, como los lignanos, son extraidos (Naima et

al., 2015).

1.2. FLAVONOIDES TOTALES

En el Grafico 2 se puede ver la cantidad de flavonoides totales determinada para cada uno
de los tratamientos, destacando por su mayor concentracion los tratamientos 1 (9.12+0.04
mg EQ/mI), 3 (9.02+0.05 mg EQ/ml) y 2 (8.84+0.11 mg EQ/mI) que fueron sometidos a
temperatura de 60 °C durante 20, 60 y 40 min respectivamente, no mostrando diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Seguidos de los tratamientos 8t=g94 °c, 40 min
(8.45+0.18 mg EQ/mI), este tratamiento no muestra diferencias estadisticas con los
tratamientos 2 y 3, asi como con los tratamientos 7= 94 °c, t= 20 min (8.41+0.22 mg EQ/ml); 6=
78 oC, t=60 min (8.19£0.21 mg EQ/mI); 57= 78 ¢, t=40 min (8.06£0.43 mg EQ/mI) y 97=94 oc, t= 60 min

(5.34+0.62 mg EQ/mI).

A diferencia de la concentracion de fenoles totales, la concentracién de flavonoides totales

mostré una menor concentracion en los tratamientos en los gue se usaron temperaturas mas
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bajas, ya que se ha reportado que el rendimiento de extraccion de algunos compuestos
polifendlicos, de la clase de los flavonoides, disminuye cuando la temperatura de extraccion
excede los 60 °C, debido a la degradacion de estos compuestos con el calentamiento (Naima

et al., 2015).

Flavohoides

1 2 3 4 5 & 7 8 4
Tratamiento

Grafico 2. Concentracion de flavonoides totales de los extractos de corteza de Q.
crassifolia. Barras con letras desiguales son diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguida de una

prueba de Tukey-Kramer). EQ, equivalentes de quercetina.
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1.3. COMPUESTOS FENOLICOS TIPO HIDROXICINAMICOS

Las cortezas de encino, se han caracterizado por poseer una gran variedad de compuestos
fendlicos de bajo peso molecular que pueden ser facilmente extraidos (Fernandez et al.,

2011), entre estos podemos encontrar los acidos hidroxicinamicos.

En el Grafico 3 se observa la concentracion de compuestos fendlicos tipos
hidroxicinamicos de los extractos de corteza Q. crassifolia sometidos a diferentes
temperaturas y tiempos. Se puede notar una mayor concentracion en los tratamientos 8 =94
oc, t= 40 min (0.36 £ 0.07 mg ACG/ml); 7 7= 94 ¢, t= 20 min (0.30 £ 0.00 mg ACG/ml); 1 t=60°c, t=
20min (0.30 + 0.01 mg ACG/ml) y 2 t=60°c, t= 40 min (0.30 £ 0.00 mg ACG/ml). Despues
encontramos, con menor concentracion, sin encontrar diferencias estadisticas entre ellos, a
los tratamientos 3 T=60°c, t= 60 min (0.28 £ 0.00 mg ACG/ml); 9 t=94c, t= 60 min (27.00 £ 0.09 mg
ACG/Q), 4 1=78°c, t=20 min (0.26 £ 0.03 mg ACG/ml); 6 t=78<c, t=60 min (0.27 £ 0.00 mg ACG/q);
encontrandose con la menor cantidad (p<0.05) de &cidos hidroxicinamicos en el tratamiento

5 1=178°c, t= 40 min (0.22 £ 0.00 mg ACG/ml).

Podemos notar una tendencia estadisticamente significativa de mayor concentracion de
estos compuestos en los tratamientos en los que se usaron temperaturas de extraccion de 60
°C y 94 °C, durante 20 y 40 min, ya que se ha reportado que cuando un producto rico en
polifenoles es expuesto a temperaturas altas y tiempos prolongados de proceso, los
compuestos fenolicos se oxidan (Yu et al., 2005), no obstante, cuando la temperatura de

extraccion empleada fue de 78 °C, no se observaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los tratamientos a diferentes tiempos, sin embargo se puede notar una

tendencia de mayor concentracion cuando se extrajo durante 20 min, disminuyendo en 40

min y aumentando nuevamente a los 60 min de extraccion, pudiendo explicarse esto debido

a la oxidacién de los compuestos a tiempos de 40 min, no obstante, extendiendo el tiempo,

la extraccion pudo ser mas eficiente, ya que a consecuencia del tiempo prolongado vy la alta

temperatura, los componentes de las células se disuelven de manera mas efectiva, incluyendo

las vacuolas, donde se acumulan, en la mayoria de los casos, los compuestos bioactivos,

provocando la liberacion de estos al agua (Castro et al., 2017).

Acidos hidroxicinamicos
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Grafico 3. Concentracion de acidos hidroxicinamicos de los extractos de corteza de Q.

crassifolia. Barras con letras desiguales son diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguida de una

prueba de Tukey-Kramer). ACG, equivalentes de acido clorogénico
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2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante de los compuestos polifendlicos depende del nimero y las
disposiciones de los grupos hidroxilos, asi como de la presencia de donantes de electrones
constituyentes (Lapornik et al, 2005), por lo que es importante conocer si los compuestos
polifendlicos presentes en los extractos de Q. crassifolia obtenidos tienen actividad
antioxidante, ya que es una caracteristica que esté directamente relacionada con los efectos

benéficos a la salud.

En este estudio, se determind la capacidad de eliminacion de radicales libres de los
diferentes tratamientos de extraccion usando los ensayos DPPH, ABTS. Los ensayos DPPH
y ABTS se han utilizado ampliamente para determinar las capacidades antioxidantes de los
extractos de plantas, ya que requieren un equipo relativamente estandar y ofrecen resultados

rapidos y reproducibles (Buenger et al., 2006).

2.1. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN DPPH

En el Grafico 4 se muestran los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante en
funcion de la captura del radical DPPH, este indicd que los tratamientos; 2 T=60 °c, t= 40 min
(8.54+0.03 EAG/mI) ¥ 3 T=¢0 °c, t= 60 min (8.53£0.05 EAG/mI) presentaron los mejores
resultados, e indicé que la temperatura estd influyendo significativamente (P < 0.05) en la
actividad antioxidante de los extractos obtenidos, ya que a menor temperatura de extraccion

se conserva mejor la actividad antioxidante, cabe mencionar que los tratamientos 1 t=60c, t=
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20 min, 4 T=78°c,t=20min Y DT=78°C, t=40 min NO presentaron diferencia estadistica significativa
con los tratamientos 2 y 3, sin embargo, si lo hicieron con los tratamientos 6 t=7goc, t= 60 min , 7
T=94 °C, t= 20 min, 8 T=94 °C, t= 40 min Y 9 T=04 o, t= 60 min, 10 que indico que con el incremento de la
temperatura de extraccion disminuye la actividad antioxidante. Asi mismo, se puede observar
que con el incremento en el tiempo de extraccién hay una tendencia al incremento de la

actividad antioxidante de los extractos, sin embargo, este incremento no fue significativo (P

<0.05),
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Gréafico 4. Concentracion de capacidad antioxidante en DPPH de los extractos de corteza
de Q. crassifolia. Barras con letras desiguales son diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguida

de una prueba de Tukey-Kramer) EAG, equivalentes de &cido galico.
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2.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN ABTS

En cambio en el Gréfico 5 se muestra la capacidad antioxidante de los extractos en funcion
de la captura del radical ABTS, se presenté mayor actividad en los tratamientos 6 T=7s<c, t= 60
min Y 7 T=94°C, t= 20 min, 10 que indicO que a mayor temperatura se incrementd significativamente
(P <0.05) la actividad antioxidante por captura de este radical, sin embargo, para este radical
también influy6 significativamente (P < 0.05) el tiempo de extraccion, ya que al utilizar una
temperatura de extraccién de 78°C se necesitaron 60 min para tener una mayor actividad
antioxidante, en cambio, si se emplea 94°C se puede disminuir el tiempo de extraccion a 20

min.
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Gréafico 5. Concentracion de capacidad antioxidante en ABTS de los extractos de corteza
de Q. crassifolia. Barras con letras desiguales son diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguida

de una prueba de Tukey-Kramer). EAG, equivalentes de &cido galico.

Cabe mencionar que los radicales DPPH y ABTS++, son radicales que no estan presentes
en el organismo, sin embargo, dan una estimacion de la actividad antioxidante de los
extractos, siendo el DPPH« un radical aniénico y en ABTS<+ un radical catiénico. Estos
ensayos in vitro pertenecen a los ensayos basados en transferencia de electrones (ET), ya que
miden la capacidad de un antioxidante para reducir un oxidante, que cambia de color cuando
se reduce, y el grado de cambio de color estd correlacionado con la concentracion de

antioxidantes de la muestra.
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Se llevaron a cabo las dos determinaciones ya que ningun método individual es suficiente;
por lo que es necesario realizar mas de un tipo de medicion de la capacidad antioxidante para

tener en cuenta los diversos modos de accion de los antioxidantes (Huang et al, 2005).

En el presente estudio se demostré que la actividad antioxidante por captura del radical
DPPH se presento a la menor temperatura de extraccion que fue de 60°C, asi mismo, también
se observé que los extractos de Q. crassifolia obtenidos a 60°C presentaron mayor contenido
de acidos hidroxicinamicos y de flavonoides, por lo que esta temperatura promovio la
disolucion de estos compuestos de interés y generd un incremento en el rendimiento de
extraccion, lo cual se relaciona probablemente con un incremento de la solubilidad de los
solutos y por ende el coeficiente de difusion del disolvente liquido en la matriz solida que
favorecio la cinetica de desorcion de los compuestos desde la matriz (Martin, 2011; Heras et
al., 2013), el incremento en la extraccion de flavonoides y &cidos hidroxicinamicos se
relaciond por tanto, con el incremento en la actividad antioxidante por DPPH, este efecto no

se presento en los tratamientos con temperaturas de extraccion de 78 °C y 94°C.

Asi mismo, se demostrd que al menor tiempo de extraccion evaluado en este estudio que
fue de 20 min, se logro extraer mayor cantidad de acidos hidroxicinamicos y flavonoides y
se obtuvo mayor capacidad antioxidante en DPPH, lo cual se explica teniendo en cuenta que
la difusion es un fendmeno que depende del tiempo, y este tiempo fue suficiente para que se
presentara mayor penetracion del solvente en el tejido del material vegetal (Wong et al.,

2015) y se obtuvieran los mayores rendimientos en estos compuestos bioactivos.
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Por lo que este estudio nos demuestra que a 60°C por 20 min podemos extraer la mayor
cantidad de compuestos bioactivos (flavonoides y acidos hidroxicinamicos) de Q. crassifolia,
mismos que presentaran buena actividad antioxidante en funcion de la captura del radical

DPPH.

Esta investigacion muestra que los extractos Q. crassifolia, obtenidos en este estudio
presentaron importante cantidad de compuestos polifendlicos, ademas se demostré su
actividad antioxidante, por lo que estos pueden ser atractivos para la industria alimentaria
como ingredientes funcionales, y con la ayuda de este tipo de estudios se pueden aprovechar
mejor estos recursos naturales y obtener mayor cantidad de compuestos bioactivos al
encontrar las mejores condiciones de proceso en la extraccion y con ello disminuir los costos

de proceso.
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VII1.CONCLUSIONES

Q. crassifolia es una especie de encino que ha sido de gran interés en los ultimos afios
debido a que se han identificado fitoquimicos que poseen importantes beneficios para la
salud. Esta investigacion se ha centrado en determinar la concentracion de compuestos
fendlicos totales, asi como flavonoides y acido hidroxicindmicos, ademas de la capacidad
antioxidante de estos extractos, con la finalidad de conocer las condiciones de temperatura y

tiempo Optimos para su proceso de extraccion.

Como se ha observado, la concentracion de compuestos fenolicos totales esta influenciada
en este caso, por la temperatura, ya que a temperaturas de 95 °C, se ha presentado mayor
concentracion de polifenoles. En cuanto a la concentracion de flavonoides y acidos
hidroxicinamicos las mayores concentraciones se muestran en los tratamientos de extraccion
a temperatura de 60 °C por 20 minutos. Estos tratamientos, muestran también mayor

capacidad de captar al radical DPPH.

A diferencia de la capacidad de captar DPPH, en la capacidad de captar el radical ABTS,
se pudo observar que los tratamientos que tuvieron mejor capacidad de captar este radical
fueron los sometidos a menores temperaturas y largos tiempos de extraccion o temperaturas

mayores y tiempos cortos de extraccion.

Estos resultados, nos pudieran indicar, que la capacidad de captar tanto el DPPH como el
ABTS, en el caso de los extractos de corteza de Q. crassifolia, esta relacionada con los

diferentes tipos de compuestos polifendlicos presentes en los diferentes tratamientos, ya que
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como se ha mostrado, la temperaturay los tiempos de extraccion influyen significativamente,

tanto en la concentracion como en la clase de compuestos polifendlicos que son extraidos.

Las optimizaciones de la extraccion de los compuestos presente en la corteza de encino
pueden ser de gran utilidad para ampliar y aprovechar las propiedades del encino,
especialmente para la industria alimentaria y farmacéutica, dando la oportunidad de

convertirse en un producto quimiopreventivo o quimioterapéutico.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de contenido de fenoles totales.

_ Temperatura Tiempo Fenoles totales
Tratamiento
(°C) (minutos) (mg EAG/mI)
1 60 20 34.47£0.71P°¢
2 60 40 36.74 +0.56 "
3 60 60 36.94 +£2.38°
4 78 20 34.17+0.68 "¢
5 78 40 34.40 £0.92 ¢
6 78 60 3351+0.86°
7 94 20 31.75+0.20 ¢
8 94 40 46.97 £ 0.242
9 94 60 44,42 £0.24 2

Tabla 1A. - Resultado de fenoles totales. #°¢ Las medias con letras diferentes en la
misma columna son significativamente diferentes a <0,5 (ANOVA, seguido de la prueba de

Tukey).
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Anexo 2. Tabla de contenido de flavonoides totales

_ Temperatura Tiempo Flavonoides totales
Tratamiento

(°C) (minutos) (mg EQ/ml)
1 60 20 9.12+0.042
2 60 40 8.81+0.192"¢
3 60 60 9.02 +£0.05%P
4 78 20 7.91+0.32¢
5 78 40 8.06 + 0.30°
6 78 60 8.19+0.21¢
7 94 20 8.41+0.22¢%¢
8 94 40 8.45+0.18 b¢d
9 94 60 8.10 £0.24 ¢

Tabla 2A.- Resultados de flavonoides totales. 22 Las medias con letras diferentes en la

misma columna son significativamente diferentes a <0,5 (ANOVA, seguido de la prueba de

Tukey).
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Anexo 3. Tabla de contenido de &cidos hidroxicinamicos.

Acidos
Tratamiento Temperatura Tiempo hidroxicinamicos
(°C) (minutos) totales

(mg EACG/m)

8

9

60 20 0.30 £0.01ABC
60 40 0.30 £0.00 ~®
60 60 0.28 £0.00 8¢
78 20 0.26 £0.03 8¢
78 40 0.22+0.00 €
78 60 0.27 £0.00 8¢
94 20 0.30 £0.00 AB.€
94 40 0.36 £0.07 A
94 60 0.27 £0.00 8¢

Tabla 3A.-Resultados de acidos hidroxicindmicos. ¢ Las medias con letras diferentes

en la misma columna son significativamente diferentes a <0,5 (ANOVA, seguido de la

prueba de Tukey)
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Anexo 4. Tabla de capacidad de captar al radical DPPH

DPPH
Temperatura Tiempo
Tratamiento (mg EAG/mI)
(°C) (minutos)

1 60 20 8.45+0.012P
2 60 40 8.54 +0.032
3 60 60 8.53+0.05%
4 78 20 8.41 + 0.03%°

5 78 40 8.41+0.042P

6 78 60 8.36 +0.05 ¢
7 94 20 8.25 + 0.01°%¢
8 94 40 8.23 +0. ¢d

9 94 60 82.90 + 70.56 ¢

Tabla 4A.- Resultados de capacidad antioxidante en DPPH. ¢ Las medias con letras

diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a <0,5 (ANOVA, seguido

de la prueba de Tukey)
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Anexo 5. Tabla de capacidad de captar al radical ABTS

_ Temperatura Tiempo ABTS
Tratamiento
(°C) (minutos) (mg EAG/mI)
1 60 20 0.02 +0.00 & ¢
2 60 40 0.02+0.00 ¢
3 60 60 0.02+0.00f
4 78 20 0.02 +0.00°
5 78 40 0.02 £0.00 ¢
6 78 60 0.02 £0.00 2
7 94 20 0.02 £0.00 2
8 94 40 0.02 +0.00 >¢
9 94 60 0.02 +0.00 & ¢

Tabla 5A.- Resultados de capacidad antioxidante en ABTS. ¢ Las medias con letras

diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a <0,5 (ANOVA, seguido

de la prueba de Tukey)
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