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Resumen

En este trabajo se obtuvieron extractos de tallos de candelilla sin cera. Estos fueron obtenidos a reflujo con etanol 50 % a
temperatura ambiente, los extractos fueron tratados con autoclave para hidrolizar los compuestos obtenidos y usarlos en
pruebas posteriores, la determinacion de capacidad antioxidante, capacidad hemolitica y capacidad antimicrobiana. En
cuanto a la capacidad antioxidante, el extracto hidrolizado a 100 °C por 15 minutos (E15) fue el que mostré la mayor
capacidad antioxidante. El maximo valor para la prueba de hemolisis se obtuvo con el extracto hidrolizado a 100 °C por 5
minutos (E5), éste fue el mas toxico para las células sanguineas. La actividad antimicrobiana fue evaluada contra Erwinia
amylovora, Clavibacter michiganensis y Xanthomonas axonopodis. Todos los extractos presentaron actividad
antimicrobiana, la mas clara contra Clavibacter michiganensis.

Abstract

In this work, extracts of candelilla stalks without wax were obtained. The extracts were obtained in reflux conditions with
50 % ethanol at room temperature, the extracts were treated with autoclave for hydrolyzing the obtained compounds
and used in subsequent tests, the determination of antioxidant capacity, hemolytic capacity and antimicrobial capacity.
In the antioxidant capacity, the extract hydrolyzed at 100 °C for 15 minutes (E15) showed the highest antioxidant capacity.
The maximum value for the hemolysis test was obtained with the extract hydrolyzed at 100 °C for 5 minutes (E5), it was
more toxic to the blood cells. The antimicrobial capacity was evaluated against Erwinia amylovora, Clavibacter
michiganensis and Xanthomonas axonopodis. All extracts showed antimicrobial capacity, the highest against Clavibacter
michiganensis.

Palabras clave: tallos de candelilla sin cera, capacidad Key words: candelilla stalks without wax, antioxidant
antioxidante, capacidad hemolitica, capacidad capacity, hemolytic capacity, antumicrobial capacity.
antimicrobiana.
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Introduction

La candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc.) es una especie
vegetal de gran importancia econdmica en el norte de México.
Se utiliza para la extraccion de cera de de candelilla la cual se
emplea para diversos fines en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética, asi como también para aplicaciones
tradicionales terapéuticas. La extraccion de cera de candelilla
genera 140 toneladas de residuos (tallos sin cera) que
generalmente se destinan al desecho, sin embargo, se ha
demostrado que los tallos de candelilla sin cera tienen un alto
contenido de fitoquimicos, principalmente compuestos
polifendlicos como los elagitaninos y el acido eldgico® (figura
1) que le dan un valor agregado a dicho residuo. En los dltimos
afios los elagitaninos y el 4cido eldgico han tenido gran
aplicacién en diferentes ramas de la industria, como la
alimentaria, farmacéutica y cosmética principalmente, debido a
que poseen un alto potencial antioxidante el cual desempefia un
papel muy importante contra el estrés oxidativo, el cual tiene
incidencia directa en el desarrollo de diferentes lineas de
céncer.2 También se ha reportado que estos compuestos tienen
un efecto positivo en contra de afecciones inflamatorias,
cardiovasculares y neurodegenerativas,’ asi como también es
conocida la generacién de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno causada por la exposicion a diferentes agentes
enddgenos (ejercicio excesivo e isquemia, inclusive la digestion
de algunos alimentos y la misma respiraciéon)* y exdgenos
(como el tabaquismo, consumo de algunas drogas, exposicién a
radiacién ionizante y rayos ultravioleta), causando dafios a
moléculas importantes como el DNA, causando desdrdenes
mutagénicos y el papel que desempeiian los elagitaninos y el
dcido eldgico en la prevencién de este tipo de problemas es
determinante.’ Otro aspecto importante de los elagitaninos y el
dcido eldgico es el potencial bioldgico que poseen en contra de
microorganismos, se he reportado que extractos de plantas
como Pteleopsis hylodendron contienen pricipalmente
derivados de 4cido eldgico activos contra ciertas bacterias
patégenas como Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Salmonella typhi y Salmonella pyogenes.°
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Figura 1. Elagitanino presente en los tallos de candelilla sin cera.
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Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
capacidad antoxidante, la capacidad hemolitica (para evaluar la
toxicidad de los extractos de tallos de candelilla sin cera para su
posible aplicacion contra el estrés oxidativo) y la capacidad
antimicrobiana, con el fin de establecer a los tallos de candelilla
sin cera como fuente de obtencién de compuestos de alto valor
agregado con propiedades bioldgicas importantes con potencial
aplicacion en distintas ramas de la industria.

Material y métodos

Recoleccion del material vegetal

Los tallos de candelilla fueron recolectados en el km 66 de la
carretera Saltillo-Monclova, Coahuila, en el ejido el Forlén, la
planta se cort6 desde la base de los tallos para evitar dafar las
raices (asi lo recomienda la Norma Oficial Mexicana
NOM-018-RECNAT-1999), las muestras se colocaron en bolsas
negras para su almacenamiento en el laboratorio.

Extraccién de la cera

La extraccion fue realizada por el método tradicional con 4cido
sulftrico. Los tallos fueron colocados en un contenedor de
acero inoxidable y se sumergieron en una solucién de 4cido
sulftrico al 20 % en agua y se colocaron en una estufa de
calentamiento hasta alcanzar el punto de ebulliciéon. Se
comenzd a observar una espuma grisdcea en la superficie de la
solucion y ésta fue recolectada en vasos de precipitados, se
solidificd y se obtuvo asi la cera de candelilla.

Preparacion del material vegetal

Los tallos residuales provenientes de la extracciéon de cera
fueron lavados con agua destilada para la eliminacion del
excedente de 4cido sulfirico. Posteriormente los tallos se
colocaron en una estufa de calentamiento a una temperatura de
60 °C por un periodo de 48 h para su deshidrataciéon. Una vez
deshidratados los tallos fueron molidos en un molino de
cuchillas hasta obtener un polvo, éste fue almacenado en bolsas
negras hasta su procesamiento.

Obtencion de los extractos

En un matraz erlenmeyer de 250 mL se colocaron 80 mL de
etanol al 50 %, se coloc6 en una parrilla de calentamiento hasta
que alcanzd los 100 °C, enseguida se agregé a la solucién 20 g
de candelilla en polvo sin cera, se dejé 45 minutos en ebullicion,
se repuso la perdida de etanol 50 % por evaporacién cuando fue
necesario; el extracto obtenido se pasd por papel filtro y en
recipientes de vidrio se colocé en una estufa a 60 °C para la
evaporacion del etanol (aproximadamente 24 horas); se le
agregaron 10 mL de agua destilada al liquido obtenido para
disminuir su viscosidad.

El extracto obtenido anteriormente se distribuyo en cuatro tubos
con tapon de rosca y a cada tubo se le dio un tratamiento de
hidrdlisis en autoclave como se muestra en la tabla 1.



Los extractos se guardaron en refrigeracion (4 °C) y en ausencia
de luz hasta su posterior uso.

Tabla 1. Tratamientos de los extractos obtenidos

Clave Tratamiento

EO Extracto sin tratamiento

E5 Hidrdlisis a 100° C durante 5 minutos
E10 Hidrdlisis a 100° C durante 10 minutos
E15 Hidrdlisis a 100° C durante 15 minutos

Prueba de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos fue determinada por
el método DPPH’ (1,1-difenil-1,2-picrilhidrazil), este
compuesto es un radical estable que presenta una intensa
coloracion violeta y que absorbe radiaciéon a 517 nm, de forma
que su concentracion se puede determinar mediante métodos
espectrofotométricos. En el ensayo se determina Ia
concentracién inicial de DPPH y la concentraciéon resultante
una vez que se ha afiadido el extracto de candelilla sin cera, de
forma que una disminucién de la absorcién de radiacién se
traduce en una disminucion de la concentracion de DPPH
debida a la cesion de electrones de las especies antioxidantes
presentes en el extracto.

Para establecer la concentracion inicial del DPPH se agregd en
tubos de ensayo protegidos de la luz una solucién de 100 xL de
metanol al 100 % y 2.9 mL de DPPH 60 M, la absorbancia fue
monitoreada a 517 nm con la finalidad de observar el efecto de
los extractos en el radical empleado. A su vez, se realiz6 una
dilucién 1:100 de cada extracto con agua destilada y se
mantuvieron en oscuridad durante 30 minutos, posteriormente
se procedio a leer la absorbancia a 517 nm.

Se utilizo la siguiente formula para calcular el porcentaje de
inhibicion del radical DPPH causado por los extractos
evaluados.

3 Abs. Inicial — Abs. Final

ObInhibicion = ( - )
Abs. Inicial

Donde:
%inhibiciOn = Porcentaje de inhibicién del radical DPPH
provocado por la muestra evaluada.
Abs.Inicial =Absorbancia a 517 nm de la concentracidn inicial
del DPPH.
Abs.Final= Absorbancia a 517 nm de la concentracion final del
DPPH.

Ensayo de hemolisis y actividad antioxidante utilizando
sulfato férrico

Se extrajeron 5 mL de sangre humana en tubos con
anticoagulante EDTA de adultos saludables. Posteriormente la
sangre fue centrifugada a 3000 g durante 5 min a 4 °C. El
plasma contenido en el sobrenadante fue desechado y el paquete

S FARMACEUTICAS

de eritrocitos se lavé con 1 mL de solucién Alsever (glucosa al
2.5 %, citrato de sodio al 0.8 %, disuelto en agua destilada
estéril). Una vez lavados los eritrocitos fueron almacenados en
solucién Alsever por periodos no mayores de 7 dias a 4 °C.
Los eritrocitos mantenidos en la solucién de Alsever fueron
centrifugados a 3000 g durante 5 min a 4 °C. EI plasma del
sobrenadante fue desechado y el paquete de eritrocitos se lavo
con 1 mL de solucién Alsever; el procedimiento fue repetido
dos veces mds.

Se tomaron 100 pL del pellet de eritrocitos y se diluyeron en 10
mL de solucién Alsever, 150 xL de esta suspension se diluyeron
con diferentes concentraciones de solucién Alsever y extractos
de candelilla para evaluar la actividad hemolitica. Para la
evaluacién de la actividad antioxidante se utilizaron 100 xL de
sulfato férrico (como agente inductor de la oxidacion para la
evaluaciéon de la capacidad antioxidante de los extractos de
candelilla) a una concentracién de 20,000 ppm, éste se diluyd
con 150 yL de la solucién anterior de eritrocitos y se mezclaron
con las diferentes concentraciones de solucién Alsever y
extractos evaluados. Las muestras totales se llevaron hasta
volimenes de 2 mL.

Las concentraciones evaluadas para cada extracto fueron de 5
ug, 50 ug, 500 ug y 5000 pg. Se tomd un volumen de cada
extracto equivalente a las concentraciones evaluadas.

Se utilizé la solucién Alsever y eritrocitos como control
negativo en ambas pruebas. En el ensayo de actividad
hemolitica se usé como control positivo agua destilada y
eritrocitos; mientras que para la actividad antioxidante se le
agregd 100 pL de sulfato férrico 20,000 ppm a la solucién
Alsever y eritrocitos.

Todas las muestras fueron incubadas en bafio de agua regulado
con agitacién constante a 37+0.5 °C durante 30 minutos y
centrifugadas a 3000 g durante S min a 4 °C. La concentracién
de hemoglobina en el sobrenadante fue cuantificada por la
lectura de la absorbancia a 415 nm.

Los datos obtenidos en los ensayos se procesaron con la
siguiente férmula:

B Abs. Muestra — Abs.C —
"~ Abs.C+ —Abs.C—

Donde:

%H = Porcentaje de hemolisis o actividad antioxidante.

Abs .Muestra = Absorbancia de la muestra a 415 nm.

Abs.C+ = Absorbancia del control positivo a 415 nm.

Abs.C- = Absorbancia del control negativo a 415 nm.

Los resultados se analizaron con el programa estadistico SAS
bajo un disefo de experimentos completamente al azar con tres
repeticiones, se realiz6 un andlisis de varianza y una prueba de
comparacién multiple de medias con el método de Tukey, se
analizo cada extracto por separado, y con un nivel de
significancia del 95 %.
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Actividad antimicrobiana
Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron Erwinia
amylovora, Clavibacter —michiganensis 'y Xanthomonas
axonopodis; estas son consideradas especies fitopatogenas de
interés agricola y forestal. Las bacterias fueron facilitadas por el
Departamento de Investigacion en Alimentos de la Universidad
Auténoma de Coahuila, éstas estaban previamente identificadas
y purificadas.
Para obtener el inoculo se prepard caldo de infusion
cerebro-corazén en tubos con tapén de rosca, después se
esteriliz6 en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Los tubos
fueron inoculados con los microorganismos seleccionados y se
incubaron por 24 horas. La suspension de los indculos fue
conservada en refrigeracion (4 °C) hasta su posterior uso.
La actividad antibacteriana de los extractos de candelilla sin
cera fue evaluada por el método de difusion por disco. El medio
de cultivo fue preparado con agar infusién cerebro-corazén
adicionado con 1.5 % de agar bacterioldgico, se esterilizé en
autoclave a 121 °C por 15 minutos; y se colocaron 20 mL del
medio estéril en placas Pertri, bajo condiciones de asepsia

Se agitaron los tubos que contenian la suspension del
microorganismo y se inocularon las placas Petri con ayuda de
un hisopo estéril para conseguir un crecimiento bacteriano de
modo masivo.
Se cortaron discos de papel filtro con un didmetro de 0.5 cm,
fueron esterilizados y se sumergieron en los extractos EO, ES5,
E10y E15; se utilizaron discos impregnados con un penicilina a
200 ppm como control positivo. Se colocaron los discos
impregnados en las placas Petri usando pinzas estériles.
Una vez inoculadas las cajas y colocados los discos, éstas se
incubaron a 37 °C por un periodo de 24 h, después se midi6 el
didmetro del halo de inhibicién de los discos.
Se calcularon los porcentajes de inhibicion en relacién con el
control positivo de penicilina 200 ppm. Los experimentos se
analizaron bajo un disefio completamente al azar con dos
repeticiones, se realizo un ANOVA y una prueba de
comparaciéon multiple de medias con el método de Tukey
mediante el uso del programa estadistico (SAS).

Resultados y discusion

Actividad antioxidante
Después de procesar los datos con la formula antes mencionada,
se obtuvieron los siguientes resultados (figura 2).

No se encontraron diferencias significativas entre el extracto sin
hidrdlisis y el extracto con 5 minutos de hidrdlisis (91.45 %). A
los 10 minutos de hidrélisis se observa la actividad antioxidante
mads baja (88.82 %), mientras que a los 15 minutos se observo la
maxima actividad, ésta es de 92.33 %. La actividad antioxidante
manifestada en los extractos es atribuida al contenido de polife-
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noles presentes en el material vegetal evaluado, es bien sabido
el potencial antioxidante de los polifenoles presentes en el reino
vegetal 89

Actividad hemolitica

Los resultados de la actividad hemolitica de los extractos se
presentan en la siguiente figura (figura 3).
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Figura 2. E0: extracto sin tratamiento; E5, E10 y E15: hidrdlisis a
100 °C por 5,10 y 15 minutos respectivamente
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Figura 3. 0: control negativo eritrocitos y solucion Alsever; E0, E5,
E10 y E15: extractos de tallos de candelilla tratados a 0,5,10 y 15
minutos de hidrolisis a 100 °C respectivamente.

Es posible observar que a medida que se incrementa la dosis de
los extractos el dafio a las células de eritrocitos también
incrementa. Sin embargo, también es evidente que algunas
concentraciones de extractos no son significativamente
diferentes al control negativo (EO, E10 y E15), esto significa
que el extracto no estd produciendo hemdlisis a éstas
concentraciones o el dafio es muy bajo.



Actividad antioxidante utilizando sulfato férrico
Los datos obtenidos en ésta prueba fueron procesados, y se
realiz6 andlisis de varianza con un nivel de confiabilidad del 95
% utilizando el programa SAS, se determind que todas las
concentraciones de los extractos de candelilla sin cera son
significativamente diferentes y que existen tratamientos
diferentes a los demas.
Se realiz6 una prueba de comparacién miiltiple de medias con el
método de Tukey con una confiabilidad del 95 %,
La prueba de Tukey mostr6 que en la muestra EO que las
concentraciones 5 ug, 50 g y 500 ug son inferiores al dafio
producido en los eritrocitos por el hierro, esto puede deberse a
algiin mecanismo de proteccién contra efectos del hierro
provocado por el extracto a esas concentraciones.!0- 11
En los demas extractos utilizados (E5, E10 y E15) todas las
concentraciones evaluadas no tuvieron diferencia significativa
al control negativo o sus porcentajes de hemolisis fueron
superiores, por lo que se obtuvo una hemolisis superior o igual
a la producida por el hierro por si solo, los resultados se
muestran en la figura 4.
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Figura 4: 0, Control positivo de eritrocitos (solucion Alsever y
sulfato férrico); E0, E5, E10 y E15: extractos de candelilla tratados
a0,5,10y 15 minutos de hidrdlisis a 100 °C respectivamente.

Actividad antimicrobiana

En el caso de la actividad antibacterial se observé que los
tratamientos de hidrdlisis en los extractos no influyen de
manera significativa en la actividad antibacterial, EO, E5, E 10
y E15 tienen potencial antibacterial similar, en el caso Erwinia
amylovora 'y Clavibacter michiganensis. Para Xanthomonas
axonopodis si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas y para esta bacteria los extractos evaluados
tuvieron un comportamiento diferente.

Para encontrar los extractos significativamente diferentes se
realizé una prueba de comparacién miultiple de medias con el
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método de Tukey, para la bacteria Xanthomonas axonopodis,
los resultados mostraron que EO, ES y E10 tienen medias
similares y superiores a E15. Con este andlisis realizado se
demuestra que el contenido de compuestos presentes en los
extractos de tallos de candelilla sin cera (principalmente
compuestos fendlicos) fue capaz de inhibir el crecimiento
microbiano, demostrando asi el potencial antimicrobiano que
tienen este tipo de compuestos contra bacterias de importancia
bioldgica.l2 13

En la figura 5 se muestran de manera grafica los resultados de
los porcentajes de inhibicidn de los extractos de candelilla sin
cera en los microorganismos evaluados.

Actividad antimicrobiana contra
Clavibacter michiganensis

Actividad antimicrobiana contra
Xanthomonas axencpodis

37.08% .
29.03% 30645 33.87%

% deinhibicion
% deinhibicion

Z w0 22.78% 2150%  2025% 17.72%

Extractos Extractos

Actividad antimicrobiana contra
Erwinia amylovora

% de inhibicion

Extractos

Figura 5. Actividad antimicrobiana de extractos de tallos de
candelilla sin cera.

Conclusiones

En general todos los extractos muestran una actividad
antioxidante aceptable.  Todos los extractos evaluados
presentaron hemolisis a la concentraciéon de 5000 pug. El
extracto de candelilla sin hidrolisis no fue hemolitico en las
concentraciones 500 ug, 50 ug y 5 ug. Los resultados de la
actividad antimicrobiana mostraron que los extractos de tallos
de candelilla sin cera fueron efectivos contra Erwinia
amylovora, Xanthomonas  axonopodis 'y  Clavibacter
michiganensis, siendo ésta tltima la bacteria mds susceptible a
dichos extractos.
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