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RESUMEN. Los disolventes eutécticos profundos (DEPs) han sido utilizados en lugar de disolventes organicos (como el
metanol), en procesos de extraccién verde de compuestos fendlicos (CF). El objetivo fue determinar un proceso de
extraccion de CF con alta capacidad antioxidante en el fruto entero de B. alicastrum, mediante DEPs asistidos de
ultrasonido (EAU). La EAU de CF del fruto liofilizado se realiz6 utilizando 10 DEPs y 50% metanol acuoso (50% Met-
OH). Tras determinar el DEPs con mayor contenido de compuestos fenodlicos totales (CFT) y capacidad antioxidante, se
aplicé un disefio experimental de un solo factor para establecer las condiciones de extraccién de CF (contenido de agua
en DEPs, temperatura y tiempo de EAU). La EAU de CF se realiz6 con las mejores condiciones de extraccion con DEPs y
se compard con el 50% Met-OH respecto al perfil cromatografico de CF y la morfologia por microscopia electrénica de
barrido. El DEPs betaina-glicerol mostré un mayor contenido de CFT (2 200 mg equivalente al acido galico 100 g*) y
capacidad antioxidante (1 996.94 mg equivalente al acido ascérbico 100 g') en comparacion al 50% Met-OH. El mayor
contenido de CFT se obtuvo utilizando 20% de agua en DEPs a 40 °C y 30 min de EAU. El DEPs betaina-glicerol y el 50%
Met-OH obtuvieron el mayor contenido de naringina y acido vanilico, respectivamente. Se concluye que el sistema
betaina-glicerol es una opcion viable como disolvente verde para la EAU de CF del fruto entero de B. alicastrum.
Palabras clave: Antioxidante, compuestos fendlicos, extraccion, ramon.

ABSTRACT. Deep eutectic solvents (DES) have been applied instead of organic solvents (such as methanol) in green
phenolic compound (PC) extraction processes. The objective of the study was to determine a PC extraction process with
high antioxidant capacity from whole fruit of B. alicastrum, using ultrasound-assisted DES. Ultrasound-assisted
extraction (UAE) of PC from the freeze-dried fruit was performed using 10 DES and an organic solvent, 50% aqueous
methanol (50% Met-OH). After determining a DES with the highest content of total phenolic compounds (TPC) and
antioxidant capacity, a single-factor experimental design was applied to establish the extraction conditions (water content
of DES, temperature and UAE time) of PC. Finally, the UAE of PC was carried out considering the best extraction
conditions with DES and it was compared with 50% Met-OH with respect to the chromatographic profile of PC and the
morphology by scanning electron microscopy. The DES betaine-glycerol showed a higher TPC content (2 200 mg
equivalent to gallic acid 100 g') and antioxidant capacity (1 996.94 mg equivalent to ascorbic acid 100 g') compared to
50% Met-OH. The highest TPC content was obtained with 20% water in DES at 40 °C and 30 min UAE. The DES betaine-
glycerol and 50% Met-OH obtained the highest content of naringin and vanillic acid, respectively. The betaine-glycerol
system is proposed as a green solvent for the UAE of PC from the whole fruit of B. alicastrum.

Key words: Antioxidant, phenolic compounds, extraction, ramén.
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INTRODUCCION

Actualmente, los consumidores prefieren alimentos mas saludables e innovadores, los productos
de B. alicastrum (también conocido como arbol Ramodn) pueden ser una alternativa para una dieta
funcional (Moo-Huchin et al. 2021). La semilla del fruto de B. alicastrum era empleada en diferentes
preparaciones como atole o en tortillas y, ademas la hoja se utiliza como alimento forrajero
alternativo para especies de corral (Sarmiento-Franco et al. 2022). La harina de la semilla tiene una
calidad nutricional superior a algunos cereales que componen la dieta moderna; entonces, este
arbol esta cobrando mucho interés en los mercados, por su potencial como alimento funcional
(Trujillo-Nava et al. 2023). La harina de semillas del Ramon es rica en proteinas (11%), tiene un alto
contenido de carbohidratos, representando el 70% de su composicion, y una baja concentracion de
grasa cruda (1.5%). Ademads, contiene fibra, vitaminas B1, B2 y dcido félico, asi como minerales tales
como calcio, hierro y zinc. Por cada 100 g de harina, aporta 318 Kcal y no contiene gluten (Trujillo-
Nava et al. 2023).

La harina de semillas de B. alicastrum es una fuente de antioxidantes, que son importantes en una
dieta saludable porque pueden prevenir enfermedades y el estrés oxidativo en el cuerpo humano
(Halliwell 2024). Segun Ozer (2017), la harina de semilla de Ramoén presentd un mayor contenido
de compuestos fendlicos totales en comparacion a algunas nueces comerciales. En la semilla del
Ramon se encuentran diversos acidos fenolicos y flavonoides, siendo los principales como la
catequina, el acido galico, el 4cido clorogénico, el 4cido cafeico, la epicatequina, el &cido vanilico,
el &cido sindpico, el &cido fertlico, la quercetina y el acido trans-cindmico (Moo-Huchin ef al. 2019).
Con los presentes antecedentes indicados, la harina o extractos bioactivos del arbol Ramon se
convierten en una opcién para productores de alimentos funcionales. Las investigaciones de las
propiedades bioactivas de B. alicastrum pueden contribuir a fomentar su cultivo y su incorporacion
en la alimentacion saludable a personas (Ramirez-Sanchez et al. 2017).

La industria tiene el interés de producir alimentos saludables y extractos de compuestos bioactivos
con procesos amigables con el medio ambiente (Suthar et al. 2023). En este sentido, el estudio de
nuevos disolventes de extraccion de compuestos bioactivos en plantas como el Ramodn es
importante para una produccion de alimentos en una agroindustria sustentable. Actualmente, se
comercializan extractos, polvos y concentrados de compuestos bioactivos de plantas; sin embargo,
en la mayoria de los casos se utilizan procesos de extraccion con disolventes organicos (metanol,
etanol, hexano, etc.) de bajo punto de vapor y volatilidad, cierto grado de toxicidad y provocan
bioacumulacion en el medio ambiente (Pereira et al. 2025). Con el proposito de extraer los
compuestos bioactivos de una manera mas limpia, se investigan métodos alternativos de extraccion
utilizando disolventes eutécticos profundos (DEPs) combinado con técnicas no convencionales
como el ultrasonido. Los DEPs se estan utilizando en la extraccién de compuestos bioactivos de
diferentes matrices vegetales como las semillas, hojas o cdscaras (Alrugaibah et al. 2021). Por
ejemplo, se han realizado extracciones de compuestos fendlicos con DEPs a partir de hojas de moras
o pulpa residual de la extraccion de aceite de oliva (Ali-Redha 2021). A diferencia de los disolventes
organicos, los DEP’s presentan caracteristicas mas amigables con el medio ambiente y estdn
elaborados de compuestos relativamente econdmicos, tienen una toxicidad muy baja o nula, son
biodegradables y tienen la posibilidad de ser reutilizables (Pereira et al. 2025). Por lo anterior, el
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objetivo fue determinar un proceso de extracciéon de compuestos fendlicos con alta capacidad
antioxidante de fruto entero de B. alicastrum, mediante DEPs asistidos de ultrasonido.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos quimicos

El ferricianuro de potasio, el persulfato de potasio, el carbonato de sodio, el acetato de etilo y el
acido oxalico se adquirieron de High Purity® (México). Los estandares de compuestos fenolicos y
otros reactivos fueron obtenidos de Sigma—Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, USA).

Obtencion de polvo de fruto liofilizado

Se recolectaron los frutos de B. alicastrum (40 kg) de diferentes arboles al azar en el Instituto
Tecnoldgico de Mérida, Yucatan, México, localizado a 21° 00" 44" LN y 89° 37" 20" LO. Los frutos
se seleccionaron por su madurez, indicado por la coloracidon naranja de su cdscara con valores
promedios de color L*, a* b*, angulo de tono (h°) y cromaticidad (C*) de 62.12 +2.10, 14.10 + 1.37,
60.77 + 2.61, 76.80 + 1.20 y 65.10 + 4.5, respectivamente. Se excluyeron del experimento los frutos
que mostraron dafos fisicos y mecdnicos. Los frutos enteros se lavaron con agua corriente y se
procesaron en un molino estrella MM-E semi automatico para reducir el tamafio del fruto, para su
posterior liofilizacién en una liofilizadora Edwards Modulyo EF4 1044 (Apeldoorn, Paises bajos)
durante 72 h (Aguilar-Piloto et al. 2023). El fruto liofilizado fue molido mediante un procesador de
alimentos Nutribullet® 600 W (USA) durante 45 s, tamizado con una malla Tyler No. 40 (0.425 mm)
y finalmente, el polvo liofilizado se almaceno en bolsas Ziploc® con cierre hermético a 20 °C hasta
la extraccién de los compuestos fenolicos.

Preparacion de DEPs y extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

En este estudio se consideraron el uso de 10 DEPs para la extraccién de compuestos fendlicos del
fruto liofilizado de B. alicastrum. La seleccion de los DEPs se basé en los valores maximos de
rendimiento de extraccion reportados para distintas matrices vegetales (Tabla 1). La mezcla se
preparo segun la relacion molar del aceptor de enlaces de hidrégeno (AH) y el donador de enlaces
de hidrogeno (DH) que se muestra en la tabla 1. Se pesaron los componentes de cada mezcla y se
colocaron en un vial que contenia un agitador magnético. La mezcla se agité continuamente a 80
°C hasta que se formo6 un liquido transparente y homogéneo (30 min). Después de la formacién de
los DEPs, se anadio al vial un 20% de agua destilada (p/p) para reducir la viscosidad del disolvente
y mejorar el proceso de extraccion de compuestos fendlicos (Wang et al. 2021).

El fruto liofilizado (150 mg) fue mezclado con 3 mL de DEPs (20:1 mL g') en un tubo de centrifuga
utilizando un voértex (MX-S, Science Med, México) y luego, colocado en un bafio ultrasénico
(CScientific CS-UB100, México) para la extraccion de compuestos fendlicos, siguiendo las
condiciones descritas por Aguilar-Piloto et al. (2023). El extracto (sobrenadante) se obtuvo por
centrifugacién (VE-4000 VELAP, México) a 4 000 rpm durante 15 min a 25 °C. El proceso de
extraccion usando DEPs se repitié con el sedimento (pellet) y los sobrenadantes de dos ciclos de
extraccion se combinaron, completando su volumen a 6 mL con el mismo DEPs de extraccion y
finalmente, el extracto se almacend a -20 °C (Torrey CHTC-255D, México) bajo obscuridad hasta el
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analisis (CFT y capacidad antioxidante). Con la finalidad de comparar con un disolvente organico,
se realizé una extraccion de compuestos fenolicos del fruto utilizando metanol 50% (v/v en agua
destilada) (50% Met-OH) siguiendo el procedimiento de Negron-Diaz et al. (2023).

Tabla 1. Componentes de los disolventes eutécticos profundos a diferentes relaciones molares utilizados en esta
investigacién

Disolvente Aceptor de enlaces de Donador de enlaces de Relacién molar Autor
hidrégeno (AH) hidrégeno (DH)
DEPs-1 Betaina Glicerol 1:2 Zheng et al. (2022)
DEPs-2 Cloruro de colina Acido lactico 1:2 Zannou et al. (2022)
DEPs-3 Cloruro de colina Acido acético 1:2 Zannou ef al. (2022)
DEPs-4 Cloruro de colina-Prolina Acido mélico 1:1:1 Alrugaibah et al. (2021).
DEPs-5 Cloruro de colina Acido oxdlico 1:1 Saha y Chakraborty (2019)
DEPs-6 Betaina Acido levulinico 1:2 Zhou et al. (2018)
DEPs-7 Cloruro de colina Acido citrico 2:1 Zhou et al. (2018)
DEPs-8 Prolina Acido lactico 1:1 Zhou et al. (2018)
DEPs-9 Cloruro de colina Acido mélico 1:1 Wang et al. (2021)
DEPs-10 Glicina Acido lactico 1:5 Zheng et al. (2022).

Efecto del contenido de agua de DEPs (betaina-glicerol), temperatura y tiempo EAU en la
variacion del contenido CFT

En el presente estudio, se aplicaron experimentos de un solo factor para determinar las condiciones
de EAU-DEPs (betaina-glicerol) maximizando el contenido de compuestos fendlicos totales del
fruto. Los niveles de cada factor investigado fueron seleccionados con base en la literatura y
ensayos preliminares. El proceso de extraccion EAU utilizando el disolvente betaina-glicerol se
realiz6 de acuerdo con los procedimientos previamente descritos. Primero, el nivel de temperatura
se vario entre 30 y 45 °C, seguido del tiempo de extraccidon entre 10 y 40 min y finalmente, el
contenido de agua entre 10 y 40%. El nivel de cada factor se estableci6 con base en la mayor
concentracion CFT. Durante las corridas experimentales, un factor independiente fue cambiado y
a la vez los otros factores se mantuvieron constantes.

Métodos analiticos

CFT y capacidad antioxidante in vitro

Para determinar la concentracion de CFT se utilizé el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
descrito previamente por Olvera-Aguirre et al. (2022). Una alicuota del extracto (50 pL) se agitd en
un vortex (MX-S, Science Med, México) con 3 mL de agua destilada y 250 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu's (1 N). Después de 8 min de reaccion, se agregaron a la mezcla 750 puL de carbonato de
sodio (20% p/v en agua destilada) y 950 pL de agua destilada. La mezcla de reaccion se incubé a 25
°C durante 30 min y la absorbancia de la muestra se midi6 a 765 nm usando un espectrofotometro
Uv-Vis (Optizen Pop V, KLAB, Corea). El contenido de CFT se calculé mediante una curva estandar
(y =0.0009x-0.0012, R?= 0.999) utilizando una solucion metandlica de acido galico y los resultados
se expresaron como mg equivalente al dcido galico (EAG) 100 g de polvo liofilizado.

La capacidad antioxidante in vitro ABTSe+ se determin6 de acuerdo con el procedimiento
reportado por Olvera-Aguirre et al. (2022). El cation activado fue diluido en etanol (96%) hasta que
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la mezcla tuviera una absorbancia de 0.7. En un tubo de ensayo se agregaron y mezclaron 30 uL de
extracto mas 2 970 uL de ABTSe+ y, entonces la absorbancia a 734 nm de la muestra se midio6
después de 90 min de reaccion utilizando un espectrofotémetro UV-Vis (Optizen Pop V, KLAB,
Corea). Se prepard una curva de calibracion (y = 0.2483x-4.5197, R? = 0.999) utilizando acido
ascorbico (entre 80 y 300 mg L) como estandar y con los valores del porcentaje de inhibicion, los
resultados se expresaron como mg equivalente al acido ascorbico (EAA) 100 g polvo liofilizado.

Perfil cromatografico de compuestos fendlicos del fruto entero

Para el analisis de compuestos fenolicos del fruto entero (liofilizado) por HPLC se requiri6 la
recuperacion de estos compuestos a partir del extracto obtenido con DEPs betaina-glicerol. El
extracto obtenido con DEPs betaina-glicerol (6 mL) se mezcld con 10 mL de acetato de etilo usando
agitacion magnética a 120 rpm durante 20 min a 25 °C (Hang et al. 2022). La mezcla se mantuvo en
reposo durante 10 min a 25 °C para la separacion de las fases. Se recupero la fraccion de acetato de
etilo (fase superior) que contiene los compuestos fendlicos y el proceso se repitido una vez mas.
Ambas fracciones de acetato de etilo se juntaron y se evaporaron a presion reducida a 45 °C para
obtener el extracto seco. El extracto seco fue re-suspendido en 500 uL de agua grado HPLC mas
500 puL de metanol grado HPLC para su posterior inyeccion en el sistema HPLC. Este
procedimiento también se siguid para el extracto obtenido con 50% Met-OH. Asimismo, se realizo
la inyeccion directa del extracto obtenido con betaina-glicerol. Las muestras se filtraron a través de
una membrana de 0.45 um (Millex-HV). Los compuestos fendlicos se determinaron utilizando el
sistema HPLC UV-Vis (Dionex Ultimate 3000, Thermo Scientific Inc., Germany), equipado con un
inyector manual y un detector UV-Vis con longitud de onda variable. Los datos obtenidos fueron
procesados mediante el software Chromeleon® Dionex. La separacion cromatografica se realizo en
una columna Eclipse XDB-C18 (250 mm x 4.9 mm i.d., 5 pm). Como fases moviles se utilizaron
agua HPLC acidificada con &cido férmico (1% v/v) (fase A) y acetonitrilo HPLC (fase B). La tabla 2
muestra el gradiente utilizado para la separacion de compuestos fenolicos.

Tabla 2. Gradiente utilizado en la separacién de compuestos
fendlicos del fruto B. alicastrum por HPLC

Tiempo (min) , . Fa}se A F‘as‘e B
Agua:acido formico (99:1, v/v) Acetonitrilo (100%)
0 98% 2%
70 0% 100%
80 98% 2%

El flujo de la fase moévil fue de 0.5 mL min y la temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C. El
volumen de inyeccién del extracto fue de 50 uL y la longitud de onda fue de 280 nm. Los
compuestos fendlicos se identificaron y cuantificaron tras comparar el tiempo de retencion y los
valores de las areas de los picos detectados con los obtenidos al inyectar los estandares auténticos.
La linealidad de la curva de calibracion se comprob¢ trazando el grafico del area de los compuestos
de referencia en cinco concentraciones utilizando un modelo de regresion lineal de minimos
cuadrados. Para cada compuesto fenolico, los coeficientes de determinacion (R?) de las rectas de
regresion fueron > 0.999. La concentracion de cada compuesto fenodlico se expresé como mg 100 g™
de peso seco.
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Microscopia electronica de barrido (MEB)

El andlisis morfoldgico de la estructura se realizd mediante MEB, siguiendo el procedimiento de
Zheng et al. (2022). Después de la extraccion de los compuestos fendlicos del fruto mediante EAU
utilizando DEPs betaina-glicerol o utilizando 50% Met-OH, el residuo fue secado bajo una campana
extractora. Las muestras secas se colocaron en ldminas de aluminio con una capa delgada de oro y
se observaron con un analizador MEB (JEOL JSM-6360 LV 5, Japén).

Analisis estadistico

Se aplicd un disefio completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento. Los resultados
fueron analizados a través del andlisis de varianza ANOVA unidireccional y cuando se detectaron
diferencias estadisticas se realiz6 la comparacion de medias por el método de Tukey (p < 0.05) con
el paquete estadistico Statgraphic® Centurion XVL

RESULTADOS

CFT y capacidad antioxidante in vitro del fruto entero B. alicastrum

La Figura 1 muestra el contenido de CFT del fruto liofilizado extraido con diferentes DEPs y
comparados con el disolvente organico acuoso (50% Met-OH). Al comparar los DEPs, los
disolventes prolina-acido lactico, glicina-acido lactico y betaina-glicerol resultaron con el mayor
contenido de CFT (valores entre 1 668.63 + 28.56 y 2 200 + 19.63 mg EAG 100 g de fruto liofilizado).
El DEPs betaina-glicerol fue el disolvente eutéctico profundo que obtuvo el mayor (p < 0.05)
contenido de CFT de B. alicastrum (2 200 + 19.63 mg EAG 100 g') en comparacion con el disolvente
50 % Met-OH (1 965.74 +13.92 mg EAG 100 g).

Los valores de la capacidad antioxidante ABTSe+ del fruto variaron significativamente (p < 0.05)
entre los DEPs y 50% Met-OH (Figura 2). Al comparar los disolventes de extraccion, los DEPs-1
(betaina-glicerol), DEPs-3 (cloruro de colina-acido acético), DEPs-6 (betaina-acido levulinico),
DEPs-9 (cloruro de colina-acido malico) y DEPs-10 (glicina-acido lactico), y el 50% Met-OH
obtuvieron una capacidad antioxidante superior a 500 mg EAA 100 g™'. El fruto entero B. alicastrum
resultdé con mayor capacidad antioxidante ABTSe+ utilizando el disolvente DEP-1 (betaina-
glicerol) (1 966.94 + 2.39 mg EAA 100 g") en comparacion con el disolvente organico 50% Met-OH
(1257.36 +46.31 mg EAA 100 g).

Efecto del porcentaje de agua en el DEPs, la temperatura y el tiempo de EAU en el contenido de
CFT del fruto

La figura 3 A muestra el efecto de cuatro niveles de temperatura de extraccion EAU (30, 35, 40 y 45
°C) sobre el contenido de CFT del fruto entero de B. alicastrum utilizando el DEPs betaina-glicerol.
El mayor contenido de CFT en el fruto (2 336.13 + 70.01 mg EAG 100 g') se reportd a 40 °C en
comparacion a las otras tres temperaturas evaluadas (valores entre 2 057.25 + 23.79 y 2 159.88 +
62.64 mg EAG 100 g"). Otro resultado mostr6 que entre 40 y 45 °C, el contenido de CFT del fruto
entero disminuy¢ de 2 336.13 + 70.01 a 2 057.25 + 23.79 mg EAG 100 g, respectivamente.
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Figura 1. Contenido CFT de fruto entero de B. alicastrum usando diferentes disolventes
eutécticos profundos (DEPs) y el disolvente organico acuoso. EAG = equivalente al
acido gélico. 50% Met-OH = 50% metanol acuoso; DEPs-1=Betaina—glicerol; DEPs-2 =
Cloruro de colina—acido lactico; DEPs-3 = Cloruro de colina-acido acético; DEPs-4 =
Cloruro de colina-prolina-acido malico; DEPs-5 = Cloruro de colina-acido oxalico;
DEPs-6 = Betaina—acido levulinico; DEPs-7 = Cloruro de colina-acido citrico; DEPs-8 =
Prolina—acido lactico, DEPs-9 = Cloruro de colina-acido malico y DEPs-10 =
Glicina-acido lactico.
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Figura 2. Capacidad antioxidante in vitro ABTSe+ de fruto entero de B. alicastrum
usando diferentes disolventes eutécticos profundos (DEPs) y el disolvente organico
acuoso. EAA = equivalente al acido ascérbico. 50% Met-OH = 50% metanol acuoso;
DEPs-1 =Betaina-glicerol; DEPs-2 = Cloruro de colina-acido lactico; DEPs-3 = Cloruro
de colina-acido acético; DEPs-4 = Cloruro de colina-prolina-acido malico; DEPs-5 =
Cloruro de colina—-dcido oxalico; DEPs-6 = Betaina—-acido levulinico; DEPs-7 = Cloruro
de colina-acido citrico, DEPs-8 = Prolina—acido lactico, DEPs-9 = Cloruro de
colina—-acido malico y DEPs-10 = Glicina—acido lactico.
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Figura 3. Efecto de la temperatura (A), tiempo de extraccion
(B) y porcentaje de agua en el DEPs (%) (C) en la EAU de
compuestos fenolicos del fruto B. alicastrum utilizando el
disolvente betaina-glicerol. EAG = equivalente al acido
galico.
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El tiempo EAU utilizando el DEPs betaina-glicerol afecto significativamente el contenido de CFT
del fruto B. alicastrum (Figura 3 B). Al comparar los tiempos de extraccion se encontré que el
contenido de CFT del fruto era mayor a los 30 min (2 251. 63 + 78.95 mg EAG 100 g). El contenido
de CFT del fruto disminuy¢ a los 40 min en comparacion con los 30 min de extraccion.

En otro resultado, se encontré que el contenido de CFT del fruto varié debido a los diferentes
porcentajes de agua destilada agregada al disolvente de extraccion (betaina-glicerol) (Figura 3 C).
Se encontrd que el contenido de CFT de B. alicastrum aumentd 1.63 (20% agua), 1.46 (30% agua) y
1.33 veces (40% agua) en comparacion con el 10 % de agua destilada en DEPs. Comparando los
niveles de porcentaje de agua, el 20% de agua destilada agregado al DEPs resultd en el contenido
mas alto de CFT del fruto entero (2 187 + 20.44 mg EAG 100 g).

Compuestos fenolicos individuales por HPLC e imagenes microscépicas MEB

Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en el contenido de compuestos fenodlicos
individuales del fruto entre el disolvente organico (50% Met-OH) y el sistema DEPs betaina-glicerol
(Tabla 3). Al inyectar directamente el extracto obtenido con DEPs, se obtuvo mayor contenido de
los compuestos fenolicos individuales (valores entre 3.8 y 22.83 mg 100 g') en comparacién al
disolvente 50% Met-OH (valores entre 0.48 y 2.56 mg 100 g). Cuando se utilizo el acetato de etilo
para recuperar los compuestos del extracto con DEPs, resulté con el menor contenido de
compuestos fendlicos comparado con el extracto DEPs que se inyectd directo al sistema HPLC. De
los compuestos fenolicos identificados en fruto, se obtuvo el mayor contenido de naringina (2.56
mg 100 g') y acido vanilico (22.82 mg 100 g*) para el disolvente 50% Met-OH y DEPs betaina-
glicerol, respectivamente.

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos individuales (mg 100 g') de fruto entero de
B. alicastrum utilizando el DEPs betaina-glicerol y el disolvente organico (50% Met-OH)
Compuesto fendlico (mg 100 g*) 50% Met-OH DEPs betaina-glicerol DEPs-acetato de etilo

Acido galico 1.00 +0.02> 10.86 + 0.03¢ 0.72 +0.012
2,4 hidroxifenil etanol 2.12 +0.042 15.48 + 0.09> nd

Acido vanilico 1.77 +0.012 22.82 +0.04> 1.84 +0.082
Acido cafeico 0.48 +0.01° 3.8 +0.04¢ 0.25 +0.002
Acido elagico 0.65 +0.012 8.81 +0.02> nd
Naringina 2.56 +0.12 nd nd
Quercetina 1.67 £0.01 nd nd

Acido trans-cinamico 0.49 +0.002 8.37 £ 0.06° 0.55 £ 0.012
Crisina 0.83 +0.002 12.63 + 0.00¢ 0.93 +0.03>
Miricetina nd nd 0.17 +0.01

Nd = no detectado. Letras diferentes dentro de la misma fila son estadisticamente
diferentes (Tukey, p <0.05).

La Figura 4 muestra microfotografias MEB después de la EAU de fruto liofilizado utilizando DEPs
betaina-glicerol (A) y 50% Met-OH (B). Se observan particulas con estructuras con mayor dafio y
grietas en la extraccion con DEPs en comparacion con la superficie exterior de la estructura
obtenido para 50% Met-OH.
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Figura 4. Microfotografia MEB de fruto de B. alicastrum después de la EAU con DEPs betaina-glicerol (A) y 50 % Met-
OH (B).

DISCUSION

CFT y capacidad antioxidante in vitro del fruto entero B. alicastrum

La eficiencia de extraccion de los compuestos fendlicos esta relacionado con las propiedades
fisicoquimicas (polaridad, viscosidad, pH, etc.) del disolvente de extraccion (Qin et al. 2023). Se
apoya la idea de que la polaridad del DEPs betaina-glicerol estd cerca de la polaridad de los
compuestos fenolicos del fruto de B. alicastrum, y que el DEPs estaba a favor de extraer los
compuestos fenolicos de acuerdo con la teoria del principio “similar-disuelve-similar”(Gao et al.
2022). Este hecho explica porque de todos los disolventes investigados, el DEPs betaina-glicerol
resultd con el mayor contenido de CFT. En otro estudio, Zheng et al. (2022) también compararon el
contenido de CFT del salvado de mijo extraido con EAU utilizando nueve DEPs (la mayoria usados
en este trabajo) y un disolvente orgéanico acuoso (80% metanol). Estos autores seleccionaron el
sistema compuesto por betaina-glicerol (relacion molar 1:2) como el DEPs 6ptimo de extraccion
(~7.5 mg acido ferdlico g de peso seco).

La variacién en el contenido de CFT del fruto encontrado en este trabajo se puede atribuir a las
diferencias en las propiedades intrinsecas de los DEPs como su polaridad, tensién superficial, la
solubilidad, las interacciones fisicoquimicas y la viscosidad, lo cual es resultado de las diferencias
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en la estructura de los DEPs (donador y aceptor de enlaces de hidrogeno) (Mansinhos et al. 2021).
La polaridad del DEPs betaina-glicerol y sus interacciones de enlaces de hidrogeno con los
compuestos fenolicos del fruto B. alicastrum parecen ser muy importantes. También Qin et al. (2023)
informaron que el DEPs prolina-acido lactico fue uno de los disolventes eutécticos profundos que
obtuvo el mayor contenido de CFT (~70 mg EAG g?) en Ligustrum robustum. En otro estudio
realizado por Gao et al. (2020) sintetizaron 12 DEPs mezclando cloruro de colina con diferentes
grupos de donadores de hidrégeno (acido carboxilico, amida, polialcohol y azticar) en una
determinada proporcion molar para evaluar su eficiencia en la EAU de compuestos fendlicos de
hojas de Morus alba L. Los autores encontraron que los DEPs a base de polialcohol (principalmente
glicerol) obtuvieron mejores rendimientos de extraccion de CF que los DEPs a base de acido
carboxilico, de amida y de aztcar.

El contenido de CFT del fruto obtenido en la EAU utilizando 50% Met-OH (1 965.74 + 13.92 mg
EAG 100 g") resultéd mayor a lo reportado por Trujillo-Nava et al. (2023) en harina de semillas de B.
alicastrum (154 mg EAG 100 g) utilizando metanol absoluto como disolvente de extraccion. En otro
trabajo, Losoya-Sifuentes et al. (2023) encontraron un contenido de CFT entre 1 161 y 1 335 mg EAG
100 g de peso seco para harina de semillas de B. alicastrum secado en el sol y en un deshidratador
de alimentos, respectivamente. Estos resultados son valores mas bajos a lo reportado en esta
investigacion. En el trabajo realizado por Mansinhos et al. (2021) y Airouyuwa et al. (2022)
encontraron alta variacion en la capacidad antioxidante ABTSe+ entre los DEPs y los disolventes
organicos utilizados para la extraccion de compuestos de las partes aéreas de Lavandula pedunculata
y las semillas de palma datilera, respectivamente.

El fruto entero B. alicastrum resultd con mayor capacidad antioxidante ABTSe+ utilizando el
disolvente DEP-1 (betaina-glicerol) (1 966.94 + 2.39 mg EAA 100 g') en comparacion con el
disolvente orgéanico 50% Met-OH (1 257.36 + 46.31 mg EAA 100 g), lo que significa que cuando se
anade el extracto antioxidante obtenido con DEP-1 al radical ABTSe+ (cromoéforo azul-verde a
Amax =734 nm) se reduce a ABTS y pierde su color. Este resultado es consistente con lo reportado
para el contenido de CFT (Figura 1). Al comparar diferentes DEPs y disolventes orgdnicos, Zannou
et al. (2022) encontraron que dos DEPS (cloruro de colina-acido lactico y cloruro de colina-acido
tartarico) obtuvieron un mayor contenido de CFT y ambos DEPs también tuvieron una mayor
capacidad antioxidante en los frutos de Rhus coriaria L. Este hecho también fue encontrado por
Airouyuwa et al. (2022) para semillas de palma datilera. El disolvente DEPs betaina-glicerol tuvo
la mayor capacidad antioxidante ABTSe+ en el salvado de mijo en comparacion con el disolvente
organico, metanol al 80% (Zheng et al. 2022). En un estudio realizado en la cascara de Carya
cathayensis Sarg, se demostrd que el DEPs constituido de cloruro de colina-dcido malico tuvo una
mayor capacidad antioxidante ABTSe+ que el etanol al 40% (Fu et al. 2021).

Un estudio compar6 los valores de la capacidad antioxidante ABTSe+ del alga roja Asparagopsis
taxiformis entre el sistema DEPS betaina-acido levulinico y tres disolventes organicos (acetona,
etanol y metanol) (Gao et al. 2022). Estos autores demostraron que el DEPS betaina-acido levulinico
obtuvo el valor mas alto de capacidad antioxidante ABTSe+ de 4.73 mM trolox g de peso seco en
comparacion con los disolventes organicos (<1.0 mM trolox g de peso seco).
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Segun la literatura, la betaina es un compuesto zwitterionico (alta solubilidad en agua) y se ha
utilizado como alternativa al cloruro de colina como disolvente eutéctico profundo. En la estructura
de la betaina se muestra el mismo resto de amonio cargado positivamente del cloruro de colina y
un grupo carboxilo, y, ademds, su naturaleza salina le confiere una serie de caracteristicas
distintivas. La betaina es un osmolito no toxico, facilmente biodegradable y se obtiene de fuentes
renovables (subproducto de la produccion de azutcar) (Mero et al. 2023). Krisanti et al. (2019)
indicaron que la estructura asimétrica de la betaina con un grupo funcional polar le permite formar
facilmente un enlace eutéctico con los donadores de enlaces de hidrogeno. El DEPs betaina-glicerol
mezclado con agua muestra una polaridad muy similar al agua, lo que indica que el mejor DEPs
(betaina-glicerol) utilizado en este estudio es muy polar (Rodriguez-Juan et al. 2021).

Influencia del contenido de agua en DEPs betaina-glicerol, temperatura y tiempo de EAU sobre
el contenido de CFT del fruto

Acorde a la literatura, la extraccion de compuestos fendlicos de diversas matrices vegetales
utilizando DEPs puede verse influenciada por el contenido de agua en DEPs, la temperatura y el
tiempo de EAU (Wang et al. 2021). Se asume en este trabajo que el aumento de la temperatura de
extraccion de 30 a 40 °C permitié que la pared celular del fruto libere compuestos fendlicos
asociados con la lignina (Antony y Farid 2022). De hecho, Ali-Redha (2021) sefial6 que los
compuestos fendlicos se adsorben (adsorcion fisica e interacciones quimicas) en la matriz de la
muestra. Sin embargo, al aumentar la temperatura de EAU aumenta la desorcion, aumenta la
solubilidad de los compuestos en el disolvente de extraccion, disminuye la viscosidad, densidad y
tension superficial de los DEPS y aumenta la difusividad, lo que conduce a mayor rendimiento de
extraccion de compuestos.

Sin embargo, un mayor aumento de la temperatura de extraccion (de 40 a 45 °C, en este trabajo)
afecta los enlaces quimicos (y la estructura) de los compuestos objetivo, lo que resulta en una
degradacion térmica (termolabilidad) o la oxidacién de ciertos compuestos fenolicos (algunos
sensibles al calor) en la muestra (Ali-Redha 2021). De acuerdo con los resultados, la temperatura
EAU de 40 °C fue seleccionado para la extraccion de compuestos fenolicos del fruto utilizando el
DEPs betaina-glicerol. Por otra parte, el incremento del tiempo de EAU (entre 10 y 30 min) favorecio
la disolucién de los compuestos en el disolvente; sin embargo, la exposicion prolongada del fruto
(a 40 min) a los ultrasonidos dio lugar a la degradacion de los compuestos fenoélicos, tal como
informaron Wang et al. (2021) y Liu et al. (2023). Con base en los resultados, se determin6 que el
tiempo de EAU de 30 min fue la mejor condicion de extraccion para los compuestos fendlicos del
fruto entero de B. alicastrum.

En general, los DEPs son mas viscosos a los disolventes orgdnicos, lo que puede impedir la
transferencia de masa entre el DEPs y la matriz de la muestra (Gao et al. 2020). La viscosidad de los
DEPs se puede reducir agregando agua, lo que afecta la polaridad de los DEPs y ajusta su acidez
(Rente et al. 2021). La incorporacion del 10% de agua destilada al DEPs betaina-glicerol quizas logro
reducir la tension superficial, lo que permitié6 que el DEPs betaina-glicerol penetre mejor en la
matriz del fruto y proporcione un mayor contenido de CFT. La explicacion de la disminucion en el
contenido de CFT con 30 y 40% de agua en DEPs en comparaciéon con 20% de agua es porque el
exceso de agua en DEPs cambia la capacidad de formar enlaces de hidrégeno entre la betaina y
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glicerol, destruyendo la estructura supramolecular de DEPs (Gao et al. 2020). Por tanto, se considera
que la interaccidon entre DEPs y los compuestos fenodlicos se debilito y el contenido de CFT resulto
menor. Segin Mansur et al. (2019), agregar un 20% de agua a DEPs (cloruro de colina-acetamida y
cloruro de colina-trietilenglicol) mejord la extraccion de flavonoides de los brotes de trigo sarraceno
en comparacion a 40, 60 y 80% de agua destilada. Asimismo, Gao et al. (2020) encontraron
resultados similares al extraer compuestos fenolicos de las hojas de Morus alba L.

Contenido de compuestos fendlicos individuales por HPLC y microfotografias MEB

Se ha demostrado que la naringina tiene mayor solubilidad en metanol (Zhang et al. 2015), quizas
esto explique que el 50 % Met-OH (en comparacion a DEPs betaina-glicerol) fue el disolvente que
obtuvo mayor contenido de este flavonoide en el fruto de B. alicastrum. Ya se ha reportado que la
naringina se obtiene de los citricos y muestra diferentes beneficios a la salud con sus propiedades
cardioprotectores, antioxidante, anti-hiperglucémico, anti-inflamatorio y anti-cancerigeno (Shilpa
et al. 2023). El mayor contenido de acido vanilico del fruto se report6 para DEPS betaina-glicerol y
este compuesto fenolico se ha encontrado en diversas plantas medicinales, siendo utilizado como
agente saborizante de diversos productos alimenticios (Kaur et al. 2022). El 4cido vanilico ejerce
una bioactividad contra el cancer, la diabetes, las enfermedades neurodegenerativas,
cardiovasculares y hepaticas mediante la inhibicién de las vias moleculares asociadas (Kaur et al.
2022). De acuerdo con Fanali et al. (2020) el sistema DEPs betaina-glicerol (relacion molar 1:2)
extrajo tirosol a partir de aceite de oliva extra virgen, tal como también se extrajo en fruto entero
de B. alicastrum usando el mismo disolvente. Al igual que en este trabajo, el dcido vanilico fue uno
de los compuestos fendlicos mas predominantes en la fraccion libre y ligada del salvado de mijo
extraido con el sistema betaina-glicerol (Zheng et al. 2022).

El contenido de compuestos fendlicos del fruto como el acido galico, 2,4 hidroxifenil etanol, dcido
vanilico, cido cafeico, acido elagico y acido trans-cindmico extraidos con 50% Met-OH fue similar
a lo reportado para la semilla, cdscara de fruto y cuticula de semilla extraidos con etanol acuoso
(50%, v/v) (Canto-Pinto et al. 2024). Por otra parte, las diferencias encontradas (entre DEPs y 50%
Met-OH) en la estructura superficial del fruto después de la extraccién de compuestos fendlicos
puede atribuirse al efecto sinérgico de la cavitacion del ultrasonido y la permeacion completa del
sistema eutéctico betaina-glicerol, que ingresa a la estructura interior de las particulas. Este hecho
en la morfologia MEB respalda el uso de DEPs betaina-glicerol con EAU como un método
conveniente y practico para la extraccion de compuestos fendlicos del fruto B. alicastrum.

CONCLUSIONES

Se concluye que el sistema eutéctico betaina-glicerol es el DEPs que mostrd el mayor contenido de
CFT (2200 +19.63 mg EAG 100 g") y la mayor capacidad antioxidante ABTSe+ (1 996.94 + 2.39 mg
EAA 100 g') en comparacion con el disolvente 50% Met-OH. Se estableci¢ el proceso EAU para la
extraccion de compuestos fendlicos del fruto entero de B. alicastrum, utilizando DEPs betaina-
glicerol con 20% de agua, con una temperatura de 40 °C y un tiempo de extracciéon de 30 min. El
contenido de acido galico, 2,4 hidroxifenil etanol, acido vanilico, 4cido cafeico y acido elagico fue
mayor en el sistema betaina-glicerol que en el 50% Met-OH. Este estudio propone la extraccion de
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compuestos fendlicos del fruto entero de B. alicastrum utilizando el sistema betaina-glicerol en
combinacidn con la técnica EAU, ya que fue capaz de obtener un mayor contenido de compuestos
fenolicos, lo que podria tener aplicaciones en la industria alimentaria.
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