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nativa de América, que prospera en el bosque seco tropical
de México. Este estudio evalud el contenido de compuestos
fendlicos totales (TPC), la capacidad antioxidante y el potencial
hipoglucemiante de los extractos de harina de semilla de C.
cacalaco. El analisis fitoquimico confirmé la presencia de
fendlicos, taninos y terpenos, mientras que no se observaron
saponinas ni alcaloides. El contenido de TPC fue de 249.83 +
0.68 mg de GAE/100 g. La actividad antioxidante, evaluada
mediante ensayos ABTS y DPPH, fue de 3,931.26 + 202.87
y 2,500.87 = 14.44 pmol de TE/100 g, respectivamente. Las
pruebas de inhibicion enzimatica mostraron una inhibicion
de la a-amilasa del 31.75 % (libre) y del 37.42 % (ligado),
mientras que la de la a-glucosidasa fue del 43.52 % (libre) y
del 26.15 % (ligada). Estos resultados sugieren que la harina
de semilla de huizache posee una alta capacidad antioxidante
y potencial hipoglucemiante, lo que la convierte en una fuente
prometedora de compuestos bioactivos para el manejo de
enfermedades crénicas.
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ABSTRACT

Huizache (Caesalpinia cacalaco) is a leguminous species native to the Americas, thriving
in Mexico’s tropical dry forest. This study evaluated the total phenolic content (TPC), antioxidant
capacity, and hypoglycemic potential of C. cacalaco seed flour extracts. Phytochemical analysis
confirmed the presence of phenolics, tannins, and terpenes, while saponins and alkaloids were
absent. The TPC content was 249.83 £ 0.68 mg GAE/100 g. Antioxidant activity, assessed via
ABTS and DPPH assays, was 3,931.26 £ 202.87 and 2,500.87 + 14.44 umol TE/100 g, respectively.
Enzyme inhibition tests showed a-amylase inhibition of 31.75 % (free) and 37.42 % (bound), while
a-glucosidase inhibition was 43.52 % (free) and 26.15 % (bound). These results suggest that
huizache seed flour possesses high antioxidant capacity and hypoglycemic potential, making it a
promising source of bioactive compounds for managing chronic diseases.

KEY WORDS: Caesalpinia cacalaco; phenolic compounds; antioxidant activity; a-amylase;
a-glucosidase.

Introduccién

Las dietas ricas en leguminosas estan inversamente asociadas con el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares y factores relacionados, como obesidad, hipertensién y diabetes
tipo 2. Esta asociacion se atribuye principalmente a su contenido de fibra, minerales, tocoferoles,
fitoesteroles y antioxidantes (Becerra-Tomas et al., 2018; Tosh & Yada, 2010). Promover una dieta
basada en plantas ofrece un perfil nutricional favorable, ya que prioriza carbohidratos complejos,
fibra, vitaminas y minerales sobre las grasas totales y saturadas (Soto-Aguilar et al., 2022). Los
metabolitos bioactivos presentes en diferentes especies vegetales y en diversos estados de
madurez son variados y pueden ajustarse a las necesidades del usuario, proporcionando una
alternativa potencial ante la escasez de alimentos (Benincasa et al., 2019).

Entre estos metabolitos, los compuestos fendlicos han sido ampliamente estudiados
en diversas leguminosas como frijol comun (Phaseolus vulgaris) (Salas et al., 2015; Sharma
& Giri, 2022), garbanzo (Cicer arietinum L.) (Nifo-Medina et al., 2017; Ponce-Fernandez et al.,
2019), y ajonjoli (Sesamum indicum L.) (Ruiz-Armenta et al., 2022), debido a sus numerosos
beneficios para la salud, tales como la prevencion del cancer, control de la diabetes, reduccion
de la inflamacion crénica y mitigacién de enfermedades cardiovasculares (Acosta-Estrada et al.,
2014). La funcion principal de los compuestos fendlicos es neutralizar y/o reducir los efectos
de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células, que inducen estrés oxidativo (OS),
provocando dafo celular y aumentando el riesgo de complicaciones de enfermedades cronicas.
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Los antioxidantes actuan como uno de los principales mecanismos de proteccion contra el dafo
causado por radicales libres en el organismo, y su consumo se ha asociado con una mejora en la
salud y una menor incidencia de enfermedades (Cereceres-Aragén et al., 2019; Lu et al., 2018).

México alberga un gran numero de leguminosas silvestres subutilizadas que, a pesar de
sus propiedades nutricionales y contenido de compuestos bioactivos, permanecen practicamente
desaprovechadas. Su alto potencial para un uso sostenible justifica una mayor investigacion (Pio-
Ledn et al., 2013). El huizache o tehuixtle (Caesalpinia cacalaco), una especie leguminosa de la
familia Fabaceae originaria de América, prospera en los bosques tropicales secos de México.
Sus frutos son vainas oblongo-ovoides, constrefiidas entre semillas, encerradas en dos valvas
delgadas e indehiscentes que se tornan de un tono café amarillento oscuro al secarse. Las
semillas son ovoideas transversalmente y practicamente carecen de endospermo al alcanzar la
madurez, adquiriendo una coloracion café rojiza al secarse (Miranda & Hernandez, 1963). Estas
semillas poseen un gran potencial para el desarrollo de alimentos funcionales.

Veloz-Garcia et al. (2004) reportaron que las vainas de C. cacalaco son una fuente rica de
taninos, evaluaron su actividad antimutagénica frente a aflatoxina B1 y su capacidad antioxidante.
Encontraron que la actividad antimutagénica fue dependiente de la dosis, mostrando un 64.42%
de inhibicién, ademas de una alta actividad antioxidante.

En los ultimos anos, ha aumentado el interés en alimentos nutracéuticos, los cuales
se espera que promuevan la salud mas alla de la nutricion basica mediante la generacion de
beneficios fisioldgicos (Quelal et al., 2020). Actualmente, no existen estudios que caractericen
el potencial nutracéutico de la harina de semilla de huizache. El objetivo de este estudio fue
evaluar el contenido de compuestos fendlicos totales, la actividad antioxidante y el potencial
hipoglucemiante de extractos de harina de semillas de C. cacalaco, ampliando asi sus aplicaciones
potenciales como ingrediente, aditivo o suplemento dietético.

Material y métodos
Material

Las semillas de huizache (C. cacalaco) fueron recolectadas en el municipio de Elota,
Sinaloa, México (Latitud: 24.03080625 Longitud: -106.861236459879; 23°55’13” Norte, 106°48°0”
Oeste). Las semillas fueron extraidas manualmente de las vainas y limpiadas cuidadosamente
con un cepillo para eliminar impurezas superficiales. Posteriormente fueron molidas en un molino
de martillos para obtener una harina integral. EI material molido fue tamizado utilizando una
malla con apertura de 1.00 mm (malla No. 60) para separar particulas mayores y obtener una
distribucion de tamafio mas uniforme. La harina resultante fue envasada en bolsas de polietileno
y almacenada a 4 °C hasta su uso.
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Preparacion de extractos

Para el tamizaje fitoquimico, se realizé una extraccion hidroalcohdlica. Se pesaron
500 mg de muestra y se afiadieron 20 mL de etanol al 80 %. La mezcla fue sometida a agitacion
constante a 100 rpm durante 1 hora, seguida de centrifugacion a 2,500 rpm a 10 °C, recuperando
el sobrenadante (Flieger et al., 2021). Este procedimiento se realizé por triplicado.

Tamizaje fitoquimico

Una vez obtenidos los extractos, se realizé un tamizaje fitoquimico siguiendo la metodologia
descrita por Harborne (1998) y Solomon et al. (2013), para identificar cualitativamente la presencia
o ausencia de diversos compuestos, incluidos compuestos fendlicos, taninos, saponinas,
triterpenos y alcaloides. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Compuestos fendlicos (Prueba con magnesio)

Para determinar la presencia de compuestos fendlicos, se colocaron 500 uL del extracto
hidroalcohdlico en tubos de ensayo, se afnadié una lamina de magnesio (FagaLab CAS Number
2248-100) y 200 pL de HCI 1N. Se observo la reaccién y la decoloracion se consider6 como una
respuesta positiva.

Taninos (Prueba con cloruro férrico, cloruro de sodio y gelatina)

Se prepararon soluciones de FeCl, al 0.02 % (p/v) (FagaLab CAS Number 2143-100),
gelatina al 0.1 % (p/v) (MerckMillipre CAS Number 9000-70-8), y NaCl al 0.01 % (p/v) (FagalLab
CAS Number 2153-2500). En tres tubos diferentes se colocd 1 mL del extracto hidroalcohdlico.
En cada tubo se anadieron los reactivos segun la secuencia descrita metodolégicamente. La
formacion de un precipitado en el tubo con gelatina-NaCl se consideré indicativa de la presencia
de taninos.

Saponinas (Prueba de espuma)

Se colocaron 500 pL del extracto hidroalcohdlico en tubos de ensayo y se afiadieron
1 mL de agua hirviendo. Cada tubo fue vortexado y reposado por 15 minutos. La formacién y
persistencia de espuma indicé presencia de saponinas.

Triterpenos (Prueba de Salkowski)

Se afiadi6 CHCI, y H,SO, concentrados a 1 mL del extracto hidroalcohdlico. La aparicion
de una coloracion rojo-purpura se considero positiva para triterpenos.

Alcaloides (Prueba con reactivos de Mayer y Wagner)

Para la deteccion de alcaloides se empleé el reactivo de Wagner. La formacion de turbidez
o precipitado se considerd un resultado positivo.
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Extraccion de compuestos fendlicos libres y ligados

Las semillas fueron extraidas de las vainas, limpiadas y molidas en un molino de martillos
para obtener harina integral, la cual fue sometida a una extraccién fitoquimica con EtOH al
80 %. La fraccién libre se obtuvo después de la centrifugacién. La extraccion de los compuestos
fendlicos ligados se realizé siguiendo la metodologia descrita por Ruiz-Armenta et al. (2022). El
pellet residual fue sometido a hidrolisis con 10 mL de NaOH 4 M durante 4 horas, con agitacion
breve cada 30 minutos. Posteriormente, se afiadieron 2 mL de HCI concentrado para neutralizar
la solucién, seguido de 10 minutos de agitacion a velocidad moderada. Luego, se agregaron
10 mL de hexano, se agité durante 10 minutos a velocidad moderada y se centrifugd a 4,000
x g a 10 °C durante 10 minutos para eliminar los lipidos. Finalmente, se afadieron 10 mL de
acetato de etilo, se agitdo durante 10 minutos a velocidad moderada y se centrifugé a 4,000
x g a 10 °C durante 10 minutos para extraer los compuestos liberados. Este ultimo paso se
repitié cuatro veces. Ambas fracciones de extractos se evaporaron hasta sequedad utilizando
un rotavapor y fueron reconstituidas en metanol para la determinacion de compuestos fendlicos
totales, actividad antioxidante (ABTS y DPPH) y potencial antidiabético (inhibicion de a-amilasa
y a-glucosidasa).

Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se realizé siguiendo la metodologia
reportada por Ruiz-Armenta et al. (2022). Alicuotas de 20 puL de los extractos libres o ligados
fueron oxidadas con 1,800 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Numero CAS
F9252), formando una coloracion azul tras 90 minutos de incubacién. La absorbancia de esta
reaccion se midié en un espectrofotometro (UV-GENESYS modelo 10, Serie AQ7-2H7G229001,
Thermo Electron Scientific Instruments LLC, Madison, Wisconsin, USA) a 760 nm. Se prepararon
curvas patrén utilizando acido galico (Sigma-Aldrich, Numero CAS 5995-86-8) en metanol a
concentraciones de 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1,000 ppm. Los resultados se expresaron
como mg de equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de muestra seca.

Determinacién de la capacidad antioxidante
Ensayo ABTS (2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))

El ensayo de decoloracion del radical cation ABTS fue realizado siguiendo el método
propuesto por Re et al. (1999), el cual se basa en la reduccién del radical ABTS* por los
antioxidantes presentes en los extractos. Se prepard una solucion de ABTS (Sigma-Aldrich,
Numero CAS A1888) mezclandolo con persulfato de potasio (K,S,0;g) (Sigma-Aldrich, Numero
CAS 7727-21-1) a una concentracion de 2.45 mM en metanol. La solucion resultante se mantuvo
en la oscuridad durante 16 horas para permitir la formacién del radical. Posteriormente, la
solucion radicalaria se diluyd con metanol hasta obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02 a 734
nm. Se mezclaron 20 uL de blanco (metanol) o extracto con 1,980 uL de la solucién ABTS*, se
homogenizd suavemente y se leyd la absorbancia a 734 nm en un espectrofotémetro (UV-vis
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Genesys 10 UV, Thermo Electron Corporation, Madison, WI, USA). La lectura se realizé 5 minutos
después de afadir el radical a la primera muestra. Se utilizé Trolox (Sigma-Aldrich, Numero CAS
135806-59-6) como estandar de referencia (0—800 uM), y la actividad antioxidante de las muestras
se expresd como micromoles de equivalentes de Trolox (TE) por 100 gramos de muestra seca.

Ensayo DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil)

La actividad atrapadora del radical DPPH de los extractos fitoquimicos libres y ligados
se determind utilizando el método reportado por Brand-Williams et al. (1995). El radical DPPH
(Sigma-Aldrich, Numero CAS D9132-1G) fue preparado a una concentracion de 150 uyM y
protegido de la luz. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 20 uL de muestra, blancos y
estandar. Posteriormente, se agregaron 200 uL de la solucion de DPPH y se midié la absorbancia
a 517 nm en un espectrofotémetro (Thermo Scientific Multiskan GO). La actividad antioxidante
se calculé mediante una curva estandar de Trolox (0—800 uM). Los datos se expresaron como
micromoles de equivalentes de Trolox por 100 gramos de muestra seca (umol TE/100 g).

Potencial hipoglucemiante

El potencial hipoglucemiante de los extractos de harina de semilla de C. cacalaco se
evaluo mediante la inhibiciéon de a-amilasa y a-glucosidasa, siguiendo la metodologia descrita por
Quintero-Soto et al. (2021).

Inhibicién de a-amilasa

Para la inhibicion de a-amilasa, se mezclaron 10 yL de muestra (30 mg/mL) y 10 pL de
solucion de a-amilasa (2 U/mL), incubandose durante 10 minutos a 25 °C. Luego se anadieron
10 yL de una solucion de almidon al 1%, incubando nuevamente 10 minutos a 25 °C.
Posteriormente, se afiadieron 20 pyL de una solucion de acido 3,5-dinitrosalicilico, seguido de
incubacion durante 5 minutos a 25 °C. Finalmente, se agregaron 200 uL de agua destilada a
la mezcla de reaccion y se midié la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro (UV-vis
Genesys 10 UV, Thermo Electron Corporation, Madison, WI, USA). El ensayo se realizdé por
triplicado. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa,
calculado segun la siguiente férmula:

% inhibicién = ([A

510 blanco- A, extracto]) *100

(A, blanco)

Donde: A,,, blanco = absorbancia del blanco a 540 nm; A, extracto = absorbancia del

extracto a 540 nm.
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Inhibicién de a-Glucosidasa

Para la inhibicion de a-glucosidasa, se mezclaron 50 yL de la muestra (15 mg/mL) con
100 pL de una solucién de a-glucosidasa (1 U/mL), y la mezcla se incubé durante 10 minutos
a 37°C. Posteriormente, se afiadieron 50 pL de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (5 mM), y la
mezcla se incubd nuevamente durante 10 minutos a 37°C. Finalmente, la absorbancia se midié
a 405 nm utilizando un espectrofotémetro (UV-vis Genesys 10 UV, Thermo Electron Corporation,
Madison, WI, USA). El analisis se realizé por triplicado. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de inhibicidon de la enzima a-glucosidasa, calculado de la siguiente manera:
% inhibicién = ([A

.05 Planco- A, extracto]) “100

(A, blanco)

405

Donde: A,
extracto a 405 nm.

blanco = absorbancia del blanco a 405 nm; A, . extracto = absorbancia del

Analisis estadistico

Los resultados de esta investigacion se muestran como el promedio de tres repeticiones
* su respectiva desviacion estandar.

Resultados y discusién
Tamizaje fitoquimico

Eltamizaje fitoquimico es un ensayo que permite evaluar el potencial de las plantas y brinda
la oportunidad de descubrir e identificar moléculas de interés farmacoldgico. Los compuestos
fitoquimicos se sintetizan a partir del metabolismo secundario y no estan directamente relacionados
con los procesos primarios de desarrollo y crecimiento de la planta (Aronés-Jara et al., 2022). Los
resultados del tamizaje fitoquimico revelaron la presencia de compuestos fendlicos, taninos y
triterpenos, mientras que saponinas y alcaloides estuvieron ausentes en la harina de huizache
(Tabla 1).

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico de extracto hidroalcoholico de harina
de semillas de huizache (C. cacalaco).

Compuestos fenolicos Taninos Saponinas Triterpenos Alcaloides

Presencia (+); Ausencia (-). Fuente: Elaboracién propia
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Nawaz et al. (2020) detectaron la presencia de taninos, flavonoides, glucésidos cardiacos,
antocianinas, terpenoides y carotenoides en extractos polares utilizando solventes organicos
(hexano, éter de petréleo, cloroformo, etanol, acetona y agua) obtenidos de harina de semilla
de frijol (Phaseolus vulgaris), sin observar saponinas, flobataninos ni antraquinonas en ninguno
de los extractos. Asimismo, Haleshappa et al. (2022) demostraron la presencia cualitativa
de triterpenos, alcaloides, taninos, flavonoides y glucésidos en extractos de acetato de etilo,
éter de petréleo y etanol de semillas de Simarouba glauca. Gazwi et al. (2023) realizaron el
tamizaje fitoquimico de la testa de la semilla de chicharo (Pisum sativum), utilizando agua como
solvente con un tiempo de extraccién de tres horas bajo agitacion constante a 25 °C, reportando
la presencia de alcaloides, flavonoides, glucésidos, taninos y fenoles, asi como la ausencia
de terpenos y saponinas. Los fitoconstituyentes encontrados pueden ser responsables de los
beneficios para la salud atribuidos al guisante, describiéndolo con propiedades analgésicas,
antibacterianas y antioxidantes.

Las plantas sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios que contienen un
grupo fendlico; estas sustancias se conocen como compuestos fendlicos. Su estructura consiste
en un anillo aromatico con un grupo hidroxilo, y quimicamente conforman un grupo altamente
diverso que abarca desde acidos fendlicos simples hasta polimeros complejos como los taninos
condensados y la lignina (Martin-Gordo, 2017). Los metabolitos secundarios, incluyendo taninos,
alcaloides, saponinas, flavonoides, glucosidos y resinas, contribuyen significativamente a las
actividades medicinales vy fisiolégicas de las plantas. Su composicion quimica esta relacionada
con los mecanismos de defensa de la planta, ademas de los efectos del suelo y las condiciones
climaticas. Por ejemplo, el contenido de taninos varia segun la estacion, la humedad y la
exposicion a la luz (Camacho-Escobar et al., 2020). En las ultimas décadas se han reportado
diversos beneficios para la salud asociados con estos metabolitos. Los terpenos, por ejemplo,
se utilizan principalmente en el tratamiento de diversas enfermedades y pueden actuar como
agentes anticancerigenos (Bai & Tang, 2020), antimicrobianos (Liu et al., 2020), antiinflamatorios
(Kim et al., 2020), antioxidantes (Querio et al., 2018) y antialérgicos (Yang et al., 2021), a través
de la actividad de sus derivados (Zhao et al., 2016). Productos u organismos como plantas, frutos
citricos y arboles resinosos, asi como ciertas actinobacterias y hongos filamentosos, incluidos
los géneros Streptomyces y Aspergillus, que contienen estos compuestos, son una excelente
fuente de vitaminas A, E y K, ademas de coenzima Q10 (Rodriguez-Concepcion et al., 2018).
Adicionalmente, los taninos presentes en las leguminosas se han estudiado por sus propiedades
antioxidantes, efectos reductores del colesterol, disminucion de la presion arterial y estimulacion
del sistema inmunoldgico. Estos efectos ocurren porque los taninos pueden formar complejos
con carbohidratos, proteinas y ciertos iones minerales en los alimentos. La formacion de estos
complejos depende de condiciones adecuadas como pH, temperatura y concentracion (Grosse-
Brinkhaus et al., 2016). Los polifenoles, incluidos los taninos, se encuentran entre los principales
antioxidantes presentes en la dieta humana (Montes-Avila et al., 2017).

Por otro lado, la ausencia de saponinas en este estudio se considera beneficiosa, ya que
se ha reportado que estos compuestos impactan negativamente en la dieta humana y animal.
Samtiya et al. (2020) sefalaron que la ingesta de saponinas puede provocar pérdida de peso,
diarrea, anorexia y, en casos graves, la muerte. El alto consumo de saponinas en humanos
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puede reducir la biodisponibilidad de minerales para su absorcion, por lo que se les considera
compuestos antinutricionales.

Este estudio investigo las propiedades nutracéuticas de la harina de C. cacalaco con el
fin de evaluar su potencial en el desarrollo de alimentos. Los resultados indican la presencia de
importantes compuestos bioactivos como compuestos fendlicos, taninos y triterpenos, mientras
que las saponinas y alcaloides estuvieron ausentes (Tabla 1). Estas caracteristicas coinciden con
las de otra leguminosa nativa de importancia, el mezquite (Prosopis spp.), tal como lo describen
Valencia et al. (2020), quienes reportaron la presencia de terpenos, saponinas y antraquinonas. Los
metabolitos secundarios presentes en las plantas les permiten producir y acumular compuestos
quimicamente diversos que, aunque no son esenciales para la vida vegetal, desempenan un
papel crucial en la adaptacién al estrés ambiental y la defensa contra depredadores y patégenos
potenciales (Lustre-Sanchez, 2022). Las plantas sometidas a estrés o condiciones extremas que
afectan su crecimiento, desarrollo o productividad producen metabolitos secundarios especificos
que influyen directamente en su capacidad de supervivencia (Gull et al., 2019).

Cuantificacion de los compuestos fendlicos totales

Los contenidos de compuestos fendlicos totales del presente trabajo fueron de 209.99
+ 478, 39.84 £ 2.01 y 249.83 + 6.79 mg GAE/100 g, para las fracciones libre, ligada y total,
respectivamente (Figura 1). Estos valores son superiores a los reportados por Nifilo-Medina et al.
(2017) para variedades de frijol (Phaseolus vulgaris), quienes obtuvieron 1.50 mg GAE/g, 0.11
mg GAE/g y 1.61 mg GAE/g de muestra en las fracciones libre, ligada y total, respectivamente.
Esta tendencia se repitido en las fracciones libre y total reportadas por Rochin-Medina et al.
(2021) para la misma variedad de frijol, quienes obtuvieron valores con una variacién entre 7.32 y
45.87 mg GAE/100 g en la fraccion libre, y valores en un rango entre 67.90 y 204.37 mg GAE/100
g para la fraccion total; caso opuesto para la fraccion ligada, cuyos valores oscilaron entre 43.55
y 1568.50 mg GAE/100 g. De Camargo et al. (2022) reportaron valores de 221.4 mg GAE/100 g
para la fraccion libre, 1,243.31 mg GAE/100 g para la fraccién insoluble y un valor total de 1,560.8
mg GAE/100 g. Comparar el contenido de compuestos fendlicos totales de la harina de semilla
de C. cacalaco con el de otras leguminosas arbéreas como el algarrobo (Ceratonia siliqua) y
el mezquite (Prosopis spp.) sugiere el potencial uso futuro de esta harina. Carbas et al. (2019)
reportaron valores de 17.7 £ 0.9 mg GAE/g y 0.5 + 0.01 mg GAE/g para harina de algarrobo y de
mezquite, respectivamente, ambas ya utilizadas como ingredientes comerciales en suplementos
como Caromax® (Nutrinova, GmbH, Alemania). El elevado contenido de polifenoles proporciona
beneficios valiosos para la salud, tales como efectos reductores del colesterol, propiedades
antioxidantes y una disminucién del riesgo de cancer gastrointestinal (Stavrou et al., 2018).
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Figura 1. Compuestos fendlicos libres, ligados y totales de harina de semilla de
huizache (Caesalpinia cacalaco) (mg equivalentes de acido galico (mg GAE) /100 g
de muestra (bs)); bs= base seca.

Fuente: Elaboracién propia

Ademas, la mayoria de los compuestos fendlicos obtenidos de C. cacalaco estuvieron
en su forma libre (84.05%). Los fendlicos libres no interactuan fisica ni quimicamente con otras
moléculas y generalmente son solubles en disolventes acuosos/organicos, mientras que los
fendlicos ligados estan unidos covalentemente a compuestos de bajo peso molecular como
azucares o acidos grasos, y también son solubles en disolventes acuosos/organicos (Rocchetti
et al., 2022). La variacién en el contenido de compuestos fendlicos depende de las condiciones
ambientales donde crece la planta (temperatura, precipitacion, tipo de suelo, humedad relativa,
exposicion a rayos UV, etc.) (Soto-Vasquez, 2015). Ademas, las diferencias pueden atribuirse
a los diversos solventes utilizados en el proceso de extraccién, la temperatura y el tiempo de
exposicion. La polaridad de los compuestos extraidos depende del solvente empleado, siendo
que los solventes altamente polares como el etanol afectan las membranas celulares, permitiendo
extraer la mayor cantidad de compuestos fendlicos debido a su naturaleza polar (Garrido
etal., 2013).

Determinacioén de la capacidad antioxidante

Los valores de actividad antioxidante para las fracciones libre, ligada y total en el ensayo
ABTS fueron 2,745.22 + 231.70, 1,186.04 + 28.82 y 3,931.26 + 202.87 umol TE/100 g de
muestra, respectivamente. Para el ensayo DPPH, los valores fueron 1,245.45 + 22.50, 1,255.42
1+ 8.06 y 2,500.87 £ 14.44 ymol TE/100 g de muestra para las mismas fracciones (Tabla 2). La
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determinaciéon de la capacidad antioxidante es una reaccion dependiente del mecanismo. En el
presente estudio, el analisis antioxidante se realizé mediante ensayos basados en reacciones
quimicas (DPPH y ABTS). La actividad antioxidante esta fuertemente correlacionada con el
contenido de compuestos fendlicos, ya que estos son los principales responsables de dicha
actividad (Szychowski et al., 2018). Por lo tanto, si un extracto tiene un mayor contenido fendlico,
se espera que presente una mayor capacidad antioxidante. En concordancia, el alto contenido
fendlico de la harina de C. cacalaco sugiere su potencial para el desarrollo de productos
funcionales antioxidantes, ya que el valor obtenido en DPPH fue de 2,500.87 £ 14.44 ymol TE/100 g
de muestra.

Tabla 2. Actividad antioxidante, evaluada por los ensayos ABTS y
DPPH, de extractos fendlicos libres, ligados y total de harina de
semilla de huizache (C. cacalaco)

Actividad antioxidante Libre Ligada Total
ABTS 2,745.22 £ 231.70 1,186.04 + 28.82 3,931.26 + 202.87
DPPH 1,245.45 + 22.50 1,255.42 + 8.06 2,500.87 + 14.44

Los valores son el resultado del promedio de tres mediciones + la desviacion estandar. ABTS (umol equivalentes
de Trolox (TE)/100 g de muestra); DPPH (umol TE/100 g de muestra).

Fuente: Elaboracién propia

Carbas et al. (2019) reportaron valores antioxidantes totales de 5,890 + 0.2 y 290 +
1.0 ymol TE/100 g para Ceratonia siliqua y Prosopis spp., respectivamente, las cuales son harinas
utilizadas comercialmente. Rochin-Medina et al. (2021) reportaron valores mas bajos que los
obtenidos en este estudio para diferentes variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris), con
valores de DPPH que oscilaron entre 53.05 y 376.10 ymol TE/100 g, 190.54 a 1,064.63 umol
TE/100 g y 1,282.70 umol TE/100 g para las fracciones libre, ligada y total, respectivamente.
De manera similar, Nifio-Medina et al. (2017) y Tungmunnithum et al. (2021) reportaron valores
de actividad antioxidante total mediante ABTS de 5.16 umol TE/g para grano de garbanzo y
89.5 ymol TE/g para semilla de frijol, respectivamente, los cuales son inferiores a los obtenidos
en este estudio.

La actividad antioxidante de extractos vegetales no puede ser evaluada mediante un
unico enfoque debido a la naturaleza compleja de los fitoquimicos, ya que la determinacion
de la actividad antioxidante depende en gran medida del mecanismo de reaccién involucrado
(Nazir et al., 2019). La actividad de los antioxidantes puede ser evaluada utilizando diversas
técnicas analiticas relacionadas, por un lado, con las diferentes propiedades de los compuestos
analizados, y por otro, con las distintas etapas del proceso oxidativo y el entendimiento del papel
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de los antioxidantes (Munteanu & Apetrei, 2021). Las investigaciones con el uso de radicales libres
estables ABTS y DPPH, que pueden ser determinados espectrofotométricamente y decolorarse
como resultado de su desactivacién, son particularmente populares. Sin embargo, su popularidad,
facilidad de uso y susceptibilidad a modificacion han dado lugar a la publicaciéon de numerosos
estudios en los cuales, debido a las diferentes versiones de los ensayos utilizados, los resultados
no son comparables (Hano et al., 2017).

Potencial Hipoglucemiante
Inhibicién de a-amilasa y a-glucosidasa

Los valores de inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa se presentan en la Tabla
3. En este estudio, se utilizd una concentracion de 30 mg/mL de extracto (fraccion fendlica
libre o ligada) para evaluar la inhibicién de la enzima a-amilasa, mientras que se utilizdé una
concentracién de 15 mg/mL de extracto (fraccion fendlica libre o ligada) para la inhibicién de la
enzima a-glucosidasa. Los valores de inhibicidon para a-amilasa fueron de 31.75% y 37.42% para
las fracciones fendlicas libre y ligada, respectivamente. Para la inhibicién de a-glucosidasa, los
valores fueron de 43.52% para la fraccion fendlica libre y 26.15% para la fraccién fendlica ligada.

Tabla 3. Actividad hipoglucemica de extractos fendlicos libres y
ligados de harina de semilla de huizache (C. cacalaco)

Actividad hipoglucémica Libre Ligado
Inhibicion de a- amylasa (%) 31.75+1.27 37.42 +£1.49
Inhibicion de a- glucosidasa (%) 43.52 + 3.04 26.15+1.94

Los valores son el resultado del promedio de tres mediciones + la desviacion estandar.
Fuente: Elaboracién propia.

Una de las estrategias mas efectivas para reducir la hiperglucemia posprandial (PPHG)
en la diabetes mellitus, particularmente en la diabetes mellitus no dependiente de insulina, es
disminuirlaabsorcionde glucosamediante lainhibicién de enzimas hidrolizadoras de carbohidratos
en el sistema digestivo, tales como la a-glucosidasa y la a-amilasa (Kashtoh & Beak, 2022).
Diversas especies vegetales, como Gymnema (Gymnema sylvestre), canela (Cinnamomum
verum), meléon amargo (Momordica charantia), circuma (Curcuma longa), arandano (Vaccinium
myrtillus) y nopal (Opuntia ficus-indica), han sido utilizadas para contrarrestar los efectos de la
diabetes o, al menos, ofrecer una alternativa al uso de medicamentos o reducir su dosis (Day et
al., 1990; Zare et al., 2019; Devangan et al., 2021).
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Con respecto a la inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa, estudios han demostrado
que ciertos componentes de las leguminosas poseen este efecto. Tungmunnithum et al. (2021)
reportaron valores de inhibicién mas bajos para 10 variedades de extractos de Fabaceae cocidos,
con inhibiciones de a-amilasa y a-glucosidasa que oscilaron entre 15.6-25.2% y 16.26%,
respectivamente, utilizando 200 y 100 yL de muestra con 200 y 100 yL de enzima (13 U/mL y
10 U/mL, respectivamente). Quintero-Soto et al. (2021) determinaron el potencial antidiabético
de proteinas hidrolizadas de garbanzo (Cicer arietinum L.), obteniendo valores de inhibicion mas
altos que los encontrados en este estudio. Reportaron tasas promedio de inhibicién del 54%
para a-amilasa utilizando 5 puL de muestra con 5 pL (13 U/mL) de enzima, y una tasa promedio
de inhibicién del 56% para a-glucosidasa utilizando 25 pyL de muestra con 50 L (1 U/mL)
de enzima.

De manera similar, Doué et al. (2021) evaluaron el potencial antidiabético in vitro de
extractos de semillas de soya germinada (Glycine max) y aislados proteicos de Vigna subterranea
mediante ensayos de inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa utilizando 30 pL de extracto y
50 uL de enzima (1.5 U/mL) para ambos ensayos. Reportaron valores promedio de inhibicion
de a-amilasa de 19.73% en soya y 21.76% en Vigna subterranea, mientras que los valores de
inhibicion de a-glucosidasa fueron 16.55% y 28.47%, respectivamente.

Se ha demostrado que algunos fitoquimicos acumulados en semillas de Fabaceae inhiben
a-glucosidasa y a-amilasa y/o estimulan la captacién de glucosa (Maliehe et al., 2019). La inhibicién
de estas enzimas da como resultado una reduccién de los niveles séricos de glucosa, lo cual es
beneficioso para el control de los niveles de glucosa en sangre posprandial (Yan et al., 2019). La
actividad inhibitoria aumenta con concentraciones enzimaticas mas altas, mejorando el potencial
inhibitorio de la muestra o del inhibidor evaluado. Esta tendencia se ha observado en numerosos
estudios sobre péptidos antidiabéticos en leguminosas (Ngoh & Gan, 2016; Wang et al., 2019).

Las variaciones en los resultados pueden atribuirse a que la actividad inhibidora enzimatica
esta influenciada por las condiciones climaticas y variaciones de altitud, el tipo de especie y
factores ambientales tales como la precipitacién, las condiciones del suelo, la exposicion a la luz
solar y las metodologias experimentales (Sharma & Giri, 2022).

Conclusiones

La harina de semilla de huizache presenté un alto contenido de compuestos fendlicos
totales y demostrd un importante potencial antioxidante e hipoglucemiante. Por lo tanto, esta
harina podria servir como una valiosa fuente de estos compuestos bioactivos para combatir
diversas enfermedades crénico-degenerativas. Ademas, este estudio contribuye con nuevo
conocimiento sobre una especie con investigacion limitada en cuanto a la cuantificacion de
fenoles y su potencial antioxidante. Este trabajo es el primero en evaluar el potencial nutracéutico
de la harina de semilla de huizache. Se recomienda que estudios futuros exploren su potencial
en otras actividades biolégicas relacionadas con sus usos etnomedicinales.
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