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Resumen

Hojas de Byrsonima crassifolia fueron sometidas a extraccion via maceracion, percolacion, soxhlet, sonicacion y se
caracterizaron a través del analisis de la extraccién acumulativa y la estimacion del contenido de clorofilas por
espectrofotometria. Bajo las condiciones experimentales empleadas, la eficacia de extraccion para cada método fue
superior al 99%.El mejor rendimiento neto se registrdé por Soxhlet (7.29+0.21%), la mejor velocidad de extraccion por
sonicacion (m: 0.03240.004; r*: 0.9640.02) y la maceracion registré menor variacion en la estimacion de clorofilas —a y -
b. En su conjunto, se registran cambios en el contenido metabolico de los extractos crudos de B. crassifolia, hecho
probablemente relacionado a los cambios de temperatura en los sistemas de extraccion empleados.

Palabras clave: Byrsonima crassifolia, maceracion, clorofila.

Abstract

Byrsonima crassifolia leaves were extracted via maceration, percolation, soxhlet and sonication. Spectrophotometric
estimation of chlorophylls and analysis of cumulative extraction allowed the characterization of the extraction process.
Under these experimental conditions, the extraction efficiency for each method was greater than 99%. The best yield was
recorded by Soxhlet (7.29+£0.21%), the best extraction rate was by sonication (m: 0.032+£0.004; 1> 0.96+0.02) and
maceration showed less variations in the estimation of chlorophyll a and . These results indicated that according to the
extraction method there are variations in the metabolic content of the extracts from B. crassifolia, probably due to
temperature changes in the extraction systems.
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1. Introduccion.
Las actuales investigaciones cientificas  han
comprobado la efectividad de diversos farmacos

obtenidos de fuentes naturales, siendo en algunos casos,
productos lideres en el tratamiento de enfermedades de
alta prevalencia en el mundo, es por ello que los
productos naturales son una importante fuente para la
busqueda de moléculas bioactivas y el desarrollo de
fitomedicamentos[1].

En México existen numerosas especies con usos
medicinales, las familias Anacardiaceae, Apocynaceae,
Asteraceae, Burseraceae, Cactaceae aportan un gran
nimero de ellas[2]. De manera particular, el estado de
Quintana Roo cuenta con una amplia variabilidad
bioldgica[3] y segun reportes etnomedicos, diversas
especies vegetales silvestres son empleadas en la
medicina tradicional[4].

Byrsonima  crassifolia (L)  KUNT  (1822),
(Malpighiaceae) chi (I. maya, Yucatan), nance; es un
arbol perennifolio distribuido ampliamente en el sureste
de México; en la medicina tradicional se describen usos
como astringente, antidiarreico, disenteria y dolor
estomacal[2,5,6,7]; estudios previos indican
propiedades antimicrobianas [ 3, 5, 6, 8 | ,

espasmoliticas[15]. Estudios quimicos han permitido
identificar metabolitos secundarios de tipo polifenodlico,
taninos hidrolizables, flavanoles, proantocianidinas[16].
Estudios basados en la corteza de B. crassifolia han
permitido identificar los siguientes compuestos: acido
5-O-galoilquinico, acido 3-O-galoilquinico, acido 3,4-
di-O-galoilquinico, acido 3,5-di-O-galoilquinico, acido
3.,4,5-tri-O-galoilquinico, (+)-epicatequina-3-galato,
(+)-catequina y (+)-epicatequina[l7]. Estudios en la
fruta ha permitido la identificacion de compuestos
volatiles entre los que se destacan el etanol (28.3%),
etil-hexanoato (25.2%), metil-butirato (2.8%) y los
acidos butandico (5.1%) y hexanoico (5.1%)[18].

Estudios farmacologicos a B. crassifolia ha permitido
identificar efectos benéficos sobre la hiperlipidemia,
hipoinsulinemia y el estrés oxidativo, por lo que se le
identifica como una fuente de moléculas con potencial
accion contra la diabetes[13]. Por otro lado, se reportan
actividades antiinflamatorias[14], efectos a nivel central
al modificar la actividad locomotora, la conducta
exploratoria y la temperatura rectal[11]. Finalmente, se
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reportan un efecto antidepresivo inducido por el
extracto metandlico (500 mg/kg) en el modelo FST
(Forced Swimming Test) y se propone a la quercetina 3-
O-xilosido (12 mg/kg), rutina (4,4 mg/kg), quercetina
(1,4 mgkg) y hesperidina (0,7 mgkg) como
metabolitos secundarios asociados en los efectos
antidepresivos[12]. Bajo este contexto etnomédico,
fitoquimico y farmacoldgico, el presente trabajo tiene
como objetivo documentar la variacion en el contenido
metabdlico a través de la estimacion del contenido de
clorofilas segun el método de extraccion aplicado a
hojas de Byrsonima crassifolia.

2. Parte experimental

Hojas de B. crassifolia fueron colectadas en las
inmediaciones de la ciudad de Felipe Carrillo Puerto,
Quintana Roo en Enero de 2011; se seco (T: 25°C;
Ohaus35®), se moli6 (Ika Works®) y se almacené de
acuerdo a la FHEUM[19]. A partir de material seco y
molido (1 g) asi como el empleo de MeOH como
disolvente (20 ml) se realizaron tres extracciones
consecutivas via Soxhlet (T: 54°C; 7 ciclos),
Percolacion (Q: 1 ml/min; 0.5 cm d.i.), Maceracion (t:
24 h T: 25°C) y Sonicacién (Cole Parmer®; t: 10 min).
Con la finalidad de documentar variaciones en el
contenido metabdlico, extractos crudos (200 mg) y de
material seco y molido de B. crassifolia (1g) se aplico el
método de Hansmann (3 ml acetona 90%; t: 24 h; T:
5°C) para la extraccion de clorofilas[20],
posteriormente se estimé el contenido de clorofilas a
partir de las propuestas de Pearson y Strickland[21] y de
Hager y Betenrath[22]. Los resultados de los procesos
de extraccion y la estimacion de clorofilas son
expresados como el promedio de tres experimentos +
desviacion estindar. Los graficos fueron construidos
mediante el software ORIGIN 10.0. El anélisis
estadistico fue desarrollado por un andlisis de varianza
(ANOVA). Valores de p<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

3. Resultados y discusiéon

Bajo las condiciones experimentales empleadas, la
velocidad de extracciéon es mayor via sonicacién (m:
0.032+0.004; r%: 0.96+0.02) respecto a la extraccién por
maceracion (m: 0.022+0.001; r2: 0.94+0.004), soxhlet
(m: 0.012+0.003; r% 0.84+0.05) y percolacién (m:
0.006+0.001; r2: 0.92+0.02). La extraccién acumulativa
permite identificar que en todos los casos la eficiencia
de extraccion fue superior al 99% (Grafica 1); en este
sentido, se registra un rendimiento neto de 7.29+0.21,
5.7740.2, 4.27+0.16 y 4.24+0.42% de extraccién a
partir de hojas de B. crassifolia via Soxhlet,
Maceracion, Percolacion y Sonicacion, respectivamente
(Grifica 2).
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Grafica 1. Dinamica de extraccion de hojas de B. crassifolia
seglin el método de extraccion empleado. Los resultados son
expresados como el promedio + desviacién estdndar de tres
experimentos (* p<0.05 vs. Soxhlet).
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Grafica 2. Rendimiento de extraccién neto de hojas de B.
crassifolia segin el método empleado. Los resultados son
expresados como el promedio + desviacion estandar de tres
experimentos (* p<0.05 vs. Maceracion).

Por otro lado, mediante la propuesta de Pearson y
Strickland se estima un mejor contenido de clorofila —a
y —b en extractos obtenidos via Maceracion (0.4+0.05 y
0.15+0.01%) respecto a la via Soxhlet (0.2+0.01 y
0.21+0.01%), Percolacion (0.17+0.01 y 0.06+0.005%) y
Sonicacion (0.22+0.03 y 0.06+£0.005%). El empleo de la
ecuaciéon de Hager y Betenrath permite estimar un
contenido de clorofila —a y —-b de (0.4+0.04 y
0.18+0.02%) para Maceracion; (0.34+0.01 'y
0.19+0.01%) en Soxhlet; (0.17+0.001 y 0.09+0.01%)
Percolacion y (0.2+0.03 'y 0.09£0.01%) para
Sonicacion. La extraccion a partir del método de
Hansmann permite una estimacién de 3.57+0.05 y
1.56+0.02% asi como de 3.42+0.04 y 1.81+0.02% para
clorofila -a y -b por ambos métodos, respectivamente
(Grafica 3).
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Grafica 3. Estimacion de clorofila a(Chla ) y 5(Chl b)
presentes en hojas de B. crassifolia estimadas por el método de
Pearson y Strickland (P&S) y Hager y Betenrath (H&B) en
extractos obtenidos por diferentes métodos de extraccion. Los
resultados son expresados como el promedio + desviacion
estandar de tres experimentos (*, p<0.05 vs. Maceracion).

Los métodos de extraccion empleados en
farmacognosia estan ampliamente documentados y sus
procedimientos puede estar en funcién al tamafio de
particula, temperatura, disolvente, tiempo de contacto
material vegetal/disolvente, entre otros factores[23]. Por
otra parte, los metabolitos secundarios contenidos en los
extractos  muestran  diferencias  fisicoquimicas
relacionadas con el proceso de extraccion[24]. Bajo las
condiciones empleadas, la extracciéon consecutiva de
hojas de B. crassifolia y el ajuste a un modelo no linear
indica contrastes en la dindmica de extraccion asi como
en el rendimiento neto de extraccién. Estas diferencias
en los rendimientos obtenidos podrian estar
relacionadas con la aplicacion de energia al sistema de
extraccion. Se ha reportado que la temperatura juega un
papel crucial en la solubilidad, la viscosidad y densidad
de extractos de productos naturales[25]. El incremento
de la temperatura favorece la energia cinética de las
moléculas[26] presentes en el material vegetal asi como
en el disolvente empleado, hecho que podria estar
favoreciendo un aumento en la cantidad y en la
diversidad de los metabolitos secundarios presentes en
los extractos.

La determinacion de clorofilas presentes en un
organismo fotosintético es una medida importante en si
misma al ser un indicador del estado fisiologico de la
especie vegetal[27], de hecho, se reporta que existen
diferentes métodos, procedimientos y modelos
matematicos para la estimacién de clorofilas[28]. Con
la finalidad de contar con una aproximacién a las
potenciales variaciones en el contenido y en la cantidad
de metabolitos secundarios presentes en las diferentes
preparaciones, la estimacién de clorofilas permitid
registrar las modificaciones en la cantidad y en la
relacion clorofila a/b estimada al método de extraccion
empleado. La menor variacién en la estimacion de
clorofilas se registra en la extraccién por maceraciéon
(2.7/1 y 2.2/1), por otro lado, la via soxhlet registra
grandes cambios en la estimacion de clorofilas (0.9/1 y
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1.8/1), hechos que podrian estar relacionado con la
temperatura aplicada al sistema de extraccion.

4. Conclusiones

Factores como la temperatura, el tiempo, disolvente,
método de extraccion, entre otros factores, influyen en
la cantidad y diversidad de metabolitos secundarios
contenidos en los extractos de B. crassifolia. La
estimacion de clorofilas a partir de ecuaciones di- y
tricromaticas permite estimar la variabilidad del
contenido metabolico presente en los extractos
derivados de hojas de B. crassifolia obtenidos por
diferentes métodos de extraccion. Se requieren de
métodos analiticos de mayor sensibilidad para
cuantificar y corroborar las variaciones identificadas y
por otro lado, documentar si existen cambios en la
actividad farmacologia inducida por los extractos.
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