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ABSTRACT

Plants have been used by humans to satisfy basic needs such as food, clothing, health and
housing. They also represent a source of important metabolites to traditional medicine.
Byrsonima crassifolia, is a plant species, that has been used to treat and cure many diseases,
as ailments, nutritional source or combustible material. However, there are not enough
scientific reports about its biological activities, the existing ones focus on agroforestry
management, in contrast, other countries have conducted ethnopharmacological research.

Therefore, it is important to attend the study of its biotechnological potential.

In the present work it was proposed to analyze the antioxidant potential of leaves and bark
of a variety of Byrsonima crassifolia, whose peculiarity is to produce acid fruits. The method of
extraction with solvents assisted with ultrasound, was modified, adding a pressing process to
increase extraction yields. As a result, a method for obtaining antioxidant compounds was
established, with up to 22.55 % yield, compared to the 24-h maceration method, that yields
only 8 % solids. Additionally, it was determined that the optimum time to obtain extracts was

5 and 20 min for leaves and bark, respectively.

In addition, it was determined that the antioxidant activity is not affected by varying the
sonication times (5, 20, 40 and 50 min). The analysis of the antioxidant activity showed that
this activity was concentrated in the ethanolic extract, finding ICso values between 8 and 9
ug/mL over DPPH radical. Such activity is distributed between polar and non-polar compounds.
In addition, total phenol contents of 0.5 mg GAE/mg of ES in leaves and greater than 0.65 in
bark were determined. Quercetin 3-B-O-D-glucopyranoside, isorhamnetin-rutinosyl-glucoside,
rutin, isorhamnetin, and a compound with R¢ values similar to isoquercetin or caffeic acid were

tentatively identified and can be considered as compounds responsible for antioxidant activity.

In this work it was demonstrated that Byrsonima crassifolia, acid variety, presents an
important biotechnological potential, for which it can be used in: research, food production
processes, chemistry and pharmacology because it is recognized as a potential source of

metabolites.



RESUMEN

Las plantas han sido utilizadas por el ser humano para cubrir necesidades bdsicas como la
alimentacion, vestido, salud y vivienda. También representan una fuente de metabolitos
importantes en la medicina tradicional. Byrsonima crassifolia, es una especie vegetal, que en
Meéxico se ha utilizado para tratar y curar numerosos padecimientos, como fuente nutricional
o material combustible. Sin embargo, no hay suficientes reportes cientificos sobre actividades
bioldgicas de la planta, los reportes existentes, se centran en el manejo agroforestal. En otros

paises se ha realizado investigacion etnofarmacoldgica.

En el presente trabajo se planted estudiar el potencial antioxidante de las hojas y la corteza
de una variedad de Byrsonima crassifolia, cuya particularidad es producir frutos acidos. Para
lo cual, se modificé el método de extracciéon con disolventes asistido con ultrasonido,
afiadiendo el proceso de prensado para incrementar los rendimientos de extraccién. A si
mismo, se emplearon 3 disolventes diferentes para una extraccion por agotamiento en
polaridad descendente. Como resultado se obtuvo un rendimiento de 22.55 %, de una
extraccién con etanol, en comparacién con el método de maceracion por 24 h, con el cual sélo
se logro extraer un 8 % de sélidos. Adicionalmente, se determind que el tiempo éptimo de
sonicacién para la obtencidon de estos extractos fue de 5 y 20 min para las hojas y la corteza,
respectivamente. En cuanto a los rendimientos con diclorometano y hexano, fueron menores

al 1.5 %.

El andlisis de la actividad antioxidante de los extractos mostré que la mayor actividad se
concentraba en el extracto etandlico. Por lo cual los estudios posteriores se realizaron
Unicamente en este extracto. La actividad antioxidante no es afectada por variar los tiempos
de sonicacion (5, 20, 40 y 50 min), encontrandose valores de ICso de entre 8 y 9 ug/mL sobre
el radical DPPH. Tal actividad se distribuyd entre compuestos polares y no polares. Ademas, se
determind que el contenido de fenoles totales fue de 0.5 mg GAE/mg de ES de las hojas,
mientras que, en la corteza, se observaron valores mayores a 0.65 mg GAE/mg de ES. Se
identific6 de manera tentativa la quercetina 3-B -O-D-glucopirandsido, la isorhamnetina-

rutinosil-glucdsido, la rutina, la isorhamnetina, y un compuesto con valores de Rt similares a la



isoquercetina o al acido cafeico. Los cuales pueden considerarse como compuestos

responsables de actividad antioxidante.

En este trabajo, se demostrd que Byrsonima crassifolia, variedad acida, presenta potencial
biotecnoldgico, ya que produce compuestos con capacidad antioxidante, por lo cual, puede

ser empleado en la industria de los alimentos, la quimica, farmacéutica, entre otros.
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1. INTRODUCCION

El ser humano a lo largo de su historia ha empleado productos naturales para prevenir y
tratar diversas dolencias y enfermedades. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), el 80 % de la poblacién mundial utiliza remedios tradicionales basados en plantas para
la atencién primaria de su salud (Rates, 2001). Asi mismo, los microorganismos, hongos
macroscépicos y animales, o fracciones de éstos, han sido utilizados para contrarrestar
infecciones, reacciones de inflamacion, para cicatrizar, desinfectar y/o como antisépticos,
entre otros usos (Chin et al., 2006; Dias y Roessner, 2012; Brusotti et al., 2014). Estos
‘depdsitos’ de compuestos naturales o principios bioactivos son la materia prima de una
amplia fuente de conocimiento etnofarmacoldgico, el cual forma parte de la llamada medicina
tradicional. De acuerdo con su definicién, la medicina tradicional no solo trata del
conocimiento sobre las plantas medicinales, sino que, ademas: “comprende la suma total de
las practicas basadas en las teorias, creencias y experiencias, obtenidas por ensayo y error,
propias de diferentes culturas, utilizadas en la prevencién, diagndstico, mejoramiento o
tratamiento de enfermedades fisicas y mentales con el objetivo de mantener la salud” (OMS,

2017).

Los registros etnobotanicos sefialan la importancia de los efectos terapéuticos de las
plantas medicinales o partes de éstas, ya sean hojas, corteza, frutos, flores, raices, semillas,
entre otros, las cuales han sido empleadas de diferentes formas como: frescas o preparadas
en infusiones, en polvo o en decocciones, mediante extracciones con alcohol y como aceites o
balsamos; para el uso o la obtencién de los agentes bioactivos. Para la industria farmacéutica,
el desarrollo de nuevos farmacos es necesario, sin embargo, tal proceso es complejo, lento,
costoso y con un alto indice de incertidumbre en cuanto a su eficacia. Las alternativas quimicas
no han sido completamente exitosas, por lo que se han promovido investigaciones en las
practicas medicinales que han formado base de la mayoria de los primeros medicamentos,
seguido de estudios clinicos, farmacoldgicos y quimicos. Tal enfoque resulta ser eficaz en el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas con potencial con potencial farmacolégico, este
tipo de investigacién se denomina investigacion fitoquimica basada en etnofarmacologia

(Skrovankova et al., 2012).



Ademas de representar una fuente de componentes quimicos (precursores de principios
activos) y sustancias activas con algun efecto farmacoldgico, las plantas, son una fuente
importante de nutrientes como vitaminas y aceites esenciales. También se consideran
importante para la industria de los alimentos o de cosméticos, debido a su composicion de
moléculas antioxidantes y antimicrobianas, colorantes, saborizantes o aromas. En los ultimos
anos, la demanda de productos naturales ha incrementado sobre los productos sintéticos, en
este sentido, las plantas, se han popularizado como un recurso natural para la obtencién de
satisfactores en el area médica o de alimentos (Rozin et al., 2004). Se ha descrito que existen
numerosos beneficios del uso de plantas medicinales sobre la salud, como la prevencion de
enfermedades crénico degenerativas, cardiovasculares o el cancer. Estos beneficios se han
relacionado con la presencia de compuestos antioxidantes presentes en las plantas, que como

sefialan diversos estudios, retrasan la oxidacion de moléculas que provocarian dafio celular.

Rates (2001) menciona que el 80 % de los farmacos derivados de las plantas estdn
relacionados con su objetivo etnofarmacoldgico original (medicamento tradicional). Los
estudios de productos bioactivos implican como primer paso, la obtencién de las plantas,
seguida de procesos de extracciones especificos para un grupo de compuestos que se pretende
estudiar, los cuales pueden ser volatiles o no volatiles. Actualmente, destacan mecanismos
gue asisten las metodologias tradicionales de extraccién como el uso de disolventes, por
ejemplo: la ultrasonicacion, micro-extraccion en fase sélida, extraccidén con fluido supercritico,
entre otros. Estos métodos alternativos de extraccién buscan disminuir la contaminacion y

eficientar el proceso de extraccion (Azuola y Vargas, 2007; Huie, 2002).

Para desarrollar el presente trabajo, se realizdé una modificacién del método de extraccidn
convencional asistido con ultrasonido agregando un proceso de prensado, con la finalidad de
incrementar la eficiencia de extraccion. La fuente vegetal empleada fue Byrsonima crassifolia,
variedad 4cida, una especie perenne cuyos reportes etnofarmacolégicos sefialan su amplio uso
en la medicina tradicional. En México, se han establecido lineas de investigaciones
agroforestales, siendo pocos trabajos logrados en el estudio de actividad biolégica. En paises
de Sudamérica como Brasil, la tendencia es hacia estudios fitoquimicos y farmacoldgicos. En
este contexto, se reconoce la importancia de estudiar el potencial biotecnolégico que puede

presentar Byrsonima crassifolia, variedad acida, como una fuente de productos naturales. Por
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lo cual, el objetivo del presente trabajo fue estudiar la actividad antioxidante de extractos

obtenidos mediante un método de extraccidn asistido por ultrasonido.



2. MARCO TEORICO

2.1 Metabolitos de interés biotecnoldgico

Son llamados metabolitos secundarios aquellos productos intermediarios del metabolismo
de las plantas, cuya funcidn principal no se relaciona directamente con su crecimiento o
desarrollo, es decir, no participan en procesos como la fotosintesis, respiracién, sintesis de
carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos u otros. Este grupo de moléculas tienen un papel muy
importante en la adaptacidn de las plantas a su medio; entre una gran diversidad de funciones
se incluyen: sefalizacidn, cofactores enzimaticos, atrayentes o defensa contra insectos, entre
otros (Bourgaud et al., 2001; Sepulveda et al., 2004; Li et al., 2014; Tiwari y Rana, 2015). El ser
humano ha aprovechado a estos intermediarios secundarios para obtener diferentes
satisfactores. Hoy en dia, ademas de representar fuentes Unicas de farmacos (antibidticos,
antifungicos y antivirales), los metabolitos secundarios también tienen funciones como
aditivos alimentarios y de materiales industriales, como las resinas, gomas, entre otros (Avalos

y Pérez, 2009; Vaishnav y Demain 2011; Lopez-Romero et al., 2016).

Los metabolitos secundarios son caracteristicos de un género, familia e incluso una especie,
es decir, no todas las plantas producen todos los metabolitos estudiados hasta ahora, también
son drgano-tejido especificos. Tales compuestos pueden clasificarse en funcién de su
estructura quimica, su composicidn, su solubilidad en diversos disolventes o la via por la que
se sintetizan. Con base en su estructura quimica, se clasifican en metabolitos nitrogenados y
no nitrogenados (Tabla 1) (Bourgaud et al., 2001; Avalos y Pérez, 2009; Wink, 2010 y Ndam et
al., 2014).



Tabla 1. Metabolitos secundarios en plantas superiores (Modificado de Wink et al., 2010).

TIPO DE METABOLITOS NUMERO*
NITROGENADOS
ALCALOIDES 21000
AMINOACIDOS NO PROTEICOS (NAAS) 700
AMINAS 100
GLUCOSIDOS CIANOGENICOS 60
GLUCOSINOLATOS 100
ALCAMIDAS 150
LECTINAS, PEPTIDOS, POLIPEPTIDOS 2000
NO NITROGENADOS

MONOTERPENOS (C10) 25000
SESQUITERPENOS (C15) 5000
DITERPENOS (C20) 2500
TRITERPENOS, ESTEROIDES, SAPONINAS (C30, C27) 5000
TETRATERPENOS (C40) 500
FLAVONOIDES, TANINOS 5000
FENILPROPANOIDES, LIGNINAS, CUMARINAS, LIGNANOS 2000
POLIACETILENOS, ACIDOS GRASOS, CERAS 1500
POLICETIDOS 750
CARBOHIDRATOS, ACIDOS ORGANICOS 200

A: denota nimero aproximado de estructuras.

2.1.1 Fenoles

Los compuestos fendlicos, fenoles o polifenoles (Figura 1) son sustancias que en su
composicidn estructural contienen un grupo fenol, un anillo aromatico con uno o mas grupos
hidroxilo; también se les conoce como fenoles o fenilpropanoides y son derivados de las vias
de pentosas fosfatos, acido Shiquimico y fenilpropanoides, en plantas. Comprenden un grupo
amplio de moléculas que van desde las mas sencillas como los acidos fendlicos a la de un
polimero complejo de alto peso molecular como pueden ser los taninos y ligninas
(Balasundram et al., 2006). Son de interés debido a sus propiedades antioxidantes, las cuales
dependen de la estructura, en particular del nimero y de las posiciones de los grupos hidroxilo
y de la naturaleza de las sustituciones en los anillos aromaticos (Foti, 2007; Ll et al., 2009). Las
frutas y verduras son las principales fuentes de compuestos fendlicos en la dieta humana;

algunos han sido asociados con actividad antimicrobiana, mientras que otros, como el acido



cafeico han sido reportados como reguladores del crecimiento vegetal o compuestos que

otorgan resistencia contra patégenos (Ovodov, 2010).

HO COOH X ~COOH
HO
HO OH
OH OH

OH O

Acido gélico Acido cafeico Quercetina

Figura 1. Ejemplos de compuestos fendlicos. Se observa que tienen en comun un grupo fenol con uno o mas
grupos hidroxilos.

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos puede atribuirse a los dos factores

siguientes:

1. Su facilidad para ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromdtico a un radical

libre.

2. La posibilidad de deslocalizacién de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo

aromatico.

Por poseer una estructura quimica ideal para captar iones metalicos (principalmente
divalentes, como el hierro (l) y cobre (Il) y, por lo tanto, para inhibir la formacién de radicales
libres a través de reacciones tipo Fenton, actuando como un agente quelante (Rice-Evans,

2001; Shahidi, 2015).

Los flavonoides son un grupo de moléculas perteneciente a la familia de los fenoles, constan
de 15 dtomos de carbono dispuestos en la configuraciéon C6-C3-C6 compartiendo un esqueleto
comun, compuesto por dos radicales fenilos (anillo A y B) ligados a través de un anillo C de
pirano (heterociclico) (Figura 2). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2
al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' (Aherne et al., 2002). En las ultimas décadas, los
flavonoides han resultado de particular interés por las diversas actividades biolégicas que
presentan, por ejemplo: actividad antimicrobiana, antifungica y bactericida. También se ha
demostrado que presentan inhibicidn de la oxidacién de lipoproteinas y que pueden modular

el proceso de carcinogénesis, a través de un efecto antiproliferativo (Martinez et al., 2002).



Figura 2. Estructura basica de los flavonoides. Se muestran los dos radicales fenilos (anillo Ay B) ligados a través
de un anillo C de pirano (heterociclico) y sistema de numeracion (Aherne et al., 2002).

La existencia de oxidantes enddgenos y exdgenos, por un lado, y los sistemas de
neutralizacidon conocidos como antioxidantes naturales, han traido un amplio interés en todas
las disciplinas de investigacion, desde la quimica y la biologia celular hasta las ciencias de la
salud. En este contexto, es relevante el estudio de nuevas fuentes vegetales con potencial

antioxidante.

2.1.2 Terpenos

Los terpenoides son un grupo de hidrocarburos de origen vegetal con formula general
(CsHs)n, asi como sus derivados oxigenados, hidrogenados y deshidrogenados (Figura 3). Son

compuestos de cadena abierta o ciclicos insaturados que tienen uno o mds dobles enlaces.

Todos son solubles en disolvente organico y usualmente insolubles en agua, la mayoria de
ellos son épticamente activos, se oxidan facilmente casi por todos los agentes oxidantes,
generalmente se producen en las plantas superiores y son sustancias volatiles que se les asocia
a la fragancia de las flores. Se presentan ampliamente en las hojas y frutos. Muchos
compuestos terpénicos son de interés comercial debido a su uso como aromas y fragancias en
alimentacion y cosmética. Por otra parte, se ha reportado que los compuestos terpenoides
tienen actividad anticarcinogénica, antiulcerosa, contra la malaria, antimicrobianas, entre

otras (Yadav et al., 2014).

OH

Timol Artemisina

Figura 3. Ejemplos de compuestos terpénicos (Wink, 2010).



2.1.3 Glicosidos

Los glicdsidos son metabolitos secundarios que contienen un compuesto de carbohidrato
unido por un enlace éter a un nucleo no carbohidrato (aglicona) (Figura 4) y generalmente se
le asocia al sabor amargo. Cuando el tejido de la planta estd danado, como por
marchitamiento, congelaciéon, masticacion o pisoteo la aglicona se libera por accidon
enzimatica. Los glicésidos se clasifican de acuerdo con la estructura del constituyente aglicona
(nucleo), los de mayor importancia en la nutricion humana y animal incluyen saponinas,
glucosinolatos, glucdsidos cianogénicos, glucdsidos cardiacos y glicoalcaloides. A estos
compuestos se les han reportado propiedades de regulacion de la actividad cardiaca,

antibiotica, colerética y colagoga, balsdmica, rubefaciente y antirreumatica (Cheeke, 2001).

o (o)

—

OH

Cadena de azucar O

Cardendlido

Figura 4. Ejemplo de un compuesto glucosidado (Wink, 2010).

2.1.4 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos quimicos naturales que contienen al menos un atomo de
nitrégeno bdsico en un anillo heterociclico (Figura 5). Los alcaloides son producidos por una
gran variedad de organismos, incluyendo bacterias, hongos, plantas y animales. El nombre
deriva de la palabra alcalino y se debe a la base que contiene nitrégeno. La mayoria son
incoloros, solidos cristalinos, épticamente activos, levorrotatorios con excepcion de la
cinconina y la laudanosina (Shamsa et al., 2008), se pueden encontrar en hojas, flores, frutos,
semillas, cortezas y raices, pero existen principalmente en plantas con flores (Arango, 2008).
Algunos alcaloides conocidos como la nicotina, la quinina, la cocaina y la morfina, son
reconocidos por sus cualidades tdxicas o medicinales, se les asocia con funciones de defensa,

hormonal y alelopaticas (Sepulveda et al., 2004; Loyola et al., 2004; Amirkia 2014).



Morfina Lupanina

Figura 5. Ejemplo de compuestos de la familia de los alcaloides (Wink, 2010).
2.2 Identificacidn y caracterizacidon de metabolitos de interés biotecnoldgico

Los metabolitos secundarios obtenidos de los extractos de las plantas, se distribuyen como
complejas matrices y en bajas concentraciones. Para recuperarlos, purificarlos e identificarlos,

se requiere de métodos cromatograficos o no cromatograficos.

La cromatografia es un método analitico que permite identificar compuestos mediante su
separacion entre una fase movil y una fase estacionaria. A través de un proceso de adsorcion-
desorcion, las sustancias a separar son atraidas a la fase estacionaria y retenidos mediante
fuerzas intermoleculares lo que provoca un desplazamiento mas lento de las moléculas que
son adsorbidas de aquellas que no lo son, a través de la fase mévil y a lo largo de la fase
estacionaria. Por lo tanto, se puede considerar que una cromatografia permite una distribucion
de compuestos entre la fase movil y la fase estacionaria mediante un equilibrio dindmico entre
las muestras disueltas en la fase movil y las adsorbidas en la fase estacionaria (Pagni, 2003;
Tistaert et al., 2011; Coskun, 2016). Se consideran tres métodos cromatograficos importantes

en la separacion y purificacion de las moléculas quimicas.

e La cromatografia liquida (LC), también llamada cromatografia en columna, se usa para
separar compuestos de baja volatilidad; se puede realizar con un amplio rango de cantidades
de muestra, desde unos pocos microgramos y hasta 10 g o mas. La mayoria de la cromatografia
de liquidos se lleva a cabo bajo condiciones de particion, es decir, que un soluto se divide entre
dos disolventes inmiscibles utilizados para la separacién. En la cromatografia liquida, la fase
estacionaria es un adsorbente sdélido con un recubrimiento liquido, empaquetado en una
columna. Un disolvente de elucidn sirve como fase moévil que se desplaza por efecto de la

gravedad y consiste en un compuesto liquido puro o una solucién de liquidos. La naturaleza de



la fase estacionaria no polar o polar, permite la separacion de compuestos polares o
relativamente no polares respectivamente. Este ultimo mecanismo de separacion se considera
como cromatografia de fase reversa. La gravedad permite el desplazamiento del disolvente de
elucién en direccidén descendente en la columna. La separacion se produce por interacciones
selectivas entre la fase estacionaria y la fase movil. Las polaridades relativas de estas dos fases
determinan el orden en que los compuestos en la muestra se eluyen de la columna (Pagni,
2003; Buszewski y Noga, 2016).

e La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) permite que los analisis se completen
rapidamente con una separacion y sensibilidad superiores en comparacién con otros métodos
de cromatografia liquida. Es una de las técnicas de separacidon analitica mds utilizadas. Se
emplean cantidades pequenas de muestras en el orden de microgramos y se usa a menudo
para el analisis de mezclas, puede usarse para compuestos volatiles y no volatiles. Sin embargo,
debido a su alto costo y exigentes requisitos instrumentales, lo hacen mas accesible para los
laboratorios de quimica organica (Pagni, 2003; Thammana, 2016).

e Cromatografia de gases (GC), también conocida como cromatografia de gases y liquidos
(GLC). Es una cromatografia de particion que permite el analisis cualitativo y cuantitativo de
mezclas organicas volatiles, con una gran capacidad de separar las mezclas complejas, para lo
cual son adsorbidas en la fase estacionaria. Sin embargo, se limita solo a los grupos de
compuestos con un valor alto de presién de vapor que les permite transportarse a lo largo de
la columna GC, también requiere de estandares para identificacion de muestras. La fase
estacionaria es un liquido no volatil con alto punto de ebullicién, el cual reviste el interior de
la columna capilar en forma de pelicula dejando un canal a través del cual se desplaza la fase
movil y moléculas de la muestra. La fase mdvil es un gas inerte, el cual no compite contra la
fase estacionaria por los compuestos que se analizan, simplemente transporta (arrastra) a la
muestra en estado de vapor. En el puerto de inyeccidn la muestra es inyectada, a partir de ahi
se vaporizay es transportada por la fase movil (gas acarreador) y al adherirse en la fase liquida
de acuerdo a la solubilidad de los componentes de la muestra empieza la separacién de las
mismas. La separacion dependerd de la atraccién relativa hacia la fase estacionaria y de su

presién de vapor. A mayor presién de vapor de un compuesto, mayor volatilidad y menor
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punto de ebullicion, mayor tendencia a pasar de la fase liquida a la fase gaseosa mavil (Pagni,

2003).

2.2.1 Cromatografia en capa fina

La Cromatografia en capa fina (TLC), es una técnica de andlisis cualitativo ampliamente
utilizado, simple, econdmico, rapido y eficiente, y solo requiere miligramos de material para
su realizacidon. Permite el analisis de la mayoria de los compuestos organicos sélidos no
volatiles. Es util para determinar el nimero de compuestos en una mezcla y ayuda a establecer

si dos compuestos son idénticos (Pagni, 2003; Tistaert et al., 2011; Coskun, 2016).

La capa fina, refiere a una capa delgada de adsorbente, que sirve como fase estacionaria.
Se encuentra adherida a una superficie plana, la cual puede ser una placa de vidrio, metal o
pldstico. La fase mévil es un disolvente puro o una mezcla de disolventes, cuya composicién
apropiada depende de las polaridades de los compuestos en la mezcla que se esta separando.
El analisis de TLC, empieza cuando una pequefia cantidad de la mezcla que se separard, se
disuelve en un disolvente adecuado y se aplica o mancha sobre el adsorbente cerca de un
extremo de una placa de TLC. Posteriormente, la placa se coloca en una cdmara cerrada, con
el borde mas cercano al punto aplicado sumergido en una capa poco profunda de la fase movil.
El disolvente se eleva a través de la fase estacionaria por accién capilar, parte del proceso
conocido como desarrollo del cromatograma. A medida que el disolvente asciende por la placa,
la muestra se distribuye entre la fase movil y |la fase estacionaria. Cuanto mas estrechamente
se une un compuesto al adsorbente, mas lentamente se mueve en la placa de TLC (Pagni,

2003).
Placas para cromatografia en capa fina

El gel de silice es el adsorbente mas utilizado en una cromatografia en capa fina para los
compuestos organicos. Cuando se realiza la TLC en fase reversa, la silice es modificado, se
remplazan los grupos hidroxilos normalmente unidos a los &tomos de silicio con grupos alcoxi
y con grupos alquilo de cadena larga. La fase estacionaria liquida es no polar y los disolventes
utilizados en TLC de fase inversa son bastante polares, como metanol o acetonitrilo, a menudo

mezclados con agua. Existen placas de gel de silice con respaldo de plastico, un polimero de
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poliéster resistente a los disolventes. También estan disponible placas con un respaldo de
vidrio o aluminio, utiles cuando se requiere calentar la TLC para revelar ciertos compuestos

(Pagni, 2003).

El 6xido de aluminio (alimina), también se puede usar como un adsorbente polar. La
celulosa es menos polar que el gel de silice y la alimina, se utiliza para separar compuestos
altamente polares; solubles en agua, como azucares, aminodcidos y derivados de acidos
nucleicos. La cromatografia en papel es un ejemplo del uso de celulosa como fase estacionaria

(Pagni, 2003).
Técnicas de visualizacion

Los compuestos que emiten color son visibles inmediatamente en las placas de
cromatografia al ser separadas, en cuanto a los compuestos incoloros requieren métodos
indirectos de visualizacidn. Generalmente, se emplea fluorescencia como primer recurso, lo
cual implica el uso de adsorbentes que contienen un indicador fluorescente. El indicador
inorgdnico insoluble hace que la visualizacion sea sencilla. Cuando la salida de una ldmpara
ultravioleta de longitud de onda corta (254 nm) se utiliza para iluminar el lado adsorbente de
la placa en una habitacion oscura o en una caja oscura, la placa emite luz fluorescente y los
compuestos separados aparecen como manchas oscuras en el campo de visualizacidn (Pagni,

2003; Sherma, 2018).

Por otro lado, las placas de TLC de vidrio o aluminio se pueden sumergen brevemente en
soluciones de visualizacién que contienen los reactivos que reaccionan para formar
compuestos coloreados al calentarse o rociar con la solucion de visualizacién. Tres soluciones
comunes de visualizacidn son p-anisaldehido, vainillina y dcido fosfomolibdico. Otra forma de
visualizar compuestos organicos utiliza su absorcion de vapor de yodo (I2). La solucion del
DPPHe, también se ha empleado como agente revelador en placas de silica gel de compuestos

con actividad antioxidante (Pagni, 2003; Sharif y Al-kayali, 2016).
Cuantificacidn en placas de TLC

La cuantificacién en placas de TLC se realiza predominantemente por densitometria, sin
embargo, el analisis de imagen en lugar de densitometria de barrido por hendidura continta

siendo ampliamente reportado cada afo. Las imagenes se pueden generar con un teléfono
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movil o un escaner UV, estacién de lampara UV, camara digital y densitometro. En cuanto al
analisis de la imagen, se puede realizar con Microsoft Paint, Sorbfil TLC Videodensitometer,

UN-SCAN-IT, JustTLC, Image J, TLSee y el software Gimp (Tistaert et al., 2011, Sherma, 2018).

2.3 Técnicas no cromatograficas

Las técnicas no cromatograficas son ensayos de cribado o tamizaje fitoquimico, permiten la
posibilidad del aislamiento e identificacién de diferentes tipos de compuestos, las cuales son

realizados a partir de un extracto total o extracto crudo.
2.3.1 Reconocimiento de alcaloides

Los alcaloides son compuestos bdsicos, contienen nitrégeno en un anillo heterociclico. En
su reconocimiento fitoquimico preliminar las técnicas empleadas son basadas en la capacidad
gue tienen los alcaloides en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y
metales pesados, para formar precipitados con reactivos como el mercurio tetrayoduro de
potasio (de Mayer) y yoduro de bismuto (Dragendorff), estas reacciones se basan en los

siguientes comportamientos:

El yoduro al reaccionar con cloruro mercurico, forma un precipitado rojo de yoduro mercurico:
[HgCly + 21" = 2 CI" + Hgls], soluble en exceso de iones de yoduro con formacién de un anidn
complejo incoloro: [Hglz + I Hgls*]. En esta reaccién se forma el compuesto de color pardo
oxiyoduro mercuri amoniaco, que es soluble en exceso de complejo [Hgls*], generando

intenso color amarillo (Barrera et al., 2014).
2.3.2 Reconocimiento de flavonoides

El ensayo de Shinoda permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal.
El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,
carmelita o rojo, intensos en todos los casos, cuando se les adiciona magnesio seguido de HCI
concentrado. La prueba Shinoda es una prueba para detectar la presencia de flavonas. Si estan

presentes en la muestra de prueba, se reducen a antocianidinas.
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El ensayo de antocianidinas permite identificar en los extractos la existencia en estas
estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. La aparicidon de un color rojo
a marrén en la fase amilica es indicativa de un ensayo positivo. La presencia de estructuras de
tipo polisacarido, que forman un coloide hidrdéfilo de alto indice de masa, que aumenta la

densidad del agua de donde se extrae (Vasquez, 2015).

2.4 Radicales libres

Un radical libre se define como una especie quimica que posee numeros impares de
electrones desapareados (Gonzdalez-Torres, 2000; Venereo, 2002; Schieber y Chandel, 2014).

Los enlaces quimicos pueden deshacerse de dos formas:

e Heterdlisis: cuando ambos electrones de enlace quedan unidos a uno de los fragmentos del

compuesto, formando iones como consecuencia de la ruptura del enlace.

AeeB > A*+:B-

e Homolisis: los electrones que constituyen la unién entre compuestos quedan divididos
simétricamente entre los fragmentos del compuesto, generando las especies conocidas como

radicales.
AeeB > Ae+Be

Por lo tanto, la presencia de electrones desapareados, generalmente le confiere mayor
reactividad a una molécula o a un atomo, por lo cual tienden a captar hidrégenos de otras

moléculas, provocando asi, reacciones en cadena.

2.4.1 Clasificacién y mecanismos de generacion de radicales libres

El origen de los radicales libres es diverso, va desde procesos fisioldgicos intrinsecos del
organismo como el metabolismo de alimentos o la respiracién y también debido a factores
ambientales, los cuales pueden ser la luz o xenobidticos (farmacos, aditivos alimenticios, etc.)
(Lushchak, 2014). Por lo tanto, se pueden considerar fuentes enddgenas y exdgenas para la

formacidn de los radicales libres.

14



Durante el metabolismo celular se genera la adenosina trifosfato (ATP) mediante un
proceso oxidativo, en el cual, ademas de producir agua (H20), durante los pasos intermedios
se originan especies quimicas reducidas derivadas de oxigeno, llamadas también especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Rao et al., 2011). Dependiendo del nimero
de electrones transferidos durante la reaccion enzimatica o no enzimatica, se pueden formar

hasta tres intermediarios (Figura 6) (Rao et al., 2011).

auto-oxidacion

o, ————» 0, ———» H0, » OH > H.0
Enzima CYP450 sOD GSH, Catalasa Radiolisis
le 2e e e

Figura 6. Proceso de formacidn de especies reactivas de oxigeno mediante la reduccion de cuatro pasos de
electrones del oxigeno molecular (Modificado de: Rao et al., 2011).

e lon superdxido (Oze-). Es generado directamente de la autooxidacion del O, durante la
respiracion. Otra alternativa es la produccién enzimatica por xantina oxidasa o el citocromo
P450 en la mitocondria o el citosol. El O,e- es catabolizado por la superéxido dismutasa para
formar H,0,, el cual es considerado la ROS menos reactiva y el que se produce cominmente
en los seres humanos. Sin embargo, es el intermediario a partir del cual se generaran los
siguientes radicales libres hasta su reduccidén via enzimatica a agua, por la catalasa en los
peroxisomas y glutation peroxidasa (tanto en el citosol como en las mitocondrias) (Quintanar
y Calderén, 2009).

e Radical hidroxilo (OH"): es la especie mas reactiva de radicales libres de oxigeno. Causa danos
a las membranas celulares y lipoproteinas a través de oxidaciones lipidicas (lipoperoxidacién).
Este radical se genera a partir de la radidlisis del agua y mediante la reaccidn del H,0; con el

jon Fe**.

Otros radicales libres de oxigeno, pueden ser:

e Oxido nitrico (NO¢), es una molécula quimica producida por diferentes células del cuerpo
(macréfagos, células endoteliales, neuronas, etc.). Esta molécula al combinarse con el

superoéxido forma peroxinitrato (ONOO"), un potente radical libre.
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(Transferencia de electrones
mitocondriales y oxidacidn de la

dopamina)

Oxigeno molecular (O,) — (*0,)Singulete

(NOe) Oxido Nitrico

Radical superéxido (O5)

y

(ONOQ") Peroxinitrito

(SOD)

Perdxido de hidrogeno(H-0,) > Fe**+QH +

(H0 +0,)

(OHe) Hidroxil

A

Dafo tisular

Figura 7. Representacién esquematica de la formacién de radicales libres de oxigeno (Modificado de: Rao et al.,

2011).

e Haluros (clorinas y cloruros), los leucocitos al reaccionar con los superéxidos forman acido

hipocloroso (HOCI), un radical libre citotéxico.

Los radicales se agrupan como derivados de oxigeno, metales de transicion y otros radicales

entre los que se pueden considerar las especies reactivas de nitrégeno (RNS) (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificaciéon de los radicales libres (Fuente: elaboracién propia).

GRUPO NOMBRE RADICAL
DERIVADOS DE OXIGENO lon superdéxido Oye”
Radical hidroxilo *OH
Peroxilo ROQe
Alcoxilo ROe
METALES EN TRANSICION Fierro Fee
Manganeso Mne
Cobalto Coe
Niquel Nie
Cobre Cue
OTROS RADICALES g;cg;:nilementos solos y asociados con SN,(;\'I,CC(I), C, SO,
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2.5 Estrés oxidativo

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mdas estable (O;). Presenta
beneficios positivos y efectos secundarios potencialmente dafiinos para los sistemas biolégicos
(Venereo, 2002; Ung et al., 2017). Su reactividad le permite participar en transferencias de
electrones de alta energia y, por tanto, la generacién de grandes cantidades de ATP a través
de la fosforilacion oxidativa, pero también, debido a reacciones quimicas, por acciones
enzimaticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se pueden producir una serie de
especies quimicas o sustancias prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente reactivos).
Al incrementarse la concentracion de tales moléculas reactivas, con respecto a los compuestos

estabilizantes, se produce el ambiente oxidativo (Quintanar y Calderon, 2009).

El estrés oxidativo o dafio oxidativo se describe como la exposicién de las células a diversas
especies quimicas que rompen el equilibrio entre los factores prooxidantes y los mecanismos
antioxidantes, estos Ultimos encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un
déficit de las defensas o por el incremento exagerado de la produccién de ROS o de RNS
(Birben, 2012; Blanco y Blanco, 2017). Las consecuencias de tales alteraciones en el equilibrio
son el origen de multiples reacciones con otras moléculas presentes en el organismo, sean una
proteina, lipido, ADN o carbohidratos, produciéndose asi dafio celular, con la consiguiente

alteracion de su funcién (Burton et al, 2011; Birben, 2012).

Otra de las implicaciones de los radicales libres es en la oxidacién de los alimentos, lo cual
representa uno de los problemas mds importantes que afectan la calidad e inocuidad
alimentaria. Por ejemplo, la rancidez, un problema de oxidacién que es un fendémeno atribuido
a la formacion de radicales que dan un sabor y aroma caracteristico en productos alimentarios,
provocando consecuentemente el rechazo de los consumidores. Una forma de evitar o de
reducir la oxidacion es la utilizacién de antioxidantes o de procesos que la limiten, por lo que
en la actualidad se propone el desarrollo de peliculas de envasado con propiedades
antioxidantes y/o aditivos que retrasen el proceso de oxidacion (Francoy Moure 2011; Shahidi,

2015).
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2.6 Antioxidantes

Para contrarrestar el efecto de los compuestos oxidantes, el organismo tiene mecanismos
de proteccidn eficaces. Tales compuestos son llamados antioxidantes y pueden ser endégenos
o exdgenos, estos ultimos, naturales, recuperados de los alimentos o sintéticos. Los sistemas
enddgenos, pueden ser enzimaticos, tales antioxidantes con gran afinidad y velocidad de
reaccion para la reduccién parcial de una especie reactiva son: superoxido dismutasa (SOD),
catalasa, glutatiéon peroxidasa (GPx), coenzima Q, acido dihidrolipoico o metalotioneinas

(Blanco y Blanco, 2017).

Los nutrientes con propiedades antioxidantes como las vitaminas E y C son las mas
importantes fuentes exdgenas de compuestos reductores. La principal diferencia entre estas
se debe a sus propiedades de solubilidad. La vitamina C, o acido ascérbico, es soluble y se
encuentra en los medios acuosos intracelular y extracelular. La vitamina E es altamente
lipofilica y se localiza en las membranas y como parte de las lipoproteinas. Los carotenoides
son otro grupo de micronutrientes que actian como protectores contra ROS. Estos pigmentos
organicos son efectivos en la eliminacidon de oxigeno singulete y radicales peroxi. El licopeno
es un carotenoide con actividad antioxidante abundante en los tomates (Blanco y Blanco,

2017).

2.6.1 Clasificacién y mecanismos de accién de los compuestos antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que previenen el dafio celular causado por la oxidacién por
radicales libres, las cuales, una vez formados generan una cadena de reacciones oxidativas. El
compuesto antioxidante reacciona con tales radicales para finalizar la reaccién, eliminar
intermediarios de los radicales libres o inhibir reacciones de oxidacién al oxidarse (Rao et al.,

2011).

Los compuestos antioxidantes pueden clasificarse en dos grandes grupos a partir de su

origen, se pueden considerar antioxidantes sintéticos y naturales (Thorat et al., 2013).

e Los antioxidantes sintéticos, son comunmente utilizados en la industria de los alimentos para

retardar la oxidacidon progresiva de los lipidos. Sin embargo, de todos los antioxidantes
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sintéticos disponibles en el mercado, solo algunos de ellos se han podido emplear en alguna
aplicacidn, dada la necesidad de comprobar la ausencia de toxicidad de sus formas oxidadas y
de sus productos de reaccidon con los constituyentes de la matriz de aplicacion. Algunos de los
antioxidantes sintéticos mas populares son butil-hidroxianisol (BHA, por sus siglas en inglés),
butil-hidroxi tolueno (BHT, por sus siglas en inglés) y ésteres de acido galico como, galato de
propilo (PG, por sus siglas en inglés), entre otros. El BHT es efectivo en retardar la oxidacion en
grasas animales, alimentos bajos en grasa, productos de pescados, en la conservacion de la

parafina, etc. No obstante, es menos efectivo en aceites de origen vegetal.

o Los antioxidantes naturales, en su mayoria son sintetizados por el organismo y otra
gran parte es suplementado a partir de otros recursos naturales. La actividad de tales
compuestos depende en gran medida de sus propiedades fisicoquimicas y sus

mecanismos de accion.

A su vez, los antioxidantes naturales se subclasifican en antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos.

e Los antioxidantes enzimaticos son los Unicos producidos en el cuerpo humano, estos a
pueden ser divididos en antioxidantes primarios y secundarios.

o Los antioxidantes primarios incluyen principalmente a la superdxido dismutasa
(SOD). La SOD cataliza la reduccién del anién superodxido a perdxido de hidrégeno el
radical superdxido y repara los dafios celulares. Ademas, compite contra el dxido
nitrico (NO) por el ion superdxido, impidiendo la formacidn de peroxinitrito. La
Catalasa (CAT), la descompone el H,0, a oxigeno y agua. La GPx, es un grupo de
enzimas dependientes del selenio, se encuentran en el citosol y las mitocondrias.
Cataliza la reduccion de perdxido de hidrogeno utilizando glutation como donador
de hidrégeno y como resultado se produce glutatidon oxidado, el cual es nuevamente
reciclado a su forma reducida por glutatién reductasa y la nicotinamida adenina
dinucledtido (NADPH).

o Los antioxidantes secundarios, incluyen el glutation reductasa y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH). La G6PDH genera NADPH. La glutatiéon reductasa es

requerido para reciclar el glutatién oxidado utilizando NADPH.
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Los antioxidantes reducen la velocidad de oxidacion, como resultado de la combinacién de

los mecanismos que a continuacion se describen:

e Captacion o secuestro de radicales libres (Scavenger), la efectividad de los antioxidantes que
actian bajo este principio, para eliminar los radicales libres, depende de la energia de
disociacion del enlace entre el oxigeno y el hidrogeno fendlico y el potencial de reduccion y
deslocalizacién de los radicales antioxidantes (Figura 8). Se consideran las siguientes formas de
captacion directa de especies reactivas:

o Transferencia simple de electrones (Single electron transfer, SET), el cual consiste en
la transferencia o cesion de un electréon a especies reactivas, lo cual provoca que el
radical libre pierda su condicién de molécula desapareada, con una consecuente
formacion de radical libre del compuesto antioxidante como consecuencia de su
oxidacion. Sin embargo, la forma oxidada del antioxidante tendrd una baja o nula
reactividad hacia su entorno (Thorat et al., 2013).

o Transferencia de atomos de hidrogeno (Hydrogen atom transfer, HAT), el cual implica
la captacién de un radical peroxilo por donacién de dtomos de hidrégeno, generando

un hidroperéxido y un radical antioxidante mas estable quimicamente.

Figura 8. Mecanismos de accidn de los compuestos antioxidantes por transferencia de electrén (SET) e
hidrégeno (HAT) (Fuente: elaboracidn propia).

e Induccidn de la actividad de enzimas antioxidantes.
e Prevencion de la formacion de especies reactivas dependiente de metales, este mecanismo

consiste en la inhibicion de la formacién de especies reactivas a partir de evitar que ciertos
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metales (como el Fe3*y el Cu?*) con capacidad de reduccién del oxigeno y radicales hidroxilos
usando como sustrato el peréxido de hidrégeno (reaccidn de Fenton). Tal inhibicion estad dada
por moléculas con la capacidad de quelacién para unir metales, y asi formar quelatos.

e Prevencion de la formacidn enzimatica de especies reactivas.

2.7 Métodos de andlisis de la actividad antioxidante

Existe una amplia disponibilidad de métodos para medir la actividad antioxidante, las cuales
se basan en la captacion de dtomos de hidrdogeno o la transferencia de electrones desde los
antioxidantes hacia los radicales libres. Aunque la actividad antioxidante reportada con tales
métodos estd asociada con su capacidad de eliminacion contra formas especificas de radicales,
estas pueden ser artificiales y biolégicamente no equivalentes, por lo cual se han criticado al
no reflejar una situacién in vivo. No obstante, los datos de la capacidad de donacién de
electrones o del dtomo de hidrégeno obtenidos mediante estos métodos, proporcionan
informacién importante sobre su potencial antioxidante intrinseco. Estos ensayos
generalmente emplean un sistema quimico que contiene un oxidante (radicales libres), una
sonda oxidable (no necesaria para algunos ensayos) y antioxidantes bajo investigacion.
Dependiendo de las reacciones quimicas involucradas, estos ensayos se pueden dividir en
reacciones de transferencia de &tomos de hidrégeno (HAT) o ensayos basados en reacciones

de transferencia de electrones simples (SET).

La actividad antioxidante medida se expresa como inhibicién contra la oxidacion de la sonda
mediada por radicales libres o equivalentes de un antioxidante de referencia como trolox,
acido ascorbico u otro compuesto. La deteccion de la oxidacidon se puede realizar por
diferentes tecnologias, entre las que destacan la espectrofotometria, fluorometria,
guimioluminiscencia, EPR (resonancia paramagnética de electrones), FTIR (infrarrojo por
transformada de Fourier), RMN (resonancia magnética nuclear), entre otros. Los ensayos

quimicos se resumen en la Tabla 3.

Para efectos del presente trabajo se emplearon dos metodologias de analisis de actividad
antioxidante, ampliamente utilizados en estudios de extractos vegetales, dada su sensibilidad
y reproducibilidad (Zhong y Shahidi, 2015). A continuacién, se detallan las caracteristicas

fundamentales.
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Tabla 3. Clasificacion de los métodos para determinar la actividad antioxidante basados en su

capacidad para captar radicales libres (scavenging) y su potencial redox.

NOMBRE DEL ENSAYO

MECANISMO
DE ACCION

AGENTE
OXIDANTE

SONDA

METODO DE
DETECCION

ENSAYOS BASADOS EN LA CAPTACION DE RADICALES

ORAC

QUIMIOLUMINISCENCIA

CAPTACION DEL DPPHe
CAPTACION DEL ABTSe*

HAT

HAT

SET
SET

Radical peroxil
generado por
AAPH

Peréxido  de
hidrégeno

Radical DPPH
Radical ABTS*

ENSAYOS BASADOS EN EL POTENCIAL REDUCTOR

FRAP
CUPRAC

REDUCCION DE Ag*

REDUCCION DE Au*

CERAC
CHROMAC

SET
SET

SET

SET

SET
SET

Fe3*

Cu2+

Ag*

Au3+

Ce4+

Cro*

Fluoresceina

Luminol

Radical DPPH
Radical ABTS*

Ferriciadina
Neocuproina

Nanoparticula
de plata

Nanoparticula
de oro
Colorante
indigo carmin
Complejo Cr3*

Fluorometria

Fluorometria

Espectrofotometria
o EPR
Espectrofotometria

Espectrofotometria
Espectrofotometria
Plasmén de
resonancia
superficial
Voltamperometria
ciclica

Espectrofotometria

Espectrofotometria

Modificado de Zhong y Shahidi, 2015

2.7.1 Método del DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Es un método basado en que los antioxidantes, o al menos un grupo de ellos, es donador

de hidrégeno. Se considera un ensayo rutinario en el estudio de antioxidantes naturales,

debido a su alta simplicidad y sensibilidad. Se emplea el radical DPPH (DPPHe), un radical libre

de nitrégeno comercial, que acepta el hidrégeno del antioxidante para formar DPPH, de forma

tal que el efecto antioxidante es directamente proporcional al DPPHe reducido. El electrén

transmite el color violeta intenso de la solucion preparada con el radical, la cual absorbe en

metanol a 517 nm. Cuando el DPPHe reacciona en solucién, con el sustrato antioxidante que

puede donar un atomo de hidrégeno, el color violeta cambia al color amarillo o transparente.

La medicion de la transicion de color o pérdida de absorcidn es monitoreada

espectrofotométricamente y es utilizada para cuantificar la actividad antioxidante de la
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muestra de estudio. Los resultados se pueden expresar como coeficiente de inhibicion (ICsp),

% de secuestro del radical y mg /Equivalentes de Trolox o vitamina C (estandares).

_> Ld
O,N No, + AOH O,N NO, + AO

NO, NO,

Figura 9. Reaccién de reduccion del radical DPPH (DPPHe) por antioxidantes. AOH: denota antioxidante, AOe:
denota antioxidante oxidado.

2.7.2 Método del ABTSe™ (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico))

Al igual que el método anterior, el ensayo ABTS supone la reduccién de su radical
correspondiente (ABTSe*) para medir la capacidad antioxidante de los compuestos en
cuestiéon. El ABTSe* es producido horas previas al ensayo de actividad antioxidante, ya sea
mediante una oxidacién que puede ser quimica, enzimatica (didxido de manganeso, persulfato
potasico, radicales peroxilo) o electroquimica. El radical catidnico es un compuesto verde

azulado en buffer de fosfato a pH de 7.4 con una absorcién maxima a 734 nm.

» S SO3zH
+N;:N/N:<NI>/
: ~ } s SOsH
I o +N\>—N/S—{Nj©/ *AOT
\_

HO3S s

HO4S

» s SO3H
+N\ /N%N
HO3S/©[ S}N \\

ABTSs -

Figura 10. Reaccidn de reduccion del radical catidnico ABTS (ABTSe*) por antioxidantes. AOH: denota
antioxidante, AOe: denota antioxidante oxidado.

La monitorizacién de la reduccidon del radical al preparar una mezcla con compuestos
antioxidantes, consiste en medir la pérdida de la absorbancia a 734 nm. Tales mediciones son

comparadas con las obtenidas mediante la oxidacién del Trolox (un andlogo sintético y soluble

23



de la vitamina E) y se expresa en valores de capacidad antioxidante equivalente a Trolox
(TEAC). Este ensayo permite, la medicién para muestras liposolubles e hidrosolubles. La
longitud de onda a la cual se lleva a cabo este ensayo es apta para el estudio de extractos

vegetales, pues tiene la ventaja de que no hay interferencia de color.

2.8 Obtencidn de los compuestos bioactivos

La obtencién de los compuestos con actividad bioldgica requiere de un proceso que incluye,
la recoleccidn de la planta, preparacion de la muestra, seguida de la extraccion, el tamizaje
farmacoldgico, el aislamiento y la caracterizacién del compuesto bioactivo, la evaluacion

toxicolégica y la evaluacion clinica.

La preparacion de la muestra consiste en diferentes pasos como prelavado, secado de
materiales vegetales o liofilizacién y molienda para homogenizar la muestra, casi siempre
mejora la cinética de extraccidn del analito y aumenta el contacto de la superficie de la muestra
con el sistema disolvente. Los extractos, ya sea como compuestos puros o como extractos
estandarizados, representan una oportunidad para el descubrimiento de nuevos farmacos
debido a la gran diversidad de compuestos quimicos que contienen (Sasidharan et al., 2011).
La recuperacion de los extractos representa un paso muy importante dentro del proceso del
descubrimiento de compuestos bioactivos, el cual dependerd de la naturaleza de los

compuestos que se desea obtener, que podrian ser la fraccién volatil y la fraccion no volatil.

Los compuestos volatiles comprenden los aceites esenciales contenidos en una planta, por
lo que se obtienen mediante técnicas de destilacidn, en la que se volatilizan estos principios
por calor, se condensan en frio y se recuperan. Otros métodos empleados pueden ser la
hidrodifusion, el calor y/o la hidrdlisis. Los extractos no volatiles son inestables con la
temperatura, por lo que no se pueden obtener mediante destilacién, sino que se obtienen
mediante diversas técnicas de extraccion, las cuales pueden agruparse en técnicas
convencionales y técnicas no convencionales o nuevas tecnologias de extraccién (Azuola y
Vargas, 2007). Las técnicas convencionales incluyen los métodos de arrastre por vapor,

extraccion por solucion, extraccion por centrifugacion y extraccion en fase sélida.
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2.8.1 Extraccion por disolventes

La extraccidn por disolventes, es uno de los procesos mas efectivo y econdmico para
purificar, concentrar y separar los compuestos de interés, se realiza con disolventes capaces
de arrastrarlos y de separarlos de la muestra. Esta técnica aprovecha la solubilidad de un
compuesto, la cual estd en funciéon de su polaridad. Las sustancias idnicas o polares se
disuelven en disolventes polares, y las no-idnicas, no-polares o lipidicas lo hacen en disolventes
apolares o lipdfilos. La extraccién puede ser soélido—liquido o liquido—liquido en funcién del
estado de la muestra. Se habla de extraccién sélido-liquido o maceracién, cuando se parte de
una muestra sélida, que se pulveriza y a continuacidn, se extraen los analitos mediante un
disolvente en el que sean muy solubles. Suelen ser asistidos con agitacién, temperatura o
ultrasonido para una mayor eficiencia. Por otra parte, en la extraccién liquido-liquido se hace
uso de disolventes inmiscibles para extraer los analitos de una muestra liquida, por ejemplo:
una fase acuosa con un disolvente organico no miscible, ademas, el pH permite conseguir un

mejor rendimiento (Jiménez y Kuhn, 2009).

En ocasiones, basta mezclar la muestra con el disolvente y agitar para lograr la extraccion;
sin embargo, el rendimiento suele ser bajo, pero se puede incrementar con aplicacion de calor,
ya sea mediante el uso de un refrigerante de reflujo que condense y devuelva los vapores del
disolvente y evite pérdidas y explosiones, o bien mediante un aparato de Sohxlet que permita
una percolacién repetida durante horas de la muestra con el disolvente en ebullicidn. La
seleccion de la combinacion de disolventes depende de la naturaleza especifica del compuesto
bioactivo al que se estd dirigiendo. Con disolventes apolares, como el hexano, heptano,
benceno, es posible separar sustancias como hidrocarburos de bajo y gran peso molecular,
productos érgano-halogenados y 6rgano-fosforados, sustancias candbicas, etc. En cuanto a los
disolventes polares mas empleados son el agua y el etanol, y entre los apolares, el hexano,
éter etilico y diclorometano. Estos deben ser de extrema pureza, ya que cuando se decide
concentrar el extracto, las impurezas que pudiesen contener también se concentran e

interfieren las sefiales de la moderna instrumentacion analitica (Sasidharan et al., 2011).

Otras técnicas de extraccién, modernas, incluyen micro-extraccion en fase sdlida,

extracciéon con fluido supercritico, extraccidon de liquido a presién, extraccidn asistida por
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microondas, extraccion en fase sélida o técnicas mediadas por surfactantes y la extraccion por
ultrasonicacion (Jones y Kinghorn, 2006; Bertoli et al., 2011). Tales técnicas tienen numerosas
ventajas, como pueden ser: la reduccién del consumo de disolventes organicos, la degradacién
de la(s) muestra(s), eliminar el requerimiento de limpieza adicional de la muestray las etapas
de concentracion antes del andlisis cromatografico, mejora la eficiencia de extraccion, la

selectividad y la cinética de extraccién (Huie, 2002).

2.8.2 Extraccion asistida por ultrasonido

Los métodos tradicionales de extraccidon requieren prolongados tiempos de residencia,
grandes cantidades de disolvente, y suelen presentar baja selectividad, aunado a esto, los
disolventes representan un riesgo para el ambiente, como residuo, por su toxicidad, su poder
inflamable, entre otros. Actualmente se buscan técnicas que incluyan la disminucién de los
tiempos de extraccion, que reduzcan el consumo de disolventes y energia, prevengan o
disminuyan la contaminacién ambiental y no resulte perjudicial en la obtencién de los
compuestos termolabiles (Azuola y Vargas, 2007; McDonnell y Tiwari, 2017; Ezoddin et al.,
2019). Dentro de las técnicas alternativas propuestas en la literatura se incluye la extraccion

asistida con ultrasonido (UAE, por sus siglas en inglés).

La UAE ha cobrado interés en los ultimos anos, principalmente por su eficiencia, bajo costo,
y por la posibilidad de realizar extracciones a bajas temperaturas, utilizando menores
cantidades de disolvente que los procesos tradicionales (Vinatoru, 2001; Martinez et al., 2011;
McDonnell y Tiwari, 2017; Ezoddin et al., 2019). En esta técnica se utiliza alta potencia y baja
frecuencia para poder separar el soluto de interés de la matriz vegetal. Las ondas sonoras que
se propagan en el medio o disolvente resultan en la alternancia de ciclos de alta y baja presion
gue producen burbujas de cavitacidn. La energia generada a partir del colapso de las burbujas
de cavitacidon proporciona una mayor penetracion del disolvente en el material celular y
mejora la transferencia de masa hacia y desde las interfases (Huie, 2002; Knorr, 2003;

McDonnell y Tiwari, 2017).
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2.9 Ventajas y desventajas de métodos de extraccion de metabolitos

Los procesos de extraccion de metabolitos, estdan intimamente relacionados con la
solubilidad que presentan ante una mezcla de disolventes. Existen numerosas técnicas para la
extracciéon de metabolitos presentes en las plantas, y en general, son necesarios para la
diferenciacidon de los compuestos bioactivos. Durante el proceso de separacién, el disolvente
solubiliza compuestos con polaridad similar (Jones y Kinghorn, 2006). Aungue el material de
estudio y los disolventes, sean los mismos, se ha observado que hay variacidon en los
rendimientos de extraccion cuando el método cambia. Desde este contexto, es relevante la
eleccion del método de extraccion, en cuanto al disolvente, deberd ser seleccionado de
acuerdo a la aplicacidon, pues segin lo mencionado con anterioridad, se recuperaran
compuestos polares usando disolventes polares y compuestos no polares usando disolventes

de la misma naturaleza (Jones y Kinghorn, 2006; Visht y Chaturvedi, 2012).

Los disolventes comunmente utilizados son, el agua, etanol, cloroformo, acetato de etilo,
metanol, hexano, entre otros, cuya combinacion es posible si se requiere mejorar la eficiencia

de la extraccion.

El aumento de interés en los metabolitos de las plantas, ha alentado a los investigadores a
considerar cada vez mds a los métodos novedosos de extraccidon, que permitan tiempos cortos
de recuperacidon de metabolitos, incrementar la eficiencia, la automatizaciéon del método y
reduccion del consumo de disolventes organicos (Rafiee et al., 2011). Estos nuevos métodos
(Tabla 4), o métodos emergentes de extraccién, son un grupo de procedimientos que

comparten objetivos similares (Brusotti et al., 2014), como:

e Extraccion de fitoconstituyentes bioactivos especificos del vegetal.

e Aumentar la selectividad de los métodos analiticos.

e Aumento de la sensibilidad del bioensayo al aumentar la concentracién de compuestos
especificos.

e Extraer los compuestos bioactivos en una forma adecuada para su deteccidn y separacion.
e Proporcionar un método fuerte y reproducible que sea independiente de las variaciones en

la matriz de la muestra.
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de los métodos de extraccion.

METODOS DE EXTRACCION

VENTAJAS

DESVENTAIJAS

CONVENCIONALES

DECOCCION

INFUSION

SOHXLET

MACERACION

HIDRODESTILACION

EMERGENTES

ASISTIDO CON ULTRASONIDO
(UAE)

ASISTIDO CON MICROONDAS
(MAE)

MEDIANTE FLUIDO
SUPERCRITICO

Facil de realizar, no requiere equipos sofisticados.

Requiere periodos cortos de tiempo.

Hay un continuo recambio del disolvente que entra en
contacto con la muestra. El Sohxlet es independiente
de la muestra vegetal.

Método simple, no requiere equipos complejos.

No se emplean disolventes organicos.

Se requiere bajas cantidades de disolventes, tiempo,
temperatura de extraccién y energia. Se obtienen altos
rendimientos.

Requiere bajos tiempos y poco disolvente en la
extraccidon. Mantiene temperaturas constantes.

Requiere cortos tiempos de extraccion, baja cantidades
de disolventes. Se obtienen altos rendimientos.
Permite la separacién de compuestos termolabiles.

No permite la
termolabiles.

recuperacién de compuestos

No es eficiente en tejidos sélidos, dificil penetracién
del disolvente.

Requiere largos tiempos, alta cantidad de disolvente,
elevadas temperaturas y consumo de energia.

Requiere de tiempos prolongados de extraccidn, se
obtienen bajos rendimientos y uso excesivo de
disolventes.

Requiere temperaturas elevadas. Afecta compuestos
termolabiles.

Se obtienen bajos rendimientos en comparacion con
otros métodos emergentes.

Afecta antioxidantes termoldbiles. Se obtienen bajos
rendimientos de compuestos no polares. Requiere
de pasos intermedios de centrifugacién o filtracion.
Es un método muy caro en comparaciéon con los
métodos  convencionales  yequiere  grandes
cantidades de energia.
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2.10 Byrsonima crassifolia

2.10.1 Taxonomia de Byrsonima crassifolia

Byrsonima crassifolia (L.) Kunth es el nombre cientifico del arbol cominmente conocido
como nanche. Debe su nombre al naturalista y botdnico Aleman Carl Sigismund Kunth,
qguien en 1822 determind su clasificaciéon taxondmica. En lo que respecta a Byrsonima
crassifolia (L.) H.B.K., que pudiera ser considerada como una planta diferente a (L.) kunth,
no es asi, las siglas H.B.K Unicamente hacen referencia a Humboldt, Bonpland y Kunth,
quienes estuvieron involucrados en la colecta e identificacién de la planta, por lo que es
importante resaltar que se tratan de la misma especie. Otros nombres, sindnimos
cientificos, con los que se le reconoce son: Byrsonima cumingana Juss.; Byrsonima fendleri
Turcz.; Byrsonima panamensis Beurl.; Byrsonima pulchra Sessé and Moc. ex DC.; Malpighia

crassifolia L.; Malpighia pulchra Sessé and Moc (Kunth, 1822).

Figura 11. Distribucion geografica de Byrsonima crassifolia en América. La zona sombreada en color
naranja, indica la distribucidn geografica del nanche en América latina. Modificado de:
https://webapps.lsa.umich.edu/herbarium/malpigh/index.html).

La especie Byrsonima crassifolia, pertenece al reino Plantae, phylum o divisién

Tracheophyta, clase Magnoliopsida, al orden Malpighiales, y, pertenece a la familia de las
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Malpighiaceaes. De acuerdo con Anderson et al., (2006), la familia Malpighiaceae
comprende aproximadamente 75 géneros y 1300 especies del trépico y subtrdpico
(Martinez et al., 1999; Pozos et al., 2013; Rodrigues, 2016). Alrededor del 80 % de los
géneros y el 90 % de las especies se encuentran en América, el resto hacia el sur de Africa,

la region Indomalaya y Madagascar (Figura 11).

El género Byrsonima, es el segundo mas grande de la familia, comprende 135 especies
descritas hasta la actualidad (Croft y Schaal, 2012). Las poblaciones silvestres habitan desde
el sur de México, Paraguay, Brasil, entre otros paises, algunas de estas plantas crecen en
bosques humedos, pero el género es mas diverso en sabanas y otros tipos de vegetacién

relativamente abiertos (Correa, 2002).

La planta Byrsonima crassifolia, es un arbusto perennifolio (caducifolio en bosques
secos) o arbol pequefio, de crecimiento vertical o torcido que mide de 2 a 3 m, pero en
algunos lugares logran superar incluso los 20 m de altura (Kunth, 1822; Caceres et al., 1993;
Moraes et al., 1994; Bejar et al., 1995; Amarquaye et al., 1994; Rivero-Cruz et al., 2009). El
tallo del arbol tiene una corteza agrietada y verrugosa, de color gris a oscuro (Caceres et al.,
1993). La parte interior tiene surcos de color rosa o rojo y un sabor amargo. La copa del
arbol es amplia e irregular, sus hojas son verdes, brillantes en la parte superior, oscuras y
tomentosas en el envés, son alargadas de 5 a 15 cm de largo por 2 a 7.5 cm de ancho,
elipticas y puntiagudas en el dpice (Kunth, 1822; Caceres et al., 1993; Correa 2002; Duarte,
2011).

Figura 12. Organos vegetales de Byrsonima crassifolia. a) Inflorescencia, b) fruto, nanche en estado
fisioldgico verde y c) nanche en estado fisiolégico maduro, se observa la semilla.
(https://es.wikipedia.org/wiki/Byrsonima_crassifolia#/media/File:Nanche.jpg)

Byrsonima crassifolia produce flores a partir de los cuales se generan los frutos (Correa,

2002). Las numerosas inflorescencias se presentan en racimos, de cinco pétalos
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redondeados, inicialmente son de color amarillo, luego naranja, con margenes crespos y
estambres de color amarillo atenuado (Caceres et al., 1993; Correa, 2002) (Figura 12 a). El
fruto es una drupa cuyo tamafio es variado, puede ser de color amarillo, rojo, naranja o
verde, puede ser dulce, 4cido o a veces amargo (Correa, 2002; Duarte, 2011). Una pulpa
amarilla circunda una semilla que germinard una nueva planta, se considera un endocarpio
dicotiledéneo, lefioso y redondo de testa grisacea, aceitosa y de diferentes tamarios

(Martinez et al., 2006; Raya et al., 2010) (Figura 12 b, c).

La planta Byrsonima crassifolia, produce frutos conocidos con una amplia variedad de
nombres. En México, se nombra tanto al arbol y el fruto de forma popular como nanche;
del ndhuatl Nantzincoyotl que significa fruto acido de las madres o ancianas, denominados
asi cuando se producen por plantas domesticadas mientras que en condiciones silvestres
son conocidas como changunga (Rivero-Cruz et al., 2009; Raya et al., 2010; Roque et al.,
2012). Otros sindnimos comunes del nanche son: nance, nananché, chi' (tzeltal/tzotzil,
Chiapas), nanchi, nanatsin (Guerrero); changungo, enanchi (Michoacan); chi (maya,
Quintana Roo) (Rivero-Cruz et al., 2009). En paises como Cuba a Byrsonima crassifolia se le
llama peralejo, en Peru se llamaindano, en la region del Caribe adopta varios otros nombres
como: changugu, craboo, maricao, peralejo, perdejo, peralejo de sabana, en Brasil se
nombra como murici y en Estados Unidos se denomina como golden spoon o golden cherry

(Almeida et al., 2011; Duarte, 2011).

Diversos autores han sefialado que algunas variaciones como el color del fruto y el
tamafio del mismo, pueden permitir la distincion de Byrsonima crassifolia, como
variedades; en este contexto, cientificos brasilefios han distinguido 5 variedades en funcién
de su color (blanco, rojo, naranja, amarillo y verde) y por su tamafio. No obstante, los
mismos autores reportaron que hasta ese momento no se habian descrito la existencia de

hibridos ni razas (Correa, 2002; Raya et al., 2010; Roque et al., 2012).

Por otro lado, los estudios en México se han concentrado en analizar los frutos y las
hojas. Martinez et al. (2006) realizaron una caracterizacién morfométrica de frutos y
semillas de Byrsonima crassifolia, donde definieron que el porcentaje de pulpa y los °Brix
(solidos solubles totales) en el fruto podrian ser caracteres importantes en la diferenciacién
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dada la gran diversidad de plantas de nanche que existen, esta afirmacién concuerda con lo
reportado por Maldonado-Peralta et al. (2016), quienes sefialan que el color del pericarpio,
los °Brix, y vitamina C se consideraron como pardmetros definitivos para una diferenciacién
en la calidad de los frutos de nanche, especificamente el nanche rojo. Tales observaciones
coincidieron a su vez, con las realizadas por Medina-Torre et al. (2015), que al evaluar la
calidad de los frutos de 41 genotipos diferentes de nanche concluyeron que los factores
determinantes para diferenciarlas hasta en un 80.61 % corresponden a: peso, didmetro,
longitud, tamano de fruto, porcentaje de acido citrico de la pulpa, el pH del jugo del fruto,

los °Brix, y la relacién °Brix/pH de la pulpa.

Figura 13. Parametros considerados para la caracterizacion morfoldgica de las hojas de Byrsonima
crassifolia. LEMYL = longitud del eje mayor del limbo; LEMNL = longitud del eje menor del limbo; A5V =
angulo de la quinta vena; AA = angulo apical; AB = angulo basal; LP = longitud del peciolo; AP = ancho del
peciolo (Tomado de Martinez-Moreno et al., 2010).

Otro recurso importante para la diferenciacién genotipica de Byrsonima crassifolia han
sido las hojas. Martinez et al., (2010) determinaron que caracteristicas como: longitud del
eje menor, indice de redondez, dngulo basal, dngulo de la quinta vena, relacién longitud del
eje mayor del limbo/longitud del eje menor, relacion longitud del eje menor/longitud del

peciolo y relaciéon angulo basal/angulo de la quinta vena, explicaron el 77.8 % de la
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variabilidad total que existia entre las diferentes plantas que fueron colectadas (Figura 13).
En estudios similares Bayuelo-Jiménez et al., (2006) analizaron caracteristicas del fruto, del
arbol y de las hojas para caracterizar los genotipos de la planta, a partir de los cuales,
concluyeron que los sélidos solubles, la acidez titulable y el contenido de proteinas fueron
los factores mas importantes para diferenciar los grupos de estudios, en los cuales lograron

diferenciar 60 genotipos a partir de las tres caracteristicas anteriormente mencionadas.

2.10.2 Distribucién geografica de Byrsonima crassifolia e importancia

econdmica en México

El nanche, es un frutal nativo conocido a nivel local y regional, que como ya se ha descrito
previamente, es potencialmente productivo y genera ingresos econémicos importantes a la
poblacién de las zonas donde prospera. Diversos reportes seiialan que Oaxaca alberga las
especies Byrsonima crassifolia y Malpighia mexicana (SIAP, 2015; Maldonado-Peralta et al.,

2016).

En el 2008, en México, inici6 actividades una asociacién conocida como Red del Nanche,
cuya misién ha sido promover, coordinar, apoyar y realizar actividades dirigidas al
conocimiento del fruto nanche, su conservacidn y uso sustentable para beneficio de la
sociedad (snics, 2017-2018). Atendiendo lineas de accién de acuerdo al Segundo Plan de
Accion Mundial para los Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura de la
FAO. Destaca dentro de estas lineas, la promocién y desarrollo de la comercializacién de
todas las variedades, principalmente las variedades de los agricultores/variedades nativas

y especies subutilizadas.

En México, existen plantaciones de nanche en huertos semi-comerciales, los cuales
comprenden sistemas de produccién riego-semitemporal. En 2015, se reporté una
superficie sembrada de 1 317.2 hectareas, con una produccién de 6 223.68 toneladas lo que
significd un valor econémico de 27 814.42 millones de pesos. El Servicio de Informacion y

Estadistica Agroalimentaria y Pesquera reporta que los estados de Campeche, Chiapas,
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Guerrero, Jalisco, Michoacdn, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Veracruz y Yucatan son los

principales productores de este fruto (Figura 14, SIAP 2015).

Figura 14. Estados (en verde) productores de nanche (Byrsonima crassifolia) en la Republica Mexicana. De
produccion ciclicas y perennes en la republica mexicana, a través de sistema de riego o temporal (SIAP,
http://infosiap.siap.gob.mx/aagricola_siap/icultivo/index.jsp, 2014).

En el resto de las entidades federativas como Tamaulipas, San Luis Potosi, Quintana Roo,
Chiapas, Puebla y México existen cultivos etnobotanicos y dreas de recoleccidon (Nova
Genera et Species Plantarum 1822, Martinez et al., 2013; Pozos et al., 2013 y Albiter et al.,
2014). En cuanto a Oaxaca, SIAP reporté en el 2014 un valor de produccién de 14 139 321.5
millones de pesos, por parte de los distritos de Cafiada, Costa, Huajuapan de Ledn, Istmo,
Sierra Juarez, Tuxtepec y Valles Centrales. En el caso de Tuxtepec el valor de produccion

corresponde a 5 165 342.23 millones de pesos (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de rentabilidad de la produccién total agricola ($ 14 139 321.50) del nanche
(Byrsonima crassifolia) por municipio (millones de pesos) en el estado de Oaxaca. En el municipio de
Tuxtepec, y zonas aledafas se reconoce la variedad dulce de nanche como el fruto con mayor distribucion
para su consumo. (http://infosiap.siap.gob.mx/aagricola_siap/icultivo/index.jsp; comunicacién personal,
2018).

2.10.3 Usos de Byrsonima crassifolia

La especie Byrsonima crassifolia es un recurso bioldgico importante, la planta se ha
empleado, como: fuente de combustible, curtiente, fuente de colorantes, elemento
reforestador u ornamental, un componente en sistemas agrosilvopastoril, como fuente de

alimentos y recursos medicinales (Albiter et al., 2014 y Roque et al., 2012).

El fruto que produce se consume en estado maduro y fresco o se procesan para generar
diferentes derivados alimenticios como son: jaleas, mermeladas, almibares, jugos, néctares,
cremas, paletas, nieves, refrescos, atoles, dulces, gelatinas, pasteles y bebidas alcohélicas
(Pozos et al., 2013). De entre las variedades de nanche, la changunga (frutos silvestres) es
la preferida para elaborar nieves, paletas, atole o licores. Los frutos contienen vitaminas A
y C, y se ha reportado que ciertas variedades, superan en cantidad de acido ascérbico a

otros frutos como la fresa, la mandarina y la guayaba (Raya et al., 2010).
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2.10.4 Propiedades biolégicas de Byrsonima crassifolia

Actualmente, Byrsonima crassifolia resulta ser de gran interés cientifico, esto se debe a
la gran diversidad de actividades bioldgicas que se le atribuyen. Se le ha relacionado con el
alivio de diversas enfermedades, dolencias o padecimientos, como demostraron los
estudios etnofarmacoldégicos dirigidos por diferentes investigadores. Katiyar (1979),
describié que, en Panama3, los nativos empleaban a Byrsonima crassifolia para aliviar la

colitis, evitar la piorrea y como remedio diurético.

Caceres (1990), Bejar y Malon (1993), Amarquaye et al., (1994) y Geiss et al., (1995)
realizaron una descripcién puntual acerca de los usos de la corteza, en el cual, ha sido
reportado como el material vegetal mas frecuentemente usado. En paises como México y
Guatemala, se ha usado para el alivio de la diarrea, también se le asocia como remedio para
otros desdrdenes del tracto gastrointestinal como el empacho, la estomatitis, la disenteria
e indigestidn (Caceres et al.,1993; BIBLIOTECA DIGITAL de la Medicina Tradicional Mexicana
[BDMTM], 2009-2018). Asi mismo, la infusidn, que resulta de la decoccion de la corteza ha
sido importante en el alivio de infecciones de las vias urinarias, uterinas y vaginales, se
empleaba para la induccién del ciclo menstrual y el parto (Bejar y Malone 1993; Amarquaye
et al., 1994). En algunas regiones de Belice se empleaba para tratar mordeduras de
serpientes, las decocciones de las ramas se usaron para apretar los dientes flojos y la
maceracion de las mismas para la pesca (Geiss et al.,, 1995; Navarro et al., 1996; Maldini et

al., 2009).

Otros reportes en la etnomedicina describen el uso de la corteza y hojas para el
tratamiento de infecciones de la piel; enfermedades bacterianas y micéticas, para el
tratamiento de lesiones cutaneas, Ulceras, granos y otras heridas, en Guyana se aplicaba la
corteza machacada sobre la lesién para inducir la cicatrizacion (Caceres et al., 1991;
Amarquaye et al., 1994; Geiss et al., 1995; Navarro et al., 1996; Martinez et al., 1999). Por
otra parte; las decocciones de hojas o maceraciones han sido empleadas para aliviar la tos,
resfriados y fiebre (Martinez et al., 1999; Rezende y Fragas, 2003). La semilla de los frutos

para aliviar la disenteria, segun lo reportado por Bejar y Malone (1993).
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De acuerdo con la revisidn realizada, se determind que hasta el 2003, se reportaron
estudios cientificos que asociaron a Byrsonima crassifolia con actividades bactericida,
antimicdticas, espasmogénicas, como antiprotozoarios, antiinflamatorias, antivirales entre

otros.

2.10.4.1 Actividad antimicrobiana

Caceres et al., (1991) reportaron la inhibicidon del crecimiento de enterobacterias del
género Salmonella y Shigella usando extractos crudos macerados en hojas y corteza de
Byrsonima crassifolia, y en estudios posteriores determinaron que el mejor disolvente para
obtener metabolitos con actividad antimicrobiana era el etanol, en comparacién con el
hexano, donde se determind la actividad antifungica contra Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis y Trichophyton rybrum. Por otra parte, los ensayos con extractos de
corteza etandlico y de acetona, revelaron actividad contra las siguientes especies de
Cdndida: albicans, krusei, paropsilosis y stellatoidea, cuyo crecimiento fue inhibido
completamente. Las actividades antifungica y antibacteriana, se han asociado con
compuestos como proantocianidina y proantocianidina galato, ambos flavonoles (Martinez
et al., 1999). Por otro lado, diversos autores afirmaron que extractos de corteza, son
capaces de contener el crecimiento microbiano in vitro, entre ellos: dermatofitos y
enteropatogenos (Amarquaye et al.,, 1994; Caceres et al., 1991; Martinez et al.,, 1999).
También se ha reportado actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli a partir de extracciones de raices con acetato de etilo (Martinez et al., 1999).
A partir de estudios similares, Rivero-Cruz et al., (2009) reportaron en extractos de corteza
con diclorometano (DCM) una concentracién minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en
inglés) de 63 mg/mL sobre S. aureus, tales resultados fueron obtenidos a través de ensayos
de microdilucion. También, se han reportado actividades antimicrobianas al realizar
estudios del aceite esencial de hojas de Byrsonima crassifolia. Por otra parte, a través de
una evaluacidn por el método de difusién en agar contra B. cereus y S. aureus, se determind

actividad bacteriostatica, con una MIC de 20 mg/mL (Vazquez et al., 2013).
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3. ANTECEDENTES DE Byrsonima crassifolia

3.1 Actividad antioxidante

El nimero de trabajos publicados en relacién a la actividad antioxidante de Byrsonima
crassifolia es relativamente pequeno (Almeida et al, 2011; Gutiérrez y Flores, 2014,
Mariutti et al., 2014; de Souza et al., 2017). Por ejemplo, Almeida et al., (2011), reportaron
un contenido de acido ascorbico de 11.8 mg/100 g en peso fresco de extracto en frutas,
1.02 mg/100g de antocianinas totales y 159.9+5.6 mg GAE/100 g. En cuanto a la capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) y vitamina C (VCEAC) determinados mediante los
métodos del DPPHe y del ABTS** se obtuvieron: 6.46 uM/g, 295.12 mg/100 gy 15.73 uM/g,
235.94 mg/100 g, respectivamente. Ademas, determinaron que el contenido de fenoles
hallado en su estudio mostrd una correlacién positiva con la capacidad antioxidante. Por
otra parte, Pompeu et al.,, (2012) evaluaron la capacidad antioxidante (Capacidad de
Absorcién de Radicales de Oxigeno-ORAC y Folin-Ciocalteu-fendlicos totales) para extractos
etandlicos (65:35; v/v; etanol:agua) de hojas de Byrsonima crassifolia, en estos ensayos se
determinaron altos valores de ORAC: 1.422 mmol de Trolox equivalente por g de hoja seca
y 35.93 mg de acido galico equivalente a 1 g hoja seca, los valores ORAC no presentaron
una correlacion con los fenoles totales, lo que sugiere la presencia de otros compuestos
dado el valor de la actividad antioxidante. En este mismo contexto, Olivera de Souza et al.
(2017) reportaron valores de ICsp de 1.82 y 1.51 mg QE/g en extractos purificados y en
extractos fraccionados, respectivamente, ademds determinaron que, a concentraciones,
tales como 1.2 pg/mL, pueden prevenir aproximadamente el 40% de la peroxidacion lipidica

en células irradiadas con UVB (20 mJ/cm?).

3.2 Otras actividades bioldgicas

Como se ha descrito previamente, Byrsonima crassifolia ya habia sido asociado con
actividad cicatrizante, y fueron Gutiérrez y Ramirez (2013) quienes reportaron formalmente
tal actividad bioldgica, en extractos hexanicos obtenidos por maceracidn de frutos secos

con semillas. Por su parte, a la corteza, mediante una extraccién secuencial con éter de

38



petréleo, cloroformo y metanol se le determind actividad farmacolégica antiinflamatoria
tépica, la cual se le relaciond con compuestos del tipo de polifenoles, triterpenos,

esteroides y glicolipidos (Maldini et al., 2009).

Por otro lado, Gutiérrez y Flores (2014) reportaron que ratas diabéticas inducidas por
streptozotocina (ratas-STZ), tratadas con extractos de Byrsonima crassifolia como
suplemento alimenticio mostraron mejora significativa con respecto al control diabético.
Observaron que la administracion del extracto de hexano (200 y 400 mg/kg) mostré una
reduccidn significativa en la glucosa sérica (de 349.7 mg/dL a 99.8 mg/dL), disminuyeron el
nivel de glucosa y se restablecieron al nivel de control (90.6 mg/dL). En cuanto a las
determinaciones de los niveles de colesterol total y triglicéridos de las ratas diabéticas,
estos presentaron un incremento significativo, volviendo a los niveles de las ratas sanas
control y el colesterol HDL, una lipoproteina amigable, disminuyd en los grupos diabéticos
con respecto al control. Tales parametros se reestablecieron a valores similares a los de las
ratas control después de 28 dias de suplementos del extracto de hexano de semillas de
Byrsonima crassifolia. Y finalmente describieron que los extractos disminuyeron la cantidad
de células beta con actividad liberadora de insulina en comparacidn con las ratas intactas.
Sin embargo, el tratamiento del extracto de semilla (200 y 400 mg/kg) aumento las células

beta activas en comparacién con el control diabético.

Con tales hallazgos se demostrd que la semilla de Byrsonima crassifolia tiene un efecto
beneficioso para la diabetes a través de la disminucidn de la glucosa en sangre y los niveles
de lipidos aumentando el indice de sensibilidad y el contenido de insulina, regulando la

actividad de las enzimas antioxidantes y disminuyendo la peroxidaciéon de los lipidos.

3.3 Fitoquimica de Byrsonima crassifolia

La composiciéon quimica heterogénea de Byrsonima crassifolia ha sido sefialada por
varios informes. Se han aislado triterpenos (B-amirina, B-amirenona, la friedelina, el acido
acetil-oleandlico, 3-o-acetil-lupeol, la gloquidona y esteroles (B-sitosterol), otra serie de
compuestos asociados a espasmogénesis como ursenaldehido, betulina, acido betulinico,

quercetina e hiperina; a partir de corteza, ésteres aromaticos, triterpenos (como a-amirina,
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acido oleandlico y acido ursélico), aminodcidos, flavonoides, quercetina, isoquercetina,
guercetina-3-arabinosil, acido gélico, saponinas (Bejar et al., 1993; Bejar et al., 1995),
taninos y una nueva serie de glicolipidos a partir de los extractos metandlicos de las hojas
(Amarquaye et al., 1994 ). También se ha logrado el aislamiento de proantocianidinas de la
corteza (Geiss et al., 1995). Por otro lado, un estudio fitoquimico preliminar mostré en el
extracto de acetato de etilo de las raices la presencia de flavonoides, saponinas y glucésidos

(Martinez et al., 1999).

Mas tarde, Rezende y Fraga (2003), revelaron en un estudio de extractos de fruta
mediante cromatografia de gases de alta resolucién acoplado a olfatometria, la presencia
de butanoato de etilo, hexanoato de etilo, octenol, acido butirico, acido hexanoico y alcohol
feniletilico. La composicion principal de la pulpa resulto ser de ésteres, de etilo, metilo y
feniletilo; acidos carboxilicos, terpenoides, &-lactonas y otros compuestos azufrados. El
analisis de semillas reveld aromas relacionados a compuestos como &acidos linoleicos,

oleico, estedrico y palmitico.

Las plantas de Byrsonima crassifolia, se distribuyen ampliamente en la regién del
Papaloapan, el SIAP, sefala que cada produccién anual del fruto genera un impacto
econémico importante. Sin embargo, tal beneficio social Unicamente es de temporada, y la
principal forma de consumo del fruto es en fresco. Desde luego, se generan otros productos
derivados del procesamiento de los mismos, como pueden ser helados, conservas, bebidas
alcohdlicas, entre otros. Un hecho importante que se ha verificado durante el desarrollo del
presente trabajo es, que el fruto de mayor demanda es el nanche dulce, preferido por el

consumidor.

Sin embargo, en la regién del Papaloapan, es bien conocido la existencia del frutal de
nanche con un caracteristico sabor acido, el cual, de acuerdo con informacién recabada por
comunicacion personal puede considerarse una especie o variedad infrautilizada. No
obstante, es importante resaltar que la subutilizacion no compete Unicamente al
aprovechamiento del fruto, sino que también a las hojas, pues la Unica utilidad dada a esta
planta es como combustible. En cuanto a las hojas, la subutilizacién no solo es exclusivo
para la variedad con sabor acido, sucede también con el nanche dulce, pues segun la
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informacion bibliografica revisada, la tendencia actual en el estudio de Byrsonima crassifolia

es en el fruto y el pais con mayor nimero de estudios cientificos encontrados es Brasil.

De acuerdo con el contexto anterior, y aunque México alberga una importante
comunidad de variedades de especies de Byrsonima crassifolia, no se realizan un mayor
numero de estudios de actividad bioldgica en las diferentes plantas. Por lo cual, en el
presente estudio, se realizé un analisis de actividad antioxidante sobre las hojas y la corteza
de una planta de nanche cuyo sabor en el fruto es acido, con la finalidad de encontrar un

valor agregado a una especie de planta infravalorada.
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4. JUSTIFICACION

El nanche (Byrsonima crassifolia) es un arbol perenne, caracteristico de la zona sur-
sureste de México. Los frutos de sabor dulce son muy apreciados por la poblacién para su
consumo como fruta, ademas, las hojas y la corteza se les atribuye, ademas, propiedades
medicinales. Sin embargo, los arboles que producen frutos con sabor acido son utilizado,

principalmente, como sombra y como lefia.

Estudios preliminares del grupo de trabajo del Laboratorio de Biotecnologia Agricola y
Transferencia de Tecnologia, de la Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec,
mostraron que la planta presentaba actividad antioxidante. Dado que estos arboles se
consideran una especie subutilizada resulta interesante estudiar su potencial
biotecnoldgico, como fuente de metabolitos con actividad antioxidante. Actualmente, se
considera que los estudios de Biotecnologia agroindustrial deben demostrar factibilidad
econdémica vy viabilidad cientifico-técnica en la produccion de nuevos productos
alimenticios, industriales o de uso agricola. Por lo que en este trabajo se planteé como
objetivo, el estudio de la actividad antioxidante de las hojas y la corteza de Byrsonima

crassifolia, variedad acida.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la actividad antioxidante de extractos de Byrsonima crassifolia, variedad
acida.
5.2 Objetivos particulares

Optimizar el proceso de extraccién con disolvente, asistido por ultrasonido de
compuestos con actividad antioxidante a partir de las hojas y la corteza de Byrsonima

crassifolia, variedad acida.

Determinar la actividad antioxidante de extractos de las hojas y la corteza de Byrsonima

crassifolia, variedad acida, empleando los ensayos del DPPHe y ABTSe*,

Determinar cualitativamente las familias de compuestos con actividad antioxidante y
alcaloides de los extractos de las hojas y la corteza obtenidos de Byrsonima crassifolia,

variedad acida.
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6. MATERIALES Y METODOS

| Recoleccion del material vegetal |
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Figura 16. Diagrama general de la estrategia experimental para el desarrollo de la presente investigacion.

6.1 Obtencidn del material vegetal

El presente estudio se realizé empleando hojas y corteza de la especie Byrsonima
crassifolia, variedad dacida (la planta produce frutos agrios de color amarillo). Estas partes
de la planta fueron recolectadas directamente del arbol, en el mes de agosto del afio 2017

en una poblacién natural de Byrsonima crassifolia, variedad acida, ubicada en la Colonia

44



Universidad,Tuxtepec Oax. (18.014247, -96.166400), se recuperd el material vegetal sanoy

libre de patégenos.

Las hojas y corteza se secaron mediante aire forzado con un flujo de aire de 0.0103 m3/s
por aproximadamente 48 h a 3312 °C, posteriormente se sometieron a moliendas en una
licuadora Black and Decker hasta obtener harina. Para homogenizar el tamafio de particula,
la harina se tamizé usando una criba de 8 poros/cm. El material fue almacenado en bolsas

de polipapel a temperatura ambiente hasta su uso posterior.

6.2 Reactivos

Los disolventes, grado técnico, empleados en el presente trabajo experimental, fueron:
acetato de etilo (MEYER, reactivos, México), acetona (MEYER, reactivos, México), acido
acético glacial (MEYER, reactivos, México), acido formico (J. T. Baker, México), cloroformo
(MEYER, reactivos, México), diclorometano (MEYER, reactivos, México), etanol (GOLDEN
BELL, reactivos, México), hexano (MEYER, reactivos, México) y metanol (GOLDEN BELL,
reactivos, México). En cuanto a los reactivos, estos se adquirieron en diferentes casas
comerciales: radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) (SIGMA-ALDRICH, MO, USA),
acido ascérbico (SIGMA ALDRICH, MO, USA), acido galico (BIO BASIC, Ontario, CANADA ),
Atropina (BAYER, México), cafeina, Na.COs, sal de diamonio ABTS (2,2'-Azino-bis (3-
ethilbenzothiazolin-6-sulfonic acid)) (SIGMA-ALDRICH, MO, USA), solucion de Folin-
Ciocalteu (MEYER, reactivos, México), Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) (SIGMA-ALDRICH, MO, USA), Tween 80 (SIGMA-ALDRICH, MO, USA) y verde

de Bromocresol (MEYER, reactivos, México).

6.3 Procesos de extraccion

6.3.1 Maceracion

Se realizd una extraccién por maceracién durante 24 h a temperatura ambiente, para lo

cual se puso en contacto la harina obtenida a partir de las hojas o de la corteza con etanol
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al 95 % en una proporcion 1:4. Se filtré6 con papel filtro de tamafo de poro fino y se

determiné el porcentaje de extraccion, considerando la siguiente ecuacién:

) __ peso del extracto obtenido

Rendimiento (% * 100 (Ec. 1)

peso del bagazo

Se establecid la extraccidon por maceracion con etanol, para cotejar la viabilidad de una
extraccién asistida con ultrasonido y prensado para mejorar los rendimientos de

recuperacion de sélidos.
6.3.2 Extraccion sélido-liquido asistida por ultrasonido y prensado (UPAE)

El proceso de extraccion se realizé con tres diferentes disolventes. Los disolventes
empleados fueron etanol al 95 %, diclorometano y hexano en una proporcion 1:4 p/v

(harina-disolvente).

La mezcla de extraccion se colocd en un bafio ultrasénico (marca BAKU, mod. BK-3550,
Ultrasonic Cleaner) a una potencia de 50 W a diferentes tiempos (5, 20, 40 y 50 min), por
triplicado. Después de la primera extraccidén, se recuperd la fraccion liquida extraida
mediante un prensado empleando una jeringa de vidrio de 50 mL y un filtro de tamafo de
porosidad fina. El material retenido, bagazo, se llevd hasta sequedad a peso constante y a
continuacion se le agregé el siguiente disolvente para repetir el proceso de obtencion de la
nueva fraccién liquida. Se usé como control de extraccion la maceracion de 24 h
previamente descrita. Para concentrar el extracto se realizdé una destilacion simple, se
secaron y se determind el rendimiento de sélidos extraidos (Ec. 1). Las gomas obtenidas se

almacenaron protegiéndolas de la luz a 4 °C (Figura 17).
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Figura 17. Proceso de extraccion del material vegetal de Byrsonima crassifolia, variedad acida. ExtEtOH:
extracto etandlico; ExtDCM: extracto de diclorometano; ExtHEX: extracto hexanico.

6.3.3 Extraccion liquido-liquido y separacién por TLC

Se disolvio el extracto etandlico en metanol a una concentracién de 10 mg/mL y esta
solucién se mezclé en una relacion 1:1 con hexano para llevar a cabo la extraccién y
separacion liquido-liquido de compuestos polares y no polares. Se recuperaron las
fracciones de metanol y hexano. Las cromatografias se realizaron en placas de
cromatografia (Silica gel 60 F254, MERCKMILLIPORE) de 2.5 x 4 cm en un ambiente
semihermético empleando un sistema acetona-metanol-etanol-agua (1:2:1:2) como fase
movil. Después de correr las placas se observaron en luz visible y en UV a 365 nm (UVLS-24
EL series UV Lamp), posteriormente se asperjaron con una soluciéon del DPPHe
(autobiografias) y nuevamente se observaron en las condiciones de iluminacidn anteriores.
Se fotografiaron las placas en cada una de las condiciones para su posterior analisis de

imagen.
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6.4 Andlisis digital de placas cromatograficas

Se establecieron regiones de analisis en las fotografias de las placas cromatograficas y
con el software Imagel 1.51k (Sherma, 2018) se generd un area de analisis que se utilizd

para medir las intensidades de todas las regiones en todas las placas.

6.5 Determinacion cualitativa de actividad antioxidante

6.5.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

En espacios de 0.5 x 0.5 mm en una placa de TLC de 2.5 x 4 cm se inyectaron
concentraciones conocidas de acido ascorbico, un potente antioxidante natural conocido,
como referencia, y de extractos de las hojas y la corteza, obtenidos por sonicacién a
diferentes tiempos. Las concentraciones conocidas de acido ascérbico se utilizaron para
realizar una curva estandar. A continuacién, se asperjaron con solucion metandlica del
DPPHe. Se fotografiaron las placas y las fotografias de las mismas fueron analizadas con el
software Imagel 1.51k, a partir de los valores de densidad dptica obtenidos se establecieron
mediciones semicuantitativas equivalentes a dcido ascérbico, al demostrar condiciones de

actividad antioxidante.
6.5.2 Ensayo del DPPHe

La actividad antioxidante para la cinética de tiempo de sonicacion, se determiné usando
el radical libre DPPH modificado de Brand-Williams et al., 1995. Se prepararon soluciones
de trabajo del extracto etandlico conTween 80. La disminucidon de la absorbancia se
determind a 517 nm, durante lecturas continuas cada 5 min, iniciando desde 0 hasta 30

min. Se empled acido ascdrbico 5.67 mM como control positivo.
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6.6 Determinacion cuantitativa de la actividad antioxidante

6.6.1 Ensayo del DPPHe

Se determind la concentracion inhibitoria 50 (ICso) del extracto sobre el radical DPPH
mediante el método modificado de Brand-Williams et al, (1995) para determinar
parametros cinéticos (Sanchez-Moreno et al., 1998). Para lo cual, se prepard una solucién
del DPPHe en metanol, ajustado a una absorbancia de 0.7 en 517 nm (espectrofotdmetro
marca GENESYS modelo 10S UV-VIS), en tubos de microcentrifuga se mezclaron la solucién
del DPPHe y diferentes concentraciones de los extractos disuelto en Tween 80, los cuales
fueron leidos en 517 nm a los 0 (t0) y 30 min de reaccidn. Los valores de absorbancia
obtenidos a partir de diferentes concentraciones se usaron para calcular el parametro ICsg,
que refleja la cantidad de antioxidante necesaria para reducir en un 50% la concentracién
inicial del DPPHe, a través de un analisis de regresién lineal simple, previa determinacién

del porcentaje de inhibicion.

6.6.2 Ensayo del ABTSe*

Se preparé una solucion de buffer salino de fosfato (PBS) con agua destilada, se ajusté a
un pH de 7.4 con NaOH 1N. Para determinar la capacidad antioxidante de los extractos
etandlicos de las hojas y la corteza con 5y 20 min de tratamiento de la UPAE, se empled el
radical acido 2,2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS*), el cual se prepardé auna
concentracion de 2 mM en PBS. El radical ABTS* se produjo mediante la mezcla de 10 mL de
la solucion ABTS 2 mM y 40 uL de solucién reductora de K»S,0s. Se mantuvo a temperatura
ambiente en oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS* se diluyé con la
solucién de PBS hasta alcanzar una absorbancia de 0.8, en una longitud de onda de 734 nm.
Este valor se consideré como blanco. Para realizar el ensayo, en un tubo limpio se agregaron
990 pL del ABTSe+y 10 uL de los extractos, con dos concentraciones diferentes. Se mezclé
y se dejo incubando durante 6 min a temperatura ambiente. Se realizd una curva de Trolox,
para lo cual se prepararon concentraciones de 0 a 2.5 mM. Los resultados se reportan como

actividad antioxidante equivalente a Trolox (mM E a Trolox/mg de ES).
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6.7 Fitoguimica Preliminar

6.7.1 Determinacién de flavonoides por TLC

Se resuspendieron 10 mg del extracto etandlico en 1 mL de metanol, para obtener una
reextraccion metandlica (ExtMetOH), se completd la disociacidn del extracto llevando los
tubos de reaccion a bafio maria a 60 °C (Wagner y Bladt, 1996). La disolucién obtenida se
centrifugd con el fin de recuperar los flavonoides de naturaleza lipofilica e hidrofilica. Se
almacend a 4 °C para uso posterior. A partir de ExtMetOH se preparararon placas de TLC
empleando la fase mdvil acetato de etilo-acido férmico-acido acético glacial-agua

(100:11:11:26), planteada en este trabajo.

6.7.2 Determinacién de alcaloides mediante reactivo de Draguendorff

Se disolvié 10 mg del extracto etandlico en 1 mL de metanol y se acidificé con HCI, verificé
la acidez con papel tornasol. Posteriormente se adicioné gota a gota reactivo de
Draguendorff, hasta la aparicién de un precipitado naranja, lo cual se considerd una prueba

positiva. Se empled cafeina como control positivo.

6.8 Fitoquimica cuantitativa

6.8.1 Cuantificacion de fenoles totales (Folin-Ciocalteu)

Se determino el contenido de fenoles totales de acuerdo a Rios de Souza et al., (2012).
A 0.2 mL de extracto disuelto en etanol se le agregd 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, al
10 % (v/v) y 0.8 mL de Na,COs al 20 % (p/v). La mezcla se incubd a temperatura ambiente
durante 2 h. Se midio la absorbancia de la mezcla de reaccién de los extractos a 750 nm, se
empled una solucién de acido galico como blanco. Los resultados fueron expresados como

mg equivalente de acido gélico por mg de extracto seco (mg GAE/mg de ES).
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6.8.2 Cuantificacion de alcaloides totales

La cuantificacién se realizé de acuerdo al método reportado por Shamsa et al. (2008),
con algunas modificaciones. A una solucion de extracto de 10 mg/mL, se le adicionaron
volumenes iguales de buffer de fosfato, se agregd, ademads, una soluciéon de verde de
bromocresol y 0.2 mL de CHCIs, posteriormente se mezclaron en un tubo de ensaye. La fase
cloroférmica se separd para ser combinada con las extracciones subsecuentes. Se
agregaron 2, 3 y 4 volumenes CHCl; y se aforé a un volumen de 2 mL con CHCls. La
absorbancia del extracto y del estandar se leyd a 420 nm (espectrofotémetro marca
GENESYS modelo 10S UV-VIS). Para la curva de calibracién se preparé una solucién stock
(0.1 mg/mL) de atropina y a partir de ella se obtuvieron diferentes concentraciones (2, 4, 6,
8, 10 y 12 pg/mL) para la cuantificacion de alcaloides totales, la cual se expresé como mg
equivalentes de atropina/g de extracto seco. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado en dos réplicas.

6.7 Andlisis estadisticos

Se realizaron ANOVAS de una sola via, los valores medios se sometieron a una prueba de

Tukey usando el software Minitab® 17.1.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracteristicas fisicas de 6rganos de Byrsonima crassifolia, variedad acida

El material bioldgico usado para desarrollar el presente trabajo de investigacion, fueron
hojas y corteza de Byrsonima crassifolia, con frutos caracteristicos de sabor acido. Pero, al
compararlo con la anatomia de las hojas de Byrsonima crassifolia, con frutos caracteristicos
de sabor dulce, no se encontraron diferencias aparentes. También se observé que el
momento de produccion del fruto, la morfologia floristica era similares. Sin embargo, cabe
mencionar, que los arboles eran de diferentes tamarios, al igual que sus frutos y la ubicacion
geografica de las plantas. Por lo cual, se considera necesario realizar estudios mas

profundos, que permitan evidenciar las diferencias.

Figura 18. Hojas de Byrsonima crassifolia, variedad acida. a) Muestra el haz de la hoja y b) el envés. El
tamafio maximo de la hoja es de aproximadamente 19 cm.

En las Figuras 18 y 19 se muestran las imagenes de partes de las plantas fotografiadas
para su ficha de identificacidon en el laboratorio de Biotecnologia Agricola y Transferencia
de Tecnologia. Cabe sefialar que ademas de la fuente de obtencién del material vegetal en

este estudio, se localizaron varios ejemplares mas, en ubicaciones geograficas distintas.
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Figura 19. Fruto e inflorescencia de Byrsonima crassifolia, variedad acida. a) Se observa una drupa con un
tamafio de aproximadamente 2 cm, las inflorescencias se observan en un color rojo intenso.

7.2 Harina de las hojas y la corteza de Byrsonima crassifolia, variedad acida

Para todos los ensayos realizados, se procesaron un aproximado de 700 g de harina a
partir de las hojas y aproximadamente. 200 g de harina a partir de la corteza. En la Figura 20
se muestran cada una de las harinas. La diferencia mds notable entre ambos materiales fue:
el color, debido al contenido de clorofila en el caso de las hojas, y la cantidad de fibra en el
caso de la corteza. No se realizaron estudios de quimico proximal al no ser el objetivo de

esta tesis.

Figura 20. Harina de hojas (a y corteza (b de Byrsonima crassifolia, variedad acida. Se muestra una harina de
color verde para las hojas y café para la harina de corteza.
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7.3 Comparacién de la extraccién asistida por ultrasonido y prensado con la
extraccidon por maceracion

Trabajos exploratorios previos, del grupo de investigacion de Biotecnologia Agricola y
Transferencia de Tecnologia, de la Universidad del Papaloapan, campus Tuxtepec,
demostraron que, extractos obtenidos del nanche acido presentaron actividad
antioxidante. Tales extractos, fueron obtenidos a partir de una extraccién por agotamiento
(Parra-Reyes et al., 2017), lo que implica el uso de disolventes de polaridad creciente, los
cuales permiten fraccionar los compuestos afines a los disolventes empleados (Maldini et
al., 2011; Espada-Dominguez et al., 2016; Nakamura et al., 2017). Debido a que en este
estudio se buscé confirmar los resultados previos y mejorar el rendimiento de extraccion,
la estrategia que se establecid fue, usar un disolvente de mayor polaridad, etanol, seguido

de diclorometano y finalmente hexano (Extraccién por agotamiento inverso).

Adicionalmente, como sefialan diferentes autores, el rendimiento de una extraccién con
disolventes se puede incrementar al asistir esta, con ultrasonido, la cual es una técnica ya
ampliamente utilizada en los procesos de laboratorio (Robles y Ochoa, 2012; Da Porto et
al., 2013; Cui et al., 2014; Lopez et al., 2016; Safdar et al., 2016;). Por otro lado, recientes
investigaciones abordan el efecto de la potencia (100 y 400 W) y tiempos de ultrasonido (5,
10 y 20 min) sobre la produccién de compuestos con actividad antioxidante, tras la
sonicacién (Ogutu y Mu, 2016). Sin embargo, en la presente tesis, se trabajé con una
potencia de 50 W y tiempos similares (5, 20, 40 y 50 min). Tras los tratamientos, incluso con
mayor tiempo no se observé un incremento de actividad antioxidante tiempo-dependiente,
por lo que los resultados parecen demostrar que, a esta potencia de ultrasonido y a estos

tiempos, se realiza Unicamente extraccion.

Por otro lado, aunque la estrategia de extraccién asistida con ultrasonido es similar en
muchos reportes, no existe un protocolo Unico, y este debe variar dependiendo de las
caracteristicas de la planta y los compuestos a extraer (Da Porto et al., 2013; Lopez et al.,
2016). En este sentido, se probd un rango de tiempos de ultrasonido, de acuerdo a la
literatura, como una propuesta viable para obtener el mejor rendimiento (Al-Juhaimi et al.,

2017, Maran et al., 2017). Aunado a el proceso de extraccion con disolventes asistido por
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ultrasonido, se incorpord a la estrategia de extraccién el prensado, con el fin de mejorar el
rendimiento. El método empleado se definiéd como: Extraccion con Disolventes Asistido por

Ultrasonido y Prensado (UPAE, por sus siglas en inglés) (Roldan-Sabino et al., 2018).

Los resultados de los rendimientos de extraccidn asistida por ultrasonido y prensado se
muestran en la Tabla 5. En el extracto de la fraccién etandlica, el rendimiento fue
significativamente mayor (p<0.05) que, en las otras dos, es decir, que en las extracciones
con diclorometano y hexano. El rendimiento de las fracciones de diclorometano y hexano
no muestra diferencias entre si. Con respecto al tipo de drgano de Byrsonima crassifolia, es
decir, las hojas y la corteza, el rendimiento fue significativamente mayor (p<0.05) en las
hojas al compararlo con la corteza, usando etanol y diclorometano. Para los solidos
obtenidos con hexano no se encontraron diferencias significativas entre los extractos de las

hojas y la corteza (Tabla 6).

Tabla 5. Rendimientos de las extracciones etandlicas (% sélidos + DS), empleando los
métodos de la UPAE con diferentes tiempos y maceracion por 24 h.
Fuentes de extraccion

Método de extraccion

Hojas Corteza
Maceracién 24 h 8.16 £0.1°¢ 7.99 £0.3¢
UPAE (ultrasonido, min)
5 23.28 +3.6° 19.34+1.0°
20 2430+ 2.4° 21.44 +1.8%
40 24.48 £5.4° 2196+1.4°
50 23.42 £3.9° 22.20+1.9°

Letras diferentes indican medias significativamente diferentes con una n=6 y p<0.05 usando ANOVA de una sola via.

Tabla 6. Rendimientos de las extracciones con diclorometano y hexano (% sélidos), de las
hojas y la corteza de Byrsonima crassifolia, variedad acida, empleando el método de la
UPAE.

UPAE Diclorometano Hexano

(U : .

. . Hojas' Corteza' Hojas Corteza

ultrasonido, min)

5 1.36+0.5° 0.33+0.1° 0.72 £ 0.3* 0.60 +0.4"
20 1.46 +0.4° 0.25+0.7° 0.74 £ 0.5* 0.65+0.5"
40 0.97 £0.2° 0.27 +0.1° 0.72 £ 0.4* 0.62+0.4"
50 1.1+0.5° 0.23+0.1° 0.66 +0.3* 0.55 + 0.4

TDenota diferencias significativas entre las fuentes de obtencidn de extractos mediante el método de UPAE. n=6 y p<0.05 usando ANOVA

de una sola via.
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La eficiencia de extracciéon con el método de UPAE se compard contra el método de
extraccion por maceracién con etanol por 24 h (Figura 21), el cual fue el disolvente mas

eficaz para extraer sélidos (Tabla 5, 6).

Mediante el método de maceracion etandlica por 24 h, se obtuvieron rendimientos
promedio de extraccién de sélidos, de 8.16 + 0.14 % y 7.99 + 0.34 % para las hojas y la
corteza, respectivamente. Mediante el método de UPAE, para el extracto etandlico se
obtuvieron rendimientos promedio de 20 % tanto de las hojas como de la corteza (Tabla 5).
Se observd, ademas, que con 5y 20 min de sonicacion existen diferencias significativas
entre los sélidos obtenidos de las hojas y de la corteza (Figura 21). Adicionalmente, se
establecid que a los 5 min de asistencia con ultrasonido se alcanza el porcentaje maximo de
extracciéon de sdélidos en las hojas, mientras que, en la corteza este porcentaje maximo se

alcanza hasta los 20 min de sonicacion (Figura 21).

Los resultados aqui mostrados, indican que la sonicacién por tiempos prolongados (en
hojas, mayores a 5 min y en corteza, mayores a 20 min) ya no contribuyen
significativamente a los rendimientos de recuperacién de sdlidos, ni de los compuestos
totales con actividad antioxidante. Al-Juhaimi et al., (2016) reportaron que, con un tiempo
de sonicacién de 32 min, con etanol a 33 % y 38 °C, se logra el mejor resultado en la

extraccion de fenoles totales.
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Figura 21. Eficiencia de la extraccion aplicando diferentes tiempos de sonicacion asistida y prensado
(método UPAE) o maceracion usando etanol. Se muestran los rendimientos obtenidos mediante la
extraccidn por maceracidn y la extraccién UPAE con diferentes tiempos de ultrasonido. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05). n=6, usando ANOVA de una sola via.

A partir de la extraccion asistida con ultrasonido y prensado, se logré obtener un
rendimiento total de sélidos en las hojas de 23.9 % con respecto al material vegetal inicial,
este rendimiento es 2.9 veces mayor que cuando el extracto de las hojas es obtenido por
maceracion convencional. En la corteza, se obtiene 21.2 % de rendimiento, este resultado
es 2.6 veces mayor al que se obtiene por maceracion convencional. Los rendimientos de
ambas fuentes de extraccion superan la relacién de rendimientos entre la recuperacion por
sonicacion y las maceraciones convencionales, obtenidos por otros autores en extracciones
similares (Lopez et al., 2016; Cui et al., 2014; Safdar et al., 2016; Da Porto et al., 2013). Se
observo la misma situacion al comparar los resultados obtenidos por Maldini et al., (2011),
quienes reportaron una extraccion por agotamiento doble por tres dias empleando éter de
petrdleo, cloroformo y metanol, donde los rendimientos de extracciones obtenidas, fueron
de 2.24, 0.5 y 22.06 g a partir de 174 g de harina de corteza de Byrsonima crassifolia
empleando 1 L de cada disolvente. Usando una mayor cantidad de disolvente y tiempo de
extraccién, el método de UPAE supero la extraccidon de los autores anteriores, obteniendo
un rendimiento promedio de 21.2 % en comparacion al 12.6 %. Aun resta por determinar

cudl de los dos factores, ultrasonicacidn o prensado, tienen un papel clave en la
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recuperacion de los metabolitos. Pues, autores como Ldpez et al., (2016), adicional al
ultrasonido han incorporarado al proceso de extraccion, un aumento de temperatura hasta
60 °C, lo que, de acuerdo a los autores pudo haber aumentado sus rendimientos de
extraccién. Por su parte, Oliveira de Souza et al, (2017) mejoraron la extraccién de
polifenoles empleando una temperatura de 60 °C y aumentando el numero de
reextracciones. Tales factores han atribuido al incremento en los rendimientos extractivos

de compuestos.

En el presente trabajo se prefirid optar por la extraccién a temperatura ambiente y un
solo ciclo de extraccidn sin descartar la posibilidad de cambiar estas condiciones y evaluar

por separado, el mecanismo de prensado.

7.4 Actividad antioxidante y concentracién inhibitoria 50

7.4.1 Actividad antioxidante preliminar por TLC

En la literatura se reportan una serie de diferentes metodologias para determinar la
actividad antioxidante. El ensayo de secuestro de radicales libres con DPPH, es comUnmente
empleado para tal determinacidn, ya sea para materiales sintéticos o naturales, debido a su

simplicidad, eficiencia, rapidez y reproducibilidad.

En este trabajo de investigacion se utilizd una nueva estrategia para la determinacion
preliminar semicuantitativa de la actividad antioxidante, con la cual, empleando
concentraciones y volimenes determinados, tanto de un extracto como la de un compuesto
antioxidante conocido, en una placa de cromatografia fina (TLC, por sus siglas en inglés). Se
obtuvo una correlacién lineal a partir de una curva de acido ascdrbico, a partir del cual, se
generd un andlisis preliminar semicuantitativo de la actividad antioxidante en extractos de
hoja y corteza de Byrsonima crassifolia, variedad acida. Se demostré que los sélidos
extraidos con etanol presentaban capacidad antioxidante independientemente del tiempo
de extraccion con asistencia de ultrasonicacion (Figura 22, b). A través de una serie de
“Spots”, con concentraciones diferentes de acido ascérbico, se obtuvieron valores de

intensidad 6ptica mediante un analisis de imagen por densitometria con el software Image)
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(Figura 22 a), los cuales, al graficarlos, permitieron realizar una regresion lineal simple para
calcular los valores equivalentes a la actividad antioxidante de 4cido ascérbico,
correspondientes a las muestras problemas (ANEXO |, Figura a). Asi, ademas de contemplar
de forma inmediata una posible actividad antioxidante de los extractos mediante
autobiografia (Sharif y Al-kayali, 2016), se logré obtener un valor numérico que se relaciona

con compuestos ya conocidos por su actividad (Figura 22 c).

a)
b)
Hojas Corteza
c) Valores relativos a acido ascérbico (ug)
t ultrasonido (min) Hoja  D.E. Corteza D.E.
5 1.82  +0.3 1.62 0.2
20 1.72  £0.2 1.62 0.2
40 1.82 £0.2 1.52 +0.2
50 1.72  +£0.2 1.52 0.1

Figura 22. Determinacion semicuantitativa de la actividad antioxidante preliminar (densitometria). a)
Curva de calibracién con acido ascérbico, b) prueba de spots para la actividad antioxidante, de extractos de
las hojas y la corteza de la UPAE. c) Valores relativos a acido ascorbico. Letras diferentes indican diferencias

significativas (n=4 y p<0.05 con un ANOVA de una sola via).

En el ensayo convencional de medicién de la actividad antioxidante se mide (a 517 nm) el
cambio de coloracion purpura/morado a amarillo (reduccién del DPPHe), de una solucion
metandlica o etandlica, en presencia o ausencia del compuesto en evaluacion. De los
posibles inconvenientes son la necesidad de un espectrofotémetro, y en comparacién con
el método de “Spots” propuesto para este trabajo, una mayor cantidad de disolvente, pues

de acuerdo con Sharma y Bath (2009), para preparar 1 mLde solucién de lectura se requiere
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la misma cantidad de disolvente, lo que al final de un estudio robusto y enfocado al analisis
de una elevada cantidad de diferentes muestras requeririan elevados voliumenes de
soluciéon, como se ha venido mencionando. Por otro lado, se encuentra la necesidad de
cubrir la demanda de cubetas (celdas para lecturas UV) de pldstico, y aunado al gasto de
disolventes, se presentan los inconvenientes de procesos secundarios para su recuperacion
y reutilizacion o los procesos de desecho a destino final, lo cual conlleva a generar fuentes
de contaminacion.

Dentro de las ventajas de la propuesta de medicién de actividad antioxidante en “Spots”
sobre placas de TLC, se destaca el poco tiempo requerido para llevar a cabo el ensayo, no
se requiere de un equipo altamente especial y se emplea un software de licencia gratuita,

lo cual la convierte en una opcién viable de ensayo de bioactividad.

7.4.2 Determinacion de la ICsg

Generalmente, se usa el agua como disolvente para compuestos inorganicos y etanol
para compuestos organicos, porque este alcohol absorbe muy débilmente a la mayoria de
las longitudes de onda (Litter et al., 2009). Sin embargo, se ha descrito en la literatura que
las células Hela, la linea RAW 264.7 y los leucocitos, a concentraciones del 5 % y superiores

de etanol, este compromete la viabilidad celular (Timm et al., 2013).

Con el objetivo de proponer una solucién disgregante, diferente a un disolvente
organico, como el etanol o metanol, se montd un ensayo de evaluacién de actividad
antioxidante sobre el Tween 80, y usarlo como agente disgregante. Para evaluar si éste,
tenia o no un efecto reductor sobre el radical DPPH, que pudiera interferir en las muestras
de estudio, se planted un ensayo con diferentes concentraciones del detergente como se
observa en la Figura 23. Se determind que el intervalo de absorcidon de las concentraciones
de Tween 80 propuestas, se mantiene en 1.1 de valor de densidad éptica, en comparacién
al efecto provocado por el acido ascdrbico, que se usé como control positivo de actividad
antioxidante en este ensayo, y cuyo valor de densidad dptica estd por debajo de 0.5. Por lo
tanto, este estudio permitié determinar que el agente disgregante, Tween 80, no afecta

significativamente el comportamiento antioxidante de los extractos de Byrsonima
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crassifolia, variedad acida, durante el ensayo del DPPHe, cuyos valores de densidad dptica
aparecen por debajo de 0.6. Ademds, se demostrd que a concentracionesde 0.5,1,2,y3%
de Tween 80 no tienen efecto de toxicidad, ademds es una sustancia que tiene aplicacion

en el drea de alimentos (Guerra-Ramirez et al., 2013).
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Figura 23. Efecto de la concentracion del Tween 80 sobre la absorbancia a 517 nm. Se muestran las curvas
correspondientes a cada uno de los porcentajes de Tween 80 estudiados (en verde, no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas, (n=6 y p<0.05, con un ANOVA de una sola via), en amarillo el
control positivo correspondiente a Acido ascérbico (A Asc) y en azul el control negativo (solucién metandlica
del DPPHe).

Se compard la actividad antioxidante entre los extractos etandlicos de diferentes
tiempos en el método de UPAE, usando 3% de Tween 80 como control negativo y acido
ascorbico (A Asc) como control positivo como se muestran en las Figuras 24, 25. El control
negativo (radical DPPH) no generd color a lo largo del tiempo, en comparacion con el acido
ascorbico que presenta una caida en la absorbancia desde valores de densidad optica de

~1.3 hasta menos de 0.5.
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Figura 24. Determinacion espectrofotométrica de la actividad antioxidante aparente por el método de
Brand-Williams et al., 1995 de extractos etandlicos de la UPAE de hojas de Byrsonima crassifolia, variedad
acida. Se muestran los controles, de Acido ascérbico (positivo, A Asc) y solucién metandlica del DPPHe
(negativo), en azul se observan las muestras de la UPAE a diferentes tiempos de sonicacion, las cuales no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (n=6 y p<0.05, ANOVA de una sola via).
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Figura 25. Determinacion espectrofotométrica de la actividad antioxidante aparente por el método de
Brand-Williams et al., 1995 de extractos etandlicos de la UPAE de corteza de Byrsonima crassifolia,
variedad acida. Se muestran los controles de Acido ascérbico (positivo, A Asc) y solucién metandlica del
DPPHe (negativo), en azul se observan las muestras de la UPAE a diferentes tiempos de sonicacion, las
cuales no presentaron diferencias estadisticamente significativas (n=6 y p<0.05, ANOVA de una sola via).
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Los extractos obtenidos mediante la UPAE en las hojas, por 20, 40 y 50 min, tienen el
mismo comportamiento en las caidas de absorbancia que el 4cido ascérbico y no muestran
diferencias significativas entre ellos. Por su parte, el extracto obtenido mediante asistencia
con ultrasonido por 5 min, alcanza el mismo patréon de reaccidn a partir de los 10 min de
incubacién con el DPPHe. En cuanto a los extractos etandlicos obtenidos de la corteza, los
extractos con los 4 tiempos de sonicacidn muestran el mismo patrén de absorbancia a lo
largo de los 30 min de reaccién, y alcanzan a igualar el potencial del acido ascérbico para
captar radicales libres hasta los 15 minutos de incubacién (Figura 9). Se calculé el porcentaje
de inhibicidn del radical PPH (Ec. 2), para cada una de las concentraciones de los extractos,
propuestas para generar una curva dosis respuesta. A continuacién, para obtener la
concentracion media necesaria de extracto para inhibir el 50 % de este (ICsp), para cada
tiempo de sonicacién, tanto para las hojas como para la corteza, se calculd a partir de

regresiones lineales simples (Ec. 3).

Abs de la soluciéon del DPPHe—AbS¢30 min

AN (O4) —
Inhibicion ( /0) Abs de la solucién del DPPHe (Ec. 2)
ICso = =2 (Ec. 3)

Se encontré que existe diferencia significativa entre el material bioldgico, es decir, entre
las hojas y la corteza. Fueron mas potentes los extractos de hoja, ya que se requiere menor
concentracion del extracto para reducir el 50 % del DPPHe. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los distintos tiempos de ultrasonido evaluados (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de inhibicidn y concentracién inhibitoria 50 (ICso) sobre el radical DPPH,
de los extractos etandlicos de las hojas y la corteza a diferentes tiempos de ultrasonicacion

Hojas Corteza

Método de extraccidn
Inhibicion max (%) 1Cso (Mg/mL) Inhibicion max (%)  1Cso (Hg/mL)

Maceracién 24 h 65.74 £ 0.27 7.7 £0.4% 67.99 + 0.06 0.0073 + 0.002*
UPAE (ultrasonido, min)
5 64.25 +2.59 8.3+0.1° 63.90 +2.58 11.5+0.3°
20 64.20+2.47 7.6 £0.5° 63.54 +3.63 10.9+0.3°
40 63.55+3.50 8.7+0.6° 63.91+2.25 10.6 +0.3°
50 64.73 £ 2.60 8.7+0.8° 62.04+2.71 13.5+0.3°

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n=6 y p<0.05, ANOVA de una sola via. Max=maximo

63



70.0

60.0
__50.0
X
c 40.0
0 .
9
2 30.0 e Yhoja = 5-5026x + 4.5795
= R | R? = 0.9743
— 20.
0.0 Yeortess = 5:0523X + 1.7017
2 _
10.0 R*=0.9953
0.0 . T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
Extracto, [ug/mL]
® Hoja, 5 min B Corteza,20 min  cccceeeee Lineal (Hoja, 5 min) Lineal (Corteza, 20 min)

Figura 26. Efecto de la concentracion de extractos de las hojas y la corteza de Byrsonima crassifolia, variedad
acida, sobre el porcentaje de inhibicion del radical DPPH. En azul se observa el analisis de datos por regresion
lineal del porcentaje de inhibicion del extracto de las hojas de la UPAE con 5 min de ultrasonicacion, en marrén
el extracto de corteza con 20 min. Se observan también las ecuaciones obtenidas mediante Excel® 2016,
Microsoft office®. Se evaluaron una n=6 y p<0.05, mediante ANOVA de una sola via.

En la Tabla 8 se observan los porcentajes de inhibicién correspondiente a los extractos
con diclorometano a diferentes tiempos de sonicacién. Empleando una concentracién
maxima de extracto de 20 mg/mL, éstos no alcanzaron a reducir el 50 % del radical DPPH,
por lo que no fue posible calcular la ICse. Sin embargo, en el caso de las hojas, se determiné
estadisticamente que aplicar tiempos de 5 y 20 min de sonicacién permite obtener sélidos
de metabolitos con una potencia antioxidante diferente, mayor capacidad para 20 min,
mientras que; 40 o 50 min de sonicacion no tienen diferencias significativas contra 5 min de

UPAE.

Por otro lado, se observa que, en los extractos de diclorometano en corteza, en el
porcentaje de inhibicidn, solo se presentan diferencias significativas entre los extractos con
5 min de sonicacion asistida y 40 min. El potencial reductor de los sélidos de metabolitos
correspondientes a 40 y 50 min de sonicacién es estadisticamente igual a los de 20 min de

sonicacién, pero no a los de 5 min, que es el de mayor potencia antioxidante.
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Tabla 8. Porcentaje de inhibicidn y concentracién inhibitoria 50 (ICso) sobre el radical DPPH,
de los extractos con diclorometano de las hojas y la corteza, a diferentes tiempos de
ultrasonicacion.

) L ) Hojas Corteza
Tiempo de sonicacion (Min) e cién max (%) 1C,, (mg/mL)  Inhibicién méx (%) 1€, (mg/ml)
5 7.82+23° - 1463+24° -
20 12.04 +1.3° - 11.68+1.3" -
40 7.33+1.4° - 6.62+87" -
50 587412 - 8.88%1.2% -

Las letras diferentes indican diferencias significativas, Unicamente entre las medias en una misma columna. n=6 y p<0.05- (—) No determinado. Max=maximo.

En la Tabla 9 se observan los porcentajes de inhibicidén correspondiente a los extractos
hexanicos, en los cual se observan que el porcentaje de inhibicién del radical DPPH, al igual
gue en extracciones con diclorometano, no se alcanza a reducir el 50 % del DPPHe, por lo

gue no fue posible calcular la ICso para tales extractos.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicion y concentracion inhibitoria 50 (ICsp) sobre el radical DPPH,
de los extractos hexanicos de las hojas y la corteza a diferentes tiempos de ultrasonicacion

T d L ) Hoja Corteza
'empo de sonicacion (min) Inhibicion max (%) 1C,, (mg/mL) Inhibicién max (%) IC,, (mg/mL)
5 21.76+2.68° - 23.23 £2.48%® -
20 7.51£2.68° - 15.82+1.86 " -
40 c _ b )
7.03+1.42 20.35 +2.69
50 12,00+ 1.65 " - 26.68+3.09° -

Las medias que tienen letras son significativamente diferentes. n=6 y p<0.05, ANOVA de una sola via. (-) No determinado. Mdx=maximo.

En el caso de las hojas, se determind estadisticamente que aplicar tiempos de 20 y 40
min de sonicacion, permiten obtener sdlidos de metabolitos con una potencia antioxidante
iguales, mientras que 5 y 50 min de sonicacién, en comparacién con los dos anteriores,
presentan entre si diferencias significativas, siendo el extracto con mayor potencial el de 5
min obtenido mediante la UPAE. En el caso de la corteza, la diferencia significativa en el
porcentaje de inhibicion, se presentd entre todos los tiempos de sonicacién, y aunque 5y
50 min son estadisticamente iguales, el extracto de mayor potencia, estadisticamente

significativo, fue el de 50 min y el mas bajo el 20 min.

Finalmente, es importante destacar que el tiempo de sonicacién con el método de UPAE,
no altera significativamente la actividad antioxidante total, ni por regiones, ni la potencia
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de los extractos. Por lo tanto, en el caso del nanche, Byrsonima crassifolia, variedad acida,
se sugiere que para las hojas se requieren 5 min de la UPAE y para la corteza un maximo de
20 min para obtener un mayor rendimiento de sélidos y compuestos con actividad
antioxidante. Maran et al., (2017) establecieron condiciones déptimas para la extraccion de
antocianinas y polifenoles a partir de la cascara de Nephelium lappaceum L. (rambutdn), en
la cual reportaron 20 W de potencia para la extraccion asistida con ultrasonido, con el que
se logroé el mejor rendimiento, consideraron otros factores como :temperatura de 50 °C, un
tiempo de 20 min y una relacién disolvente-sdlido de 1:18.6 (g/ml), sin embargo, los autores
sefialan un incremento de rendimiento al aumentar la potencia de 20 a 50 Watts, no asi al
aumentar el tiempo de extraccion, pues después de los 20 minutos de sonicacién, se
presentd una disminucién en el rendimiento. Resulta importante resaltar, que
determinaron, ademas, que de una temperatura de 30 a 50 °C hay un incremento lineal en

la eficiencia de extraccién de compuestos bioactivos.

Se han reportado valores de actividad antioxidante en Byrsonima crassifolia, de frutas y
de las hojas, valores de ICso de 10 pg/mL y 1.82 pg/mL, respectivamente (Mariutti et al.,
2014; de Sousa et al., 2017). Las ICso de las hojas, reportadas en el presente trabajo, dista
mucho de los descritos previamente, lo cual se puede deber al pretratamiento de
purificacion del extracto que, de Sousa et al., (2017) propusieron en su investigacion. Por
otro lado, Guilhon-Simplicio et al., (2013) reportaron que para la corteza de Byrsonima
japurensis A. Juss se determiné una ICso de 7.1 pg/mL, empleando el método del DPPHe.
Tales resultados demuestran que la variedad dacida del nanche tiene un alto potencial
antioxidante, tanto en las hojas como en la corteza. Es importante resaltar que en este
trabajo se reporta por primera vez el uso de ultrasonidos para la obtencion de compuestos

con potencial antioxidante en Byrsonima crassifolia, variedad acida.

7.4.3 Andlisis de compuestos antioxidantes por su polaridad

Para analizar el comportamiento antioxidante del total de los compuestos extraidos con
etanol, se disefid un ensayo en TLC (en el sistema correspondiente, ver Materiales y

métodos) que permitié evaluarlos cualitativamente de forma general y de forma puntual
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por su naturaleza polar o no polar, esto ultimo al establecer regiones de analisis de actividad
antioxidante. En la Tabla 10 se muestran los resultados del andlisis digital. Se determiné que
el analisis de compuestos totales no presentaba diferencias con respecto al tiempo de

sonicacién, ni en hojas ni en corteza, ni en compuestos polares ni apolares.

Tabla 10. Evaluacion de la distribucién de los compuestos con actividad antioxidante en
placas de TLC, empleando Image), un analisis de distribucién por polaridad.

Tiempo de sonicacion POLARES
(min) HOJA CORTEZA
DPPH 365nm 365nm+DPPH DPPH 365nm 365nm+DPPH
5 A A A A A A
20 A A A A A A
40 A A A A A A
50 A A A A A A
NO POLARES
HOJA CORTEZA
DPPH 365nm 365nm+DPPH DPPH 365nm 365 nm + DPPH
5 A A A A A* A
20 A A A A AB A
40 A A A A AB A
50 A A A A B A

*A es mejor que B, es decir; valores mayores de densidad dptica. n=6 y p<0.05. Anova de una sola via.

7.4.4 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo del

ABTSe*

En la Figura 27 se observa el comportamiento de la actividad antiradicalaria para el
ABTSe*, expresado como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox por mg de extracto
seco (TEAC mM/mg de ES) de los extractos de 5y 20 min de la UPAE para las hojas y la
corteza, respectivamente. Los valores para las hojas corresponden a 774.04 TEAC mM/mg
de ESy 714.70 TEAC mM/mg de ES para la corteza. Se determind que las hojas presentaron
mayor capacidad antioxidante en comparacidon con la corteza, efecto que corrobord los
analisis previamente descritos con el método del DPPHe. Tales resultados indican una vez
mas, que los extractos de las hojas son estadisticamente mejores en la captacién de

radicales libres.
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En comparacion con los valores de 1Cso de 49.30 ug/mL, de hojas de moringa, las hojas
estudiadas en este trabajo presentan como maximo un 8.7 pug/mL. Ademas, presenta

valores muy similares al ICso del Trolox, que es de 5.89 pug/mL (Fitriana et al., 2016).
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Figura 27. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) en mM/mg de extracto seco (ES) para
extractos etandlicos, con tiempos de sonicacion de 5y 20 min en las hojas y la corteza respectivamente.
Se muestran diferencias estadisticamente significativas entre el material bioldgico analizado (n=6y p<0.05).

Una vez cuantificados los fenoles totales, en extractos obtenidos mediante el método de
la UPAE y por maceracion, se utilizé la prueba de Tukey (p<0.05) para evaluar diferencias

significativas en cuatro 6rdenes diferentes de comparacién.

Primero, se determiné que el contenido de fenoles totales no se ve afectado por el
proceso de extraccidn, es decir, no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
contenidos de fenoles totales obtenidos por maceracién de 24 h o los tratamientos de la
UPAE (Figura 28). No obstante, es importante resaltar que el porcentaje de sélidos
recuperados es estadisticamente mayor mediante el método de la UPAE que por
maceracion (Figura 21), lo que en un proceso de extraccion de diferentes metabolitos a
partir del total de sdlidos recuperados, significaria un incremento de recuperacién de los

compuestos bioactivos.

En cuanto a la recuperacién de fenoles, se ha demostrado que uno de los disolventes

mas eficaces para la extraccion de compuestos con actividad antioxidantes, entre los que
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se encuentran los flavonoides, es el etanol (Santos y Gongalves, 2016). En el presente
trabajo se pudo verificar que independientemente del método, el contenido de fenoles

totales se mantiene en los extractos recuperados.

En un segundo analisis, al comparar entre érganos, segun el método de extraccién, fue
posible observar que el contenido de fenoles totales es estadisticamente mayor en la
corteza (0.704 + 0.04 mg GAE/mg de ES) al compararlo con el contenido en las hojas (0.496
+ 0.05 mg GAE/mg de ES). Por otro lado, se observa que los fenoles totales obtenidos por

el método de la UPAE, no se ven afectado por tipo de érgano del cual se extraen (Figura 28).

7.5 Determinacién y cuantificacion de fenoles totales (Folin-Ciocalteu)
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Figura 28. Contenido de fenoles totales en las hojas y la corteza de Byrsonima crassifolia, variedd acida,
determinado mediante Folin-Ciocalteu. Se muestran los resultados de los extractos de maceracion y del
método UPAE, se expresan en mg equivalentes de 4cido gélico (GAE) / por mg de extracto seco (ES). Letras
diferentes y * indican diferencias significativas (p<0.05).

Al analizar el efecto del tiempo de sonicacion en el método de la UPAE, segun el 6rgano,
se observd que ninguno de los tiempos propuestos en este trabajo (5, 20, 40 y 50 min)
afecta, estadisticamente, el contenido de fenoles totales obtenidos al final del proceso de
extraccion (Figura 29). Cabe resaltar, que en este analisis se observé un fenémeno similar al

del realizado para determinar la eficiencia para los diferentes extractos con diferentes
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tiempos de ultrasonicacion (Figura 21). En este sentido, si el proceso requiere Unicamente
de la recuperacion de fenoles totales, 5 y 20 min de la UPAE, tanto en las hojas como en
corteza, respectivamente, serian suficiente para extraer una mayor cantidad de fenoles en
comparacion a la extraccion por maceracion por 24 h; esto debido a la cantidad de sélidos
recuperados al final de la extraccién. Ademas, es evidente que el tiempo se reduciria de
horas a minutos. Rocha et al., (2016) ya habian reportado que el aumento en el tiempo de
sonicacién si interfiere en el incremento de contenidos de fenoles totales por recuperar al
finalizar un proceso de extracciéon asistida por ultrasonido, sin embargo, su aseveracién
consideraba la relacion de la harina-disolvente empleado. Para estos investigadores, una
relacion de 20 a 25 % p/v y un rango de tiempo de sonicacion de 33 a 62 min lograron los

contenidos fendlicos totales mas altos en sus extracciones.

En este trabajo, sin embargo, el contenido de fenoles totales no varig,
independientemente de los tiempos de sonicacidn asistida, lo cual pudiera relacionarse con
lo descrito por Pompeu et al., (2009), quienes sefialaron que una alta proporcidon de
disolvente reduce la energia necesaria para separar las moléculas, facilitando de esta forma
la transferencia de masa, desde la matriz de la harina hacia el disolvente. Es decir, una baja
relacion p/v de harina-disolvente, requeriria menos potencia de sonicacién para lograr el
mismo efecto, o en su caso un menor tiempo de sonicacidon a una potencia constante. La
relacion harina disolvente empleada para desarrollar la presente investigacién fue de 1.02
% p/v. Finalmente, se comparo el efecto del tiempo de sonicaciéon sobre la extraccidén de
compuestos fendlicos entre las hojas y la corteza de Byrsonima crassifolia, variedad acida,
se determind que solo 40 min de sonicacién asistida, influencia sobre la recuperacién de
fenoles totales, resultando para la corteza ser estadisticamente mayor que la hojas, con

0.611 £ 0.08 y 0.522 + 0.09 mg de GAE/mg de ES, respectivamente (Figura 29).
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Figura 29. Contenido de fenoles totales en las hojas y la corteza de Byrsonima crassifolia, variedad acida.
Se muestran los resultados de cada uno de los extractos de la UPAE segun los tiempos de sonicacién, se
expresan en mg equivalentes de acido gélico (GAE) / por mg de extracto seco (ES). Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05, n=12).

7.6 Fitoquimica preliminar de flavonoides en placas de TLC

La fitoquimica preliminar de los subextractos metandlicos, obtenidos a partir de los
extractos etandlicos, permitid observar bandas de posibles flavonoides presentes tanto en
extractos de las hojas como de la corteza en Byrsonima crassifolia, variedad dacida. Se
observa, que, a diferentes longitudes de onda, 365 nm (Figura 30 a, ¢) 0 254 nm (Figura 30 b,
d) el patréon de bandeo cambia, ya sea para las muestras de las hojas o de la corteza (flechas
rojas, Figura 30 a y Figura 30 c). En ambas condiciones de luz UV, quercetina (carril Q) se

mantiene estable con un Rf de 0.96, similar (R=0.9) a lo reportado por Wagner y Bladt
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(1996).

Figura 30. TLC para flavonoides. a, c) 365 nmy b, d) 264 nm.

Es importante resaltar que el comportamiento de las bandas en cada uno de los
tratamientos de la UPAE (carriles con tiempos de sonicacidén), no cambia, por lo cual se
puede decir que no hay un efecto del tiempo de sonicacion sobre la apreciacién de los
diferentes flavonoides recuperados mediante el método de la UPAE. Considerando lo
reportado por Wagner y Bladt (1996), se determind la presencia de flavonoides especificos
a partir de la comparacion de los valores de R determinados en las muestras de la UPAE y

los descritos en el libro (Tabla 11).
Tabla 11 Posibles compuestos de la familia de los flavonoides, localizados mediante valores

de Rf como se visualiza en las placas de TLC de la Figura 31, segun lo reportado por Wagner
y Bladt, (1996).

Compuesto R¢* (wagner y Bladt, 1996) R¢ muestras UPAE
Isorhamnetina-rutinosil-glucdsido 0.2 0.16
Rutina 0.4 0.3
Isorhamnetina e isoquercetina 0.6-0.7 0.66-0.84
Acido cafeico o quercetina 0.9 0.96

*Los valores de Rf, se calcularon a partir de una imagen reportada por Wagner y Bladt, (1996).

Es importante resaltar que la subextraccion se realizd con el objetivo de concentrar los
flavonoides en cada una de las muestras analizadas, por lo cual se enfatiza la deteccion de

compuestos de la familia de los flavonoides. En la Figura 31 ay b, de las hojas y la corteza
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respectivamente, se sefialan con flechas rojas cada una de las bandas consideradas como
posibles flavonoides, con sus respectivos valores de Ry, se puede observar, que en las hojas

no se encontré el valor de R=0.3, que pudiera pertenecer a rutina.

Figura 31. Placas de cromatografia en capa fina para la identificacion de flavonoides a partir de valores de
Rf reportados por Wagner y Bladt, (2016). Q) denota el control, quercetina, 5, 20, 40 y 50) denotan los
tiempos de la sonicacién del método de la UPAE. Se empled la fase moévil de acetato de etilo-dcido férmico-
acido acético glacial-agua (100:11:11:26).

Con respecto a lo ya reportado para Byrsonima crassifolia, se ha sefialado la
identificacion de compuestos como: la quercetina, isoquercetina (Bejar et al, 1993;
Amarquaye et al., 1994; Bejar et al., 1995), mismos que fueron observados a groso modo
en este estudio fitoquimico preliminar en placas de TLC. Recientemente, de Sousa et al,,
(2017) informaron sobre la presencia de quercetina 3-B-O-D-glucopirandsido en las hojas
de Byrsonima crassifolia, confirmando la presencia de diversas moléculas del tipo de los

flavonoides.

La presencia de tales compuestos con actividad antioxidante, ademas del alto contenido
de fendlicos totales, pudiera correlacionarse con la elevada actividad antioxidante (Rolim

etal., 2013; Fraige et al., 2016; dos Santos et al., 2017).

7.7 Determinacién y cuantificacién de alcaloides totales

Diversas normas oficiales como la NOM-199-SCFI-2017 para bebidas alcohdlicas-

denominacion, especificaciones fisicoquimicas, informacién comercial y métodos de
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prueba; consideran la determinacién de alcaloides como parte de la regulacién mexicana
para demostrar que las bebidas no produzcan efectos toxicos. La NOM-AA-83-1982 para el
analisis de agua-determinacién de olor, asi como el aviso de la declaratoria de vigencia
consideran a los alcaloides como compuestos generadores de olor, por lo que es de suma
importancia la verificacién de la presencia o ausencia de compuestos alcaloides, bajo el

contexto de un analisis fitoquimico preliminar.

Existen diferentes metodologias para la determinacién de alcaloides. Las técnicas
cualitativas mas empleadas se basan en la capacidad de que tales compuestos forman sales;
al combinarse con el yodo, y con los metales pesados se forman precipitados. Los reactivos
mas comunes para detectarlos son los siguientes: de Dragendorff, de Hager, de Bertrand,
de Ehrlich y de Vitali-Morin, este ultimo se usa para la deteccidon de alcaloides bdasicos

(Arango, 2008).

Entre los métodos oficiales para la determinacion de alcaloides totales se describen la
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), la fluorometria, la cromatografia idnica,
la cromatografia de gases y la electrocromatografia. La desventaja de estos ultimos es la de
emplear elevadas temperaturas para extraerlos y prolongados tiempos de reaccién

(Shamsa et al., 2008).

Se realizd, la metodologia de Draguendorff, para la determinacién de alcaloides tanto de
las hojas como de la corteza, tal como se describe en materiales y métodos, los resultados
obtenidos muestran que ninguno de los dos drganos fue positivos a alcaloides por esta
técnica. Mientras que, en los tubos de reaccidon con cafeina, como control positivo, se

genero un precipitado naranja al reaccionar con el yodo (Figura 32 a, b).
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Figura 32. Determinacion cualitativa de alcaloides en extractos etandlicos de Byrsonima crassifolia,
variedad acida, mediante el método de Draguendorff. Se observan a) los extractos obtenidos de las hojas y
b) los extractos obtenidos de la corteza. 5, 20, 40 y 50 min son los tiempos de ultrasonido. C* denota control

positivo (cafeina) y C control negativo (sin cafeina).

Tradicionalmente, se ha considerado a la prueba de Draguendorff como poco sensible
para la deteccidn de alcaloides, por lo que se corroboraron los resultados mediante un
método analitico. Para este propdsito se empled la metodologia propuesta por Shamsa et
al., (2008), quienes reportaron, que mediante la formacion de un complejo de transferencia
de carga alcaloide-verde de bromocresol, a un pH de 4.7, es posible correlacionar los valores

de absorbancia a 420 nm, con la concentracién equivalente a un alcaloide de referencia.

Los resultados de cuantificacion de alcaloides obtenidos mediante la modificacién de la
técnica de Shamsa et al., (2008), sugieren que solo las hojas contienen esta familia de
compuestos, con un promedio de hasta 18.82 ug/ml de alcaloides equivalentes a Atropina
por mg de extracto seco (Figura 33). No se detectd en la corteza empleando una
concentracion de lectura de 300 pg/ml (la sensibilidad y estabilidad corroboradas en este
trabajo fue de hasta 2 ug/ml de Atropina a partir de 4 pug). Por otro lado, destaca que el
contenido de metabolitos en las hojas de Byrsonima crassifolia, variedad acida, es indistinto
de la metodologia de extraccion y de los tiempos de sonicacidn asistido empleados en la
metodologia de la UPAE, pues con una significancia del 95 % se corrobord que no presentan

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 33. Alcaloides totales en extractos etandlicos de las hojas de Byrsonima crassifolia, variedad acida,
empleando la técnica de Shamsa et al., (2008). Se muestran los valores en microgramos de alcaloides
equivalentes a atropina/mg de extracto seco (g AKEA/mg ES), en extractos obtenidos por el método de
maceracion por 24 h y extractos de la UPAE con los diferentes tiempos de ultrasonido propuestos.

Al comparar los resultados aqui obtenidos, se encontré que extractos acuosos de las
hojas de Moringa oleifera Lam., contienen entre 0.58 y 0.77 ug de alcaloides equivalentes
de atropina por mg de extracto determinado mediante HPLC (Cabrera-Carrion et al., 2017),
una menor concentracion de alcaloides a los determinados en este trabajo. A partir de lo
cual, se concibe la idea de encontrar estructuras de compuestos con potencial actividad
relacionado a alcaloides. Dado que el objetivo del presente trabajo no consistié en definir
la presencia de alcaloides en las plantas, se considera que esta puede ser una perspectiva

interesante por abordar, dado la incongruencia que se presenté al determinar alcaloides

con dos métodos diferentes.
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se optimizé el tiempo en funcién del rendimiento de sélidos
recuperados, en el proceso de extraccion con disolventes asistida con ultrasonido y

prensado.

Se corroboré que la actividad antioxidante en las hojas de Byrsonima crassifolia
previamente reportada por de Sousa et al., (2017), se contribuyd demostrando que la
corteza también presenta actividad antioxidante. Ademas, se establecié un método para la
extraccién de compuestos con actividad antioxidante con disolventes asistido con
ultrasonido y prensado (UPAE) (Roldan-Sabino et al., 2018). Se determind que el método
de extraccion con disolventes asistido con ultrasonido y prensado es mas eficiente que la

extraccién por maceracion.

El tiempo 6ptimo de sonicacion en este estudio, se determiné para las hojas de 5 min,
mientras que para la corteza de 20 min. Tiempos mayores de sonicacion en la extraccion de
compuestos antioxidantes de Byrsonima crassifolia, variedad acida, son innecesarios. La
mayor actividad antioxidante se determiné en extractos etandlicos, seguido del hexanico y

finalmente del diclorometano.

La actividad se distribuye entre compuestos polares y no polares. De forma presuntiva
se observé la presencia de flavonoides, de entre los cuales se identificaron de manera
tentativa la quercetina 3-B-O-D-glucopirandsido, la isorhamnetina-rutinosil-glucésido, la
rutina, la isorhamnetina, y un compuesto con valores de Rt similares a la isoquercetina o al
acido cafeico. Aunado a esto, mediante la metodologia de Folin-Ciocalteu, para la
determinacion de fenoles totales, se cuantificd 0.59 y 0.704 mg GAE/mg de ES en las hojas

y la corteza respectivamente.

La metodologia de Draguendorff no fue un buen método para la determinacién de
alcaloides en extractos de Byrsonima crassifolia, variedad acida, sin embargo, el método de
Shamsa et al., (2008) permitid estimar una concentracion de 18.82 ug de alcaloides

equivalentes a atropina/mg de extracto seco de Byrsonima crassifolia, variedad acida.
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9. PERSPECTIVAS

Se considera importante la evaluacion de la capacidad de los agentes antioxidantes en el
desarrollo de productos alimenticios o los procesos de produccién. Ademas, de evaluar

efectos farmacoldgicos o nutraceuticos de los mismos.

Se propone la evaluacién de otras actividades bioldgicas, como la antimicrobiana, a partir
de los extractos de Byrsonima crassifolia, variedad 4acida. El estudio de actividad

antihipoglucemiante y de antiprolificidad de células cancerigenas.

Es importante, ademas, el aislamiento, identificacién y elucidacién de las estructuras

guimicas que puedan relacionarse con los estudios de actividad bioldgica.

Por otra parte, se propone avanzar en los estudios relacionados con el proceso de
extraccién con disolvente asistido por ultrasonido y prensado, para determinar el factor o
las condiciones de extraccion optimos en el método de UPAE, teniendo en cuenta el
prensado, la temperatura, relacion disolvente-harina, porcentaje de pureza de disolvente y

la potencia del ultrasonido.
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11. ANEXO

Curva de calibracion del acido ascorbico
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Figura a. Curva de calibracion del acido ascorbico para la cuantificacion de equivalentes a
acido ascérbico en extractos etandlicos de Byrsonima crassifolia, variedad acida, mediante

Absorbancia, 750 nm
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el ensayo de actividad antioxidante en TLC.

Curva de calibracion del acido galico
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Figura b. Curva de calibracién del acido gdlico para la determinacién de equivalentes de
acido gdlico en extractos etandlicos de Byrsonima crassifolia, variedad acida, mediante el

ensayo de Folin-Ciocalteu.
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Curva de calibacion de la atropina
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Figura c. curva de calibracion de la atropina para la determinacidn de equivalentes a

atropina en extractos etandlicos de Byrsonima crassifolia, varieda
método de Shamsa et al., 2008 (modificado).
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Figura d. Curva de calibracion del Trolox para la determinacién de

equivalentes a Trolox

en extractos etandlicos de Byrsonima crassifolia, variedad acida, mediante el ensayo del

ABTS™.
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