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1. RESUMEN

Sambueusiigra L., conocido como Sauco negro, es una planta cultivada en huertos
debido a las~propiedades medicinales que posee; utilizada principalmente como
auxiliar en ehalivio del resfriado comun. El objetivo de este proyecto es comparar la
eficiencia entre  dos métodos de extraccion (maceracion y ultrasonido) con base a
la variacion en la ‘composicion del agente extractante y la influencia presente en el
contenido de flavonoides y polifenoles totales en extractos hidroalcohdlicos de las
partes aéreas de Sambucus nigra L. La cuantificacion de flavonoides y polifenoles
presentes en los extractos obtenidos fue mediante espectrofotometria UV-Vis y el
analisis del contenido metabdlieo fue por cromatografia en capa fina. Los resultados
mostraron que en la extraccionFper ambos métodos el contenido de flavonoides
disminuyé conforme aumenté la(polaridad de la mezcla extractante y para
Polifenoles fue creciente. Por ultimo, en el analisis del contenido metabdlico se

identificaron Rutina y Acido clofogénico*¢émo principales metabolitos.

Palabras claves: Flavonoides, ¢ ~Polifencles, Maceracion, Ultrasonido,

Cromatografia.

2. ABSTRACT

Sambucus nigra L., know as Black Elderberry, is a plant grown'in’ orchards due to its
medicinal properties; it's mainly used as an aid in alleviating the common cold. The
objective of this project is to compare the efficiency between two extraction methods
(maceration and ultrasound) based on the variation in the composition of the
extracting agent and the influence present in the content of flavonoids~and total
polyphenols in hydroalcoholic extracts of the aerial parts of Sambucus nigraL. The
quantification of flavonoids and polyphenols present in the extracts obtained was by
UV-Vis spectrophotometry and the analysis of the metabolic content was by thin

layer chromatography. The results showed that in the extraction by both methods

1



the flavonoid content decreased as the polarity of the extracting mixture increased
and“for_polyphenols it increased. Finally, in the analysis of the metabolic content,

Rutin and Chlorogenic Acid were identified as the main metabolites.

Keywords: Flavonoids, Polyphenols, Maceration, Ultrasound, Chromatography.



3. INTRODUCCION

Sambueus nigra L., también conocido comunmente como Sauco negro, es una
planta rativa de Europa, Asia, el noroeste de Africa y América del Norte. En México
se encuentra_de manera silvestre, preferentemente en areas de canadas humedas
en las regiones, del bosque oyamel o del bosque mesofilo. S. nigra L. es
comunmente cultivada en huertos familiares debido a las propiedades medicinales

que posee (Rzedowskiy Rzedowski, 2001).

Las partes aéreas delrS~nigra L. que se utilizan principalmente en la medicina
tradicional son sus flores¥y bayas. Las flores de S. nigra L. son ampliamente usadas
como auxiliar en el alivio de les primeros sintomas del resfriado comun, en cambio
las bayas, en forma de infusiones) jarabes o0 zumos actuan en contra del resfriado,
asi como laxante, diaforético, diurético y analgésico (Mota et al., 2020). Las hojas
tienen uso externo de piel y 0jos, la decoccion se utiliza para hematomas,
contusiones, torceduras y otras complicaciones de la piel, asi como también en
forma de infusion (Laffita & Castillo, 2011), la cual es empleada para tratar

resfriados, catarros de las vias respiratorias-superiores y trastornos nerviosos.

En la actualidad, el interés por el S. nigrals. ha ide'en aumento debido a la presencia
de compuestos con alta bioactividad, principalmente_del tipo polifenoles, como son
los flavonoles, acidos fendlicos, proantocianidinas y antocianinas (Sidor y Gramza-
Michalowska, 2014); los compuestos polifendlicos estanspresentes en las hojas,
frutos y flores. Se han identificados diversos compuestos bioactivos como
kaempferol, quercetina, rutina, terpenos, acidos clorogénicas, taninos, pectina y

azucar (Figura 1) (Barnes et al., 2007).

a) rutina OH b) acido clorogénico H
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Figura 1. Ejemplo de compuestos bioactivos presentes en S. nigra L. a) rutina, b) acido
clorogénico, ¢) quercetina y d) kaempferol. Elaboracién propia usando ChemDraw® pro 8.

Debido a la existencia de compuestos potencialmente bioactivos, se estan
explorando estrategias con el fin_de,  mejorar la eficiencia en su extraccion y
aislamiento, utilizando nuevas técnicas como es el empleo de fluidos supercriticos,

microondas y ultrasonido.

Por lo tanto, el presente proyecto tiene como proposito comparar dos métodos de
extraccion de metabolitos secundarios’a.partir de las partes aéreas del Sambucus
nigra L.; el método tradicional de maceracién y un método emergente mediante el
uso de ultrasonido. Asi mismo, se evaluara la eficiencia de ambos métodos
empleando mezclas hidroalcohdlicas con diferentes propeérciones de alcohol y agua,
mediante la cuantificacion de flavonoides y polifenoles totales presentes en los

extractos obtenidos.



4. MARCO TEORICO
4.1. .Generalidades de Sambucus nigra L.

4.1.1 Habitat

Sambucus nigra.L. es una planta nativa del hemisferio norte, que se encuentra de
manera natural,en)los bordes de bosques humedos, en matorrales espinosos de
hoja caduca y en‘entarnos mediterraneos, como valles o cerca de cursos de agua
permanentes (Albert et’al., 2008), Es poco exigente en suelos debido a que puede

crecer tanto en suelo humedo, asi como en suelos secos (Hernandez, 2011).

4.1.2. Caracteristicas morfolégicas

Sambucus nigra L. es un arbusto que alcanza entre 6 a 10 metros de altura,
presenta una copa redondeada, baja.y densa. Su tronco es curvo e inclinado, con
una corteza suberosa con ramas“-gruesas (Sanchez et al., 2010). Sus ramas

desarrollan una médula abundante y blanquecina (Font, 1990).

Los troncos mas gruesos del S. nigra L. presentan una madera pesada y muy dura,
requiriendo un secado lento con elfin-de evitar ‘el alabeo y agrietamiento (Abella,
2012). La corteza externa es de colormarrén cenizo, con grietas y en ocasiones se
desprende en placas rectangulares, mientras que“la.corteza interna es de color
blanco (Reynel & Marcelo, 2009).

Las hojas pecioladas del S. nigra L. son compuestas y opuestas, con una longitud
que varia entre 20 y 30 cm. Presentan bordes que son regularmente aserrados, con

pequefias protuberancias de 1 mm aproximadamente (Reynel'& Marcelo, 2009).

Las flores individuales de color blanco se agrupan en racimos terminales que
pueden medir 15 cm o mas de longitud; cada flor, que es hermafrodita; cuenta con
5 pétalos, 5 estambres y un pistilo (Reynel & Marcelo, 2009). La corola tiene un
diametro de 4 a 5 mm vy tiene forma de una estrella de cinco puntas._que se
desprenden facilmente. Entre cada par de puntas se situa un estambre, alternando

con los cinco Iébulos de la corola (Font, 1990).



Los frutos son bayas globosas, presentan un diametro de 8 a 10 mm, son jugosas
y comestibles. Al madurar, los frutos producen un tinte que puede variar de rojizo a
negro, mientras que en un estado inmaduro son de color azul, lila o violeta (Abella,
2012). Cada-una de las bayas contiene de 3 a 6 semillas (Reynel & Marcelo, 2009).
En la Figura'2'se muestra la morfologia de las partes aéreas de Sambucus nigra L.

Figura 2. Partes aéreas de Sambucushigra L, a)ymorfologia de las flores de S. nigra L., b) hojas
de S. faigra L. Imagenes propias.

4.1.3. Taxonomia de Sambucus nigra,L'.

En la tabla 1 se muestra la clasificacion taxendomica de Sambucus nigra L.
(CONABIO, 2009).

Tabla 1. Taxonomia de S. nigra L. (CONABIO, 2009).

Taxonomia de Sambucus nigra L.

Reino Plantae (Plantas)

Filo Tracheophyta (P. vasculares)
Clase Magnoliopsida (P. con flores)
Subclase Asteridae (P. lefiosas o herbaceas)
Orden Dipsacales

Familia Adoxaceae

Género Sambucus

Especie Sambucus nigra L.

Nombre comun Sauco negro




4.1.4-7Usos en la medicina tradicional.

Con base a sus caracteristicas botanicas, su composicion quimica y sus sustancias
activas; presenta potencial para ser utilizada con fines medicinales, alimenticios,

ornamentales, artesanales y en la suplementacion animal (Grajales et al., 2015).

Las partes defla planta que se utilizan comunmente con fines medicinales son las
flores y las hojas (Diaz, 2003). Entre estos usos se incluye su aplicacién como
febrifugo y analgésico alternativo en pacientes con SIDA (Rivas et al., 2005). Los
flavonoides presentesr en el S. nigra L. tienen propiedades antioxidantes e
inmunoldgicas (Laffita & ‘Castillo, 2011; Ruiz et al., 2013). Ademas, el S. nigra L.
ayuda a reducir la producciép‘excesiva de mucosidad en los senos paranasales en

pacientes con sinusitis bacteriana)(Laffita & Castillo, 2011).

Sus propiedades antigripales permiten aliviar los sintomas del resfriado comun,
como fiebre, fatiga, dolor de cabezaxdolor de garganta, tos y malestar general, en
menos de la mitad del tiempo/habitual-de recuperacion (Laffita & Castillo, 2011).
Otro de los beneficios medicinales'que presenta el S. nigra L. es su capacidad para
reducir los niveles de colesterol; eljugo de lag’bayas ha demostrado en ocasiones
disminuir la concentracion seérica de (colesterol’y. mejorar la estabilidad de las

lipoproteinas de baja densidad (Laffita & Castillo, 2014.).

Las flores contienen principios activos como acido ascarbico, sitosterol, rutina y
sambunigrina, dichos principios activos tienen propiedades~antiinflamatorias y se
emplean para tratar problemas reumaticos, dolores musculares, inflamaciones
respiratorias, infecciones y gastritis (Pahlow, 1985). Se deben#tener precaucion en
el uso medicinal de S. nigra L., principalmente, en el uso de las hojas,y la corteza
ya que se han observado en ocasiones irritaciones en el estomago y el intestino;
ademas, las bayas deben comerse maduras, debido a que si se comen inthaduras
pueden ser ligeramente toxicas. En varias poblaciones rurales de México,~S) nigra
L. tiene importancia en la medicina tradicional (Coral et al., 2011), dondet(se ha
empleado como diaforético, béquico, laxante, calmante, excitante, purgante,

expectorante, emético (Fonnegra y Jiménez, 2006).



4.2. Métodos para la obtencién de extractos

Las teenicas de extraccion han sido objeto de estudios para la obtencion de
componentes naturales de plantas que tienen un alto valor comercial. El método de
extraccion=por Soxhlet, que ha sido utilizado durante muchas décadas, es
prolongado y-requiere grandes cantidades de solventes. La maceracion es uno de
los métodos convencionales de extraccion mas utilizados, en la antigiedad era muy
utilizado para la elaboracion de vinos, debido a que es un método sencillo y no
genera costos elevados, sin embargo, estudios han reportado una baja eficiencia

en los extractos obtenidos/por este método (Duarte et al., 2020).

Actualmente, hay un aumento en la demanda de nuevas técnicas de obtencién de
extractos bioactivos a partir de~plantas, en las que se busca reducir el tiempo y
minimizar el uso de solventes” organicos (Rojas, 2009). Entre los métodos
innovadores se encuentran la extraccion asistida por ultrasonido, por microondas,

con fluidos supercriticos y la extraccién acelerada con solventes.

A continuacién se presentan de forma geneéral las técnicas de extraccidn que se

compararan en este proyecto:

4.2.1. Extraccién por maceracion.

La maceracién es un proceso de extraccion soélido-liquido, donde la materia prima
contiene compuestos solubles en el liquido de extraccion-que se desean obtener,
mayormente se utilizan solventes de naturaleza polar ¢omo el agua, algunos
alcoholes o la mezcla de ambos, los solventes deben teper afinidad con los
compuestos que se desean extraer, la materia organica se deja en contacto con
solventes durante periodos de tiempo especificos. Los extractos se recuperan al
evaporar el solvente, generalmente con ayuda de evaporadores rotatorios (Peredo,
2009).

Este proceso genera dos productos que pueden ser utilizados segun- las
necesidades; el solido sin esencias o el propio extracto. La naturaleza de”los

compuestos extraidos varia segun la materia prima utilizada y el solvente de



extraccion. Existen dos métodos de maceracion, en las cuales varia la temperatura:

fria y=caliente (Sierra et al., 2018).

La maceracion en frio implica sumergir el material vegetal en un recipiente con la
cantidad adecuada de solvente para cubrirlo completamente. Una de las ventajas
de la maceragion en frio es que tiene la capacidad de extraer casi todas las
propiedades del.material sin alterarlas por efectos de temperatura. Sin embargo,
este método requierestiempo de extraccion mas largo para obtener resultados

satisfactorios (Lopez,'2008).

En la maceracién en caliente, el proceso se basa en el contacto entre las fases de
la materia prima y el solvente, con la diferencia de que se aplica calor. El tiempo de
maceracion es menor que en.la’maceracion en frio, ya que el calor acelera el
proceso. Sin embargo, una desventaja es que puede modificar algunas propiedades
bioactivas sobre compuestos termolabiles. Ademas, este método requiere equipos
sofisticados para controlar la"temperaturas-lo cual implica un mayor consumo de
energia. A pesar de esto, los tiempos de €xtraccion dependen de varios factores,
especialmente de aquellos relacionados con‘lassolubilidad de los componentes que

se buscan extraer (Lépez, 2008).

4.2.2. Extraccioén por ultrasonido.

De acuerdo con Meireles (2009), “El ultrasonido es una técnica ampliamente usada
en procesos quimicos como en tratamiento de aguasj .industria de colorantes,
alimentos e industria farmacéutica para extraer compuestos bioactivos tales como

aceites esenciales, flavonoides, alcaloides, polisacaridos, ésteress-etc.”.

La extraccion asistida por ultrasonido es un método rapido y sencillo.en contraste
de los métodos convencionales, como es el caso de la extraccion pormaceracion.
Este método, utiliza ondas de alta frecuencia para liberar el compuesto deseado del
material vegetal, es decir las ondas causan ruptura mecanica en la pared celular de
las plantas liberando asi los compuestos bioactivos de interés (Medina et al., 2047).
Las particulas sdlidas y liquidas vibran y se aceleran bajo la accion ultrasénica,flo
que permite que el soluto pase rapidamente de la fase solida al solvente (Azuola y
Vargas, 2007). Ademas, el ultrasonido produce efectos fisicoquimicos mediante el
9



fendmeno de cavitacidén, donde se forman burbujas debido al crecimiento del nucleo
de la-biomasa y su posterior colapso, lo que genera variaciones de presion. Esto
permitesdna‘mayor transferencia de masa y mejora la extraccion (Fuentes y Aranda,
2013).

4.3. Cromatografia en capa fina para la identificacion de metabolitos

secundarios.

La cromatografia es.un método de separacion de los constituyentes de una mezcla,
mediante la interaccion_de todos sus componentes, se caracteriza por ser una
técnica analitica rapida y facil_de realizar. Entre las caracteristicas principales de
esta técnica es permitir la determinacion de pureza de un compuesto, asi como la
identificacion y comparacion deanalitos (Corzo, 2019). La cromatografia consiste
en dos fases: una fase estacionaria_(solido o liquido anclado a un soporte sélido) y
una otra fase movil (liquido o gas), el principio de la separacion se basa en que la
mezcla de interés sera retenida’por medio de la fase estacionaria, o podria moverse
junto a la fase movil, recorriendo-asi,-una distancia que es proporcional a la afinidad
por la fase estacionaria (Corzo, 2019). Dentro.de las técnicas cromatograficas se

encuentra la cromatografia en capa fipa (CCF).

La CCF es una variante de la cromatografia en edlumna o en papel (Marcano y
Hasegawa, 2018). La CCF se divide en fase normal, €p‘la cual la fase estacionaria
(SiO2) es mas polar que la fase mévil (hexano o una mezclade solventes no polares)
y la fase reversa, donde la fase estacionaria es no pofar (silica recubierta de
cadenas de hidrocarburos largas, por ejemplo el C18) mientras que la fase movil es
polar (agua, metanol o mezcla de solventes polares), en esta fase las sustancias
menos polares o hidrofobicas se adsorben en la fase estacionaria y_las\polares se
eluyen rapido. Ambas fases actuan como un método de purificacion/capaz de
separar compuestos que presentan caracteristicas similares (Mayolo, etf'al;, 2012).

Una de las reglas aceptadas en la CCF es que las muestras polares deben 'ser
separadas utilizando materiales con fuertes propiedades adsortivas (cromatografia
de adsorcion) como el gel de silice (SiO2) y la alumina (Al203), y los eluyentes se
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seleccionan dependiendo de la sustancia que se desea separar (Egbuna et al.,
2019):

La CCF.essel método mas utilizado, entre los muchos métodos cromatograficos
disponibles en, la actualidad, para el analisis rapido de farmacos y compuestos
bioactivos desplantas. Existen diversas razones para ello, como por ejemplo
(Wagner & Bladt,1996):

e El tiempo en¥el-que se muestra la mayoria de los componentes de una
muestra medianteda CCF es muy corto.

e La CCF proporciona una idea cualitativa sobre los componentes bioactivos
presentes de un extracto.

e La CCF proporciona una huella cromatografica de un extracto, lo que resulta
beneficioso para controlarda identidad y la pureza de este.

La cromatografia en capa fina se desarrolla normalmente por la accién de la
capilaridad, al permitir que el eluyente suba.por una placa en vertical. Las manchas
en una placa de silica gel se caracterizan/por la distancia recorrida con la relacion
a la distancia recorrida por la fase madvil (Méndez, 2023). El factor de retencion (Fr)
puede expresarse como el factor de retardacién o _indice de retencion expresado de

la siguiente manera (Ecuacién 1):

Desplazamiento del soluto

R ™ Desplazamiento de la fase mouil

Ecuacion 1. Obtencién del Frg.

En pocas palabras, el Fr expresa la posicion de un compuesto.sobre una placa
como una fraccién decimal, midiendo asi la retencion de un componente. En la figura

3 se presenta un ejemplo de la obtencién del Fr de los componentes.
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Limite del disolvente

3.0cm

Punto de‘aplicacion

Figura 3. Esquema para’la obtencion del Fr de componentes quimicos. Elaboracién propia.
4.4. Importancia de los compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos son aquellas sustancias que contienen uno o mas grupos
OH en un anillo aromatico, estos constituyen a los metabolitos secundarios mas
abundantes en el reino vegetal. Debhido a los grupos hidroxilos unidos al anillo
aromatico, los compuestos fendlicos se-¢lasifican en los acidos fendlicos, benzoicos
y cinamicos; lignanos, estilbenos vy .flavonoides, siendo los flavonoides los
compuestos fendlicos mas abundantes en las plantas. Los acidos fendlicos estan
formados por un unico anillo, en=eambio los”flavonoides presentan dos anillos

fendlicos unidos por tres atomos de carbono (Sanchez, 2022).

La biosintesis de los compuestos fendlicos‘esta asociada a dos rutas metabdlicas:

la del acido shikimico y la del acido malénico.

4.4.1. Acidos fendlicos.

Los acidos fendlicos son aquellos compuestos que presentan un 'grupo,carboxilo en
su estructura quimica. Se dividen en dos grupos: los derivados de acido benzoico y
los derivados del acido cinamico. La presencia de mas de un grupo hidroxito y una
mayor separacion del grupo carbonilo al anillo aromatico, aumenta la=actividad

antioxidante de dichos compuestos (Pefiarrieta et al., 2014).

En la figura 4 se presentan algunos ejemplos de acidos fendlicos:
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Acidos hidroxibenzéicos

0
0
HO
OH
OH
HO
OH
OH
acido galico acido salicilico
Acidos hidr oxicinamicos
HO OH
0 5
oH
HO HO
OH
acido cafeico HO arido clorogénico

Figura 4. Ejemplos de acidos hidroxibenzoicos y acidos-hidroxicinamicos. Elaboracién propia
usando ChemDraw®,pro 8.

4.4.2. Flavonoides.

Su nombre deriva del latin flavus cuyo significado es<«amarillo y otorgan el color a
las flores y a sus frutos. Su biosintesis se lleva a cabo«a partir de la fenilalanina
proveniente de la ruta del acido shikimato, produciendo 4-cumaril-CoA, la cual se
une con 3 moléculas de malonil-CoA, obteniendo las chalConas, las cuales
constituyen la estructura principal de los flavonoides (Shen et al., 2022), Su principal
localizacion es en las partes aéreas de las plantas (Sanchez, 2022). £0s flavonoides
tienen en comun una estructura general de difenilpirano C6-C3-C6, compuesta por
dos anillos de benceno (A y B), los cuales se encuentran unidos por un“anillo de
pirano (C) (Figura 5).
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Figura 5. Estructurajgeneral de los flavonoides. Elaboracién propia usando ChemDraw® pro 8.

Los principales efeCtos bioldgicos de los flavonoides se llevan a cabo a nivel
vascular, debido a quetienen la propiedad de disminuir la permeabilidad y aumentar
la resistencia, también algunos son diuréticos, antiespasmadicos, antiinflamatorios,
antialérgicos, entre otros. -Ademas de ello, se les atribuyen propiedades

antimicrobianas y antifungicas«Sanchez, 2022).

4.5. Cuantificacion de flavonoides totales por el método de Zhu et al., 2010.

La técnica de cuantificacion de flavonoides totales se basa en la reaccion de iones
de aluminio con los flavonoides’en un medio basico, formando quelatos rojos que
con ayuda de un espectrofotdmetre UV-Vis_son medidos a 510 nm, pudiendo con
ello determinar la concentracion.de_flavonoides totales. Los flavonoides que
presentan una estructura 3’,4’-dihidroxi-sustituida pueden mostrar una coloracion al
reaccionar en el sistema NaNO2-AICI3-NaOH. En lafigura 6 se observa la reaccién

de los flavonoides y el sistema cromogénico (Zhu et'al, 2010).
OH {dacin 0
e g
R OH NaNO, H* o, R 0

M 0

0
Nirosihein 07 R s
+ HNQp — AT
gy )
_:;N 0 Qlli.‘l'l‘.l-esﬁ'll:tlll'ﬂ% \
° \"‘Ars +NaOH———= /AF3
” R 0

Figura 6. Mecanismo de reaccioén de la cuantificacion de flavonoides totales, adaptado de Zhu et
al., 2010, utilizando ChemDraw® pro 8.
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4.6. .Cuantificacion de polifenoles totales mediante el método de Folin-

Ciocalteu.

La técnica*de cuantificacion de polifenoles totales se basa en utilizar el método
colorimétrico”_Folin-Ciocalteu (FC), que permite determinar el contenido de
compuestos fenélicos en diversas muestras. El método obtiene su nombre debido
a que el reactivo'de FC es el reactivo principal de la reaccién, el cual consiste en
una mezcla de acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico, resultando de ellos una
solucion de color amarillo, de dicha mezcla se producen iones de tungsteno y
molibdato. La reaccion 'se/fundamenta en la reactividad que tienen los polifenoles
con el reactivo de FC en un_pH basico, mayormente a pH 10, con el fin de generar
el ion fenolato que por medie“de -una reaccién redox reduzca al reactivo de FC,
formando un complejo de Mo(V), presentando una coloracion azul que es medida
en un espectrofotometro UV-Vis a 760 nm. (Mufoz-Bernal et al., 2017). Dicha

reaccion se presenta en la figuray7.

HO COOH Ho COOH
HO HO
—'...
£ 9L 0®
H
HO 0
0‘3 0 N
N4 Mo
o SN -
=
d o~

Figura 7. Mecanismo de reaccién de la cuantificacion de polifenoles totales/por el método Folin-
Ciocalteu. Adaptado de Mufoz-Bernal et al., 2017, utilizando ChemDraw® pro 8.
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5. JUSTIFICACION

En I3 actualidad esta surgiendo un interés por el uso de productos naturales como
principales’fuentes de metabolitos secundarios con potencial actividad bioldgica. Un
ejemplo de-€sto es Sambucus nigra L., como una alternativa para el tratamiento del
resfriado comun;.donde los metabolitos que han sido relacionados a este uso son
del tipo polifenéles como; rutina, kaempferol, quercetina y acido clorogénico. No
obstante, los procesos.de extraccion tradicional como en el caso de la maceracion
requieren de tiempas\ prolongados para la obtencion de una concentracion

necesaria de metabolitos.

Por lo que se hace necesarios’seleccionar una técnica de extraccion adecuada para
estandarizar los productos vegetales que permita obtener los componentes solubles
deseados y omitir aquellos no deseados utilizando la ayuda de solventes, por lo cual
en las ultimas décadas ha aumentado\el interés por las técnicas emergentes de

extraccién, como es el caso de’la extraccion por ultrasonido.

Considerando que el Sambucus nigra Lgses una planta de gran interés en la
actualidad por la riqueza de los componentesbioactivos que posee, es necesario
evaluar la eficiencia de métodos de eXtraccion“(maceraciéon y ultrasonido) para
determinar cual de los métodos es el mas adecuado.para una mejor extraccion de
grupos metabdlicos como son los flavonoides y polifeneles presentes en las partes
aéreas de S. nigra L., utilizando mezclas extractantes con‘diferentes proporciones

de alcohol:agua.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Comorinfluye el método de extraccion y la proporcidn del agente extractante en la
concentracion de flavonoides y polifenoles totales en los extractos hidroalcohélicos

de Sambueus.nigra L.?

7. HIPOTESIS.

Los extractos hidroalcohélicos de S. nigra L. obtenidos mediante maceracion vy
ultrasonido con distintas”proporciones en la composicion del agente extractante,

presentaran variaciones en las concentraciones de flavonoides y polifenoles totales.

8. OBJETIVO GENERAL

Comparar la eficiencia entre des-métodos.de extraccién mediante la variacién en la
composicidon del agente extractante y su influencia en el contenido de flavonoides y
polifenoles totales en extractos hidroalcohdlices de las partes aéreas de Sambucus

nigra L.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extraer los metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de S.
nigra L. mediante las técnicas de extraccién por maceracion y ultrasonido,
utiizando en ambos casos como agente extractante cinco mezclas
hidroalcohdlicas en diferentes proporciones.

e Analizar por cromatografia en capa fina la variabilidad delscontenido
metabdlico de los extractos obtenidos de S. nigra L.

e Cuantificar mediante espectrofotometria UV-Vis los flavonoides y polifenoles
totales obtenidos mediante las diferentes combinaciones de las técnicas de

extraccion y composicion del agente extractante.
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10. METODOLOGIA

En Iafigura 8 se muestra el diagrama de flujo de la metodologia a seguir durante el

presente proyecto.

vegetal

!

Secado y molienda del
material vegetal

btencion de
/extractos
hi@lcohélicos
AN

y .

[ Colecta del material ]

Maceracion [ Ultrasonido
Cromatografia en Cuanti
capa fina de los flavo

extractos polifenol

Analisis estadistico

Figura 8. Diagrama de la metodologia empleada.
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10.1..Colecta del material vegetal

La colecta de las partes aéreas (hojas y flores) del Sambucus nigra L., se llevo a
cabo en la*carretera Samaria-Amatitan, 86690 Huacapa-Amestoy, localizada en el

municipio de"Cunduacan, Tabasco en febrero del 2024 (Figura 9).

Figura 9. Mapa de la ubicacion de laycolecta del material vegetal (18°03'10.9"N 93°11'54.8"W),
Huapaca-Amestoy, Gunduacan,Jabasco. (fuente: Google Maps).

10.2. Secado y molienda del material vegetal.

Las partes aéreas colectadas fueron_secadas«protegidas de la luz solar y a
temperatura ambiente durante 72 h, una vez secas sé realizé la molienda con ayuda

de un molino manual, obteniendo un peso de material'vegetal de 509 gramos.

10.3. Obtencion de los extractos hidroalcoholicos.

Para cada una de las mezclas extractantes y método de extfaccion el proceso se
realizd por triplicado (n=3) fueron empleados 10 g de material vegetal seco junto a

200 ml de la mezcla extractante.

Las mezclas hidroalcohdlicas como agentes extractantes en distintas proparciones,

se indica en la tabla 2.
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Tabla.2. Composicion de las mezclas extractantes para cada método de extraccion.

Método de Mezcla del agente extractante (%v/v) Clave de
extraccién Etanol (%v/v) \ Agua (%v/v) identificacion
100 0 M1
80 20 M2
Maceracion 50 50 M3
20 80 M4
0 100 M5
100 0 U1
80 20 U2
Ultrasonido 50 50 U3
20 80 U4
0 100 us

10.3.1. Extraccién por maceracion.

La maceracion se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia descrita por Miranda
(2002); para lo cual, fue colocadoen un matraz Erlenmeyer 10 g del material vegetal
seco y se anadié un volumen de_200 mL de.sa mezcla hidroalcohdlica a evaluar,
asegurando de cubrir todo el material vegetal; sin\que la muestra ocupe mas de la
% parte del volumen total del matraz. Luego, setapo6 el matraz y se dejo reposar
durante 24 horas, agitando de manera periodica el'matraz. Una vez finalizado el
tiempo de macerado, se extrajo la mezcla extractante’por medio de decantacién y
se filtro, este procedimiento se repiti6 2 veces con’_la, muestra a evaluar.
Posteriormente, se obtuvo el extracto con ayuda de un Rotavapor® R-100 (BUCHI,
Suiza), con el fin de llevarlo a sequedad eliminando totalmente el agente
extractante. Lo anterior, fue realizado en cada una de las muestras con las distintas

mezclas extractantes.

El calculo del rendimiento obtenido de cada uno de los extractos4segun las

proporciones de las mezclas empleadas de acuerdo con la ecuacion 2:

Peso del extracto

% rendimiento = x100
Peso de la muestra seca

Ecuacion 2. Obtencién del % del rendimiento de los extractos.
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Finalmente, se etiquetaron y se guardaron para su posterior cuantificacion de

flavonoides y polifenoles totales mediante espectrofotometria UV-Vis.

10.3.2. Extraccién por ultrasonido.

La extraccion ‘con ultrasonido se realiz6 usando como guia la metodologia de
Morales et al, (2023), realizando modificaciones de acuerdo con el presente
proyecto; para locual en un matraz Erlenmeyer, se colocaron 10 gramos del material
vegetal seco y se afiadié 200 ml de la mezcla hidroalcohdlica a evaluar, cubriendo
todo el material vegetal,_sin que la muestra ocupe mas de la % parte del volumen
total del matraz. Seguido de ello, se sumergié en un bafo de ultrasonido (Cole-
Parmer 8891, Vernon Hills, ILyfigura 10.) a una frecuencia de 20 KHz y una potencia
de 750 W durante 15 minutos, procurando que haya quedado sumergida la muestra
dentro del bafio. Al concluir la extraccion, se filtré el extracto. Posteriormente, se
elimino el solvente utilizando un Rotavapor® R-100 (BUCHI, Suiza) hasta llevarlo a
sequedad, eliminando todo el.agente extractante. Este procedimiento se realiz6 por
triplicado. Se calculé el rendimiento_obtenido para cada uno de los extractos de

acuerdo con la ecuacion 2.

Finalmente, se etiquetd cada uno de los extractes resultantes y se guardaron para
su posterior cuantificacion de flavonoides y polifenoles totales a través de

espectrofotometria UV-Vis.

Figura 10. Bano de ultrasonido Cole-Parmer 8891. Imagen propia.
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10.4..Cromatografia en capa fina

El perfil.cromatografico de cada una de las muestras fue realizado mediante
cromatografia en capa fina fase normal, empleando como fase estacionaria placas
de silica gel’60 F254. Las placas fueron eluidas en el sistema de acetato de
etilo/acido férmico/acido acético glacial/agua en proporciones (5:0.25:0.25:0.7). Se
utilizé una lampara UV-Vis (Spectroline CM-10) a A= 254 y 365 nm para identificar
los compuestos presentes. Ademas, se empled como solucion reveladora el reactivo
“Natural Product — Palietilenglicol (NP-PEG)”.

10.5. Cuantificacion de flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides, se realizé de acuerdo con la metodologia de Zhu,
(2010), la cual se basa en una reaccion de iones de aluminio con los flavonoides en

un medio alcalino formando quelatos que dan una coloracién roja.

El procedimiento consistio ens,medir la concentracion de flavonoides totales
mediante espectrometria de @bsorcion, \utilizando el espectrofotometro UV-Vis
GENESYS™ (Figura 11) 10S a A= 510 nm.

Figura 11. Espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis. Imagen propia.
Con este propésito, se elaboré una curva de calibracion utilizando como patrén el
flavonoide rutina en concentraciones de 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 mg/ml del
patrén y a partir de la cual se determiné la concentracion de flavonoides en cada

uno de los extractos.
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Se disolvieron 10 mg de cada uno de los extractos en 2 mL de MeOH. Se realizaron
dilucienes de la muestra, luego se tomd una alicuota 100 pL de la disolucion anterior,
se anadieron 1675 puL de agua y 75 pL de NaNO:2 al 5%, pasados 5 minutos se
agregaron=150 pL de AICIz al 10% y se esperd 6 minutos, pasado el tiempo se
afiadieron 500 uL de NaOH 1M, se observo la aparicion de un complejo rojo, las
lecturas se leyeron_antes de 15 minutos después de agregar el NaOH, de igual

forma se preparé el blanco utilizando 100 uL de MeOH.

Finalmente, se procediora, leer cada una de las muestras a la misma longitud de

onda, obteniendo el contenido.de flavonoides totales.

10.6. Cuantificaciéon de polifenoles totales

La cuantificacion de polifenoles totales se realizé segun la NOM-003-SAG/GAN-
2017 (SAGARPA, 2017). Este procedimiento consiste en medir la concentracion de
polifenoles totales mediante espectrofotometria de absorcion UV-Vis GENESYS™
10S (Figura 11) a A= 760 nm;~basado en una reaccion colorimétrica de 6xido-
reduccion (amarillo a azul). El reactivo de‘Folin-Ciocalteu (FC) se utiliz6 como el

agente oxidante.

Se elaboré una curva de calibracion™utilizando acido galico como patrén, en
concentraciones de 0.001, 0.002, 0.004, 0.006, 0.00Z.mg/mL, a partir de la cual se
determiné la concentracién de polifenoles totales en cada uno de los extractos a

evaluar.

Se disolvieron 10 mg de cada uno de los extractos en 2 mL delMeOH. Se realizaron
varias diluciones de la muestra, luego se tomé una alicuota 100. uL de la solucién
anterior, seguido de ello, se anadieron 1400 uL de agua y 250 uL.de reactivo de
Folin-Ciocalteu 1N, después de 5 minutos se agregaron 250 uL de carbonato de
sodio (Na2CO3) al 20 %, observando la aparicién de un complejo coloreado-azul, y
se esperaron 2 horas para realizar las lecturas, de igual forma se preparo el blanco
utilizando 100 uL de MeOH.
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Finalmente, se procedié a realizar las lecturas de las muestras y con ellas se
determinaron las concentraciones de polifenoles totales en cada uno de los

extractos obtenidos.

10.7. Analisis-estadistico

Los resultados de la cuantificacion de flavonoides y polifenoles totales de los
extractos obtenidos’por maceracion y ultrasonido fueron expresados como la media

+ desviacion estandar.

El andlisis estadistico se realizo con un paquete estadistico (SPSS™ version 23.0),
mediante ANOVAYy la prueba de Tukey; considerando una diferencia significativa de
p<0.05. El objetivo de este analisis es organizar los datos obtenidos, analizarlos e
interpretarlos, con el fin de encontrar tendencias significativas entre ellas que nos

ayuden a comprender los resultados,
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11. RESULTADOS

11.1. Obtencion de los extractos de Sambucus nigra L.

En la figara12 se presentan las graficas del porcentaje de rendimiento en cada uno
de los extracios obtenidos mediante las técnicas de maceracion y ultrasonido,

dependiendo de la mezcla extractante de las partes aéreas de S. nigra L.
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Figura 12. Graficas del porcentaje de rendimiento para cada una de‘las muestras. M1; U1=100%
EtOH, M2; U2= 80/20 EtOH/H20, M3; U3= 50/50 EtOH/H20, M4; U4=120/80 EtOH/H20, M5; U5=
100% H20. Porcentaje de rendimiento de los extractos hidroalcohdlicos'de S. nigra L. obtenidos por
macerado (M1, M2, M3, M4, M5) y ultrasonido (U1, U2, U3, U4, US). Los datosrepresentan la media
* error estandar (n=3) de cada uno de los extractos. La significancia estadistica se determiné por
medio del analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de post hoc TuKey. Las barras con la
misma letra (a-e) no presentan diferencias significativas en p<0.05. Elaboracion propia por GraphPad
prism® 9.

Los extractos obtenidos por maceracion mostraron un mayor porCentaje de
rendimiento comparados con los obtenidos por ultrasonido. En el caso.de los
extractos obtenidos por maceracién, los mayores rendimientos se presentarop-en
las muestras M4 y M5 utilizando como agente extractante 20:80 y 100%H:20,
respectivamente, en la cuales no se observaron diferencias significativas entre

25



ambas (19.4 £ 2.5%; 21.2 £ 0.6%), seguido de la muestra M3 extraida al 50:50 de
la mezcla extractante (17.2 £ 1.7%) que no presenté diferencias significativas con
las muestras M4 y M5 ni con las muestras M1y M2 (11.7 + 0.7%; 13.0 £ 1.7%)
extraidas {con ayuda de la mezcla de extractantes 100% EtOH y 80:20

respectivamente.

Los extractos obtenidos por ultrasonido que presentaron el mayor porcentaje de
rendimiento son las muestras U3, U4 y U5 extraidas al 50:50, 20:80 y 100%H20 de
las mezclas hidroalcohglicas utilizadas, en las cuales no se presentaron diferencias
significativas entre ellas (84 + 1.1%; 8.6 £ 0.7%; 9.7 £ 0.2%), seguido de la muestra
extraida al 80:20 de la ‘mezcla extractante U2 que no presentd diferencias
significativas con las muestras.anteriores, ni con la muestra U1 que utilizo 100%
EtOH para su extraccion, la cualmostro el menor porcentaje de rendimiento (2.6 +
0.5%).

En la obtencidn de los extractosde las partes aéreas de S. nigra L. se pudo observar
un mayor porcentaje de rendimiento-en el extracto M5 obtenido por el método de
maceracion y utilizando como agente. extractante 100%H20. Contrario a ello, la
muestra que presenté el menor porcentaje de rendimiento fue la muestra U1 la cual
se obtuvo por medio del método de ultrasonido utilizando 100%EtOH como agente
extractante. En base a ello, se observé que el porcentaje de rendimiento era mayor

conforme la polaridad del agente extractante aumenté.

11.2. Anadlisis de los extractos por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Una de las caracteristicas de la CCF en fase normal fue permitit.una identificacion
preliminar sobre el contenido de los metabolitos presentes en cada, uno de los

extractos de S. nigra L.

En la figura 13 se muestra el cromatofolio donde se analizaron los extractos
obtenidos en cada uno de los métodos de extraccion, junto a los estandares de
acido clorogénico (AC) con fluorescencia azul y rutina (R) con fluorescencia naranja,
para facilitar la observacion de algunos metabolitos presentes en S. nigra L. Las
placas se eluyeron en el sistema acidificado acetato de etilo/acido férmico/acido
acético glacial/agua en proporciones (5:0.25:0.25:0.7).
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Figura 13. Cromatografia’de Capa Fina Fase normal del conjunto de extractos. AC= Acido
clorogénico, R= Rutina, M1;.U1= 100% EtOH, M2; U2= 80/20 EtOH/H20, M3; U3= 50/50
EtOH/H20, M4; U4= EtOH/H20, M5; U5= 100% H20, Fr= Factor de retencion. Eluidas en el
sistema acidificado acetato de etilo/acido férmico/acido acético glacial/agua en proporciones
(5:0.25:0.25:0.7). Revelados con NP-PEG.(Natural Product — Polietilenglicol), observada a A= 365
nm¢Imagen propia.

Los extractos M1 y U1 extraidos al 100% de EtOH presentaron similitudes en su
contenido metabdlico indicados_en la cromatografia de la figura 13, en ambas se
logré observar levemente la preséncia de ratina (R) con un Fr de 0.13, pero no se
observo el acido clorogénico (AC):"De igual forma, los extractos M2, U2, M3, U3,
M4 y U4 extraidos en mezclas 80:20. 50:50 y 20;80_de EtOH/H20, presentaron un
perfil cromatografico similar, con una intensa coloracién de dos manchas, una de
color naranja fluorescente y otra de color azul fluorescente con un Fr similar a los
estandares de R y AC. En el caso de los extractos M5y U5 los cuales fueron
extraidos utilizando 100%H20 como agente extractante;gpresentaron el mismo
contenido que las anteriores, sin embargo, la diferencia radica en la intensidad de
los compuestos naranja fluorescente y azul fluorescente, observandose en M5 una

mayor intensidad entre ambos.

Se debe tener presente que aunque no se observen a simple vista rutina, acido
clorogénico u otros metabolitos secundarios reportados en S. nigra L. no_quiere
decir que no se encuentren presentes, esto debido a que la CCF es un método
cualitativo y por ello se puede optar por realizar la elucion en un sistema diferente.o
realizar la CCF-Fase reversa con el fin de observar aquellos metabolitos que no se
logran presenciar en el sistema acidificado.
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11.3..Determinacion de flavonoides totales.

En |a figura 14 se presenta la curva de calibracion de rutina necesaria para la

cuantificaeidon de flavonoides totales.
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Figura 14. Curvas de calibracion para la’cuantificacion de flavonoides empleando rutina como
estandar. Elaboracion propia por GraphPad prism® 9.

En la figura 15 se observan las gréficas del contenido de flavonoides totales

obtenidos en cada uno de los extractos:
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Figura 15. Graficas de la cuantificacién de flavonoides totales para cada una de las muestras. CFT=
Concentraciéon de Flavonoides Totales=1; U1=100% EtOH, M2; U2= 80/20 EtOH/H20, M3; U3=
50/50 EtOH/H20, M4; U4= 20/80 EtOH/H20;-M5; U5=#100% H20. Contenido de FT de los extractos
hidroalcohdlicos de S. nigra L. obtenidos, per macerado(M1, M2, M3, M4, M5) y ultrasonido (U1, U2,
U3, U4, U5). Los datos representan la media t.error estandar (n=3) de cada uno de los extractos. La
significancia estadistica se determind por medio del analisis*de varianza (ANOVA) seguido de la
prueba de post hoc Tukey. Las barras con la misma letra (a=f).no presentan diferencias significativas
en p<0.05. Elaboracién propia por GraphPad prism® 9.

Con base a la figura 15, se describe el analisis estadistico de la cuantificacion de
flavonoides totales, en la cual se observo que los extractos ebtenidos por ultrasonido
mostraron un mayor contenido de este metabolito, a diferencia de aquellos
obtenidos por maceracién, sin embargo la muestra M1 mostro la‘concentracion mas
alta de FT presentando diferencias significativas con cada uno de0s extractos
(319.82 £ 1.7 mg Eq RE/ g de extracto), seguido de las muestras U2y U1que no
presentaron diferencias significativas entre ellas (193.69 + 2.3; 196.59 £5.0 mg Eq
RE/ g de extracto), asi mismo, la muestra U2 no presento diferencias significativas
con la muestra U3 (180.18 + 2.2 mg Eq RE/ g de extracto). Las muestras M3," M2,y
U4 presentaron la cuarta concentracién mas alta de FT sin diferencias significativas
entre ellas (150.58 + 2.4; 159.59 £ 1.18; 162.80 + 1.8 mg Eq RE/ g de extracto), la
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muestra M4 presento la quinta concentracion mas alta presentando diferencias
significativas con cada una de las muestras (131.27 £ 1.7 mg Eq RE/ g de extracto).
Por ultimoy tas muestras M5 y U5 mostraron las concentraciones mas bajas sin
presentar diferencias significativas entre ellas (74.65 + 4.5; 81.72 + 3.3 mg Eq RE/

g de extracto).

De acuerdo con.ossresultados obtenidos se puede observar que los extractos de
las partes aéreas (del*Sambucus nigra L. presentan una concentracion alta de
flavonoides utilizando el método de extraccion por ultrasonido y el agente
extractante 100% EtOH-9"mezclas con mayor porcentaje de EtOH, habiendo asi
poca variabilidad en las ceneentraciones de FT obtenidos en un tiempo menor

contrario al método de maceracion:

11.4. Cuantificacion de polifenoles totales.

En la figura 16 se presenta la curva de calibracién de acido galico necesaria para la

cuantificacion de polifenoles totales:
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Figura 16. Curvas de calibracién para la cuantificacién de polifenoles empleando acido galico
como estandar. Elaboracion propia por GraphPad prism® 9.
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En lasfigura 17 se observa la grafica del contenido de polifenoles totales obtenidos

en cada.uno de los extractos.
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Figura 17. Gréficas de la cuantificacion de polifenoles totalespara cada una de las muestras. CPT=
Concentraciéon de Polifenoles Totales. M1; U1=100% EtOH,.M2; U2= 80/20 EtOH/H20, M3; U3=
50/50 EtOH/H20, M4; U4= 20/80 EtOH/H20, M5; U5= 100% H20. Contenido de FT de los extractos
hidroalcohdlicos de S. nigra L. obtenidos por macerado (M1, M2#M3, M4, M5) y ultrasonido (U1, U2,
U3, U4, U5). Los datos representan la media + error,estandar (h=3) de cada uno de los extractos. La
significancia estadistica se determiné por medio del analisis desvarianza (ANOVA) seguido de la
prueba de post hoc Tukey. Las barras con la misma letra (a-f) no presentan diferencias significativas
en p<0.05. Elaboracién propia por GraphPad prism® 9.

En la figura 17 se muestra la cuantificacion de polifenoles totales de las muestras
de S. nigra L., en las cuales se observo la variacion en la coneentracion de PT de
los extractos analizados en ambos métodos de extraccion. La muestra®U5 mostro la
mayor concentracion de PT presentando diferencias significativas Con.respecto a
los demas extractos (313.73 + 4.3 mg Eq AGE/ g de extracto), seguido de lasmuestra
M5 con diferencias significativas frente a las demas muestras (166.20 + 2.4 mg Eq
AGE/ g de extracto). Ambas muestras (U5 y M5) fueron extraidas usando, como
agente extracte 100%H20 lo cual puede deberse a la polaridad de los polifenoles_.o
compuestos fendlicos presentes en los extractos de las partes aéreas de Sambucus

nigra L.
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La muestra M4 presento la tercera concentracidn mas alta presentando diferencias
significativas frente a las demas muestras (126.55 + 2.7 mg Eq AGE/ g de extracto),
seguidode.la muestra U4 presentando diferencias significativas respecto a las otras
muestras (108.47 + 2.3 mg Eq AGE/ g de extracto). Las muestras M1, U2, M3, M2
y U3, presentaron la quinta concentracion mas alta de PT en orden ascendente en
las concentraciones sin diferencias significativas entre si (78.41 + 4.1; 81.90 £ 2.1;
85.15 £ 2.4; 88.51 #3.7; 92.75 £ 1.5 mg Eq AGE/ g de extracto). Finalmente, la
muestra U1 mostré”la.menor concentracion de PT con diferencias significativas

entre las muestras (53.85 1.8 mg Eq AGE/ g de extracto).

En base a los resultades.~obtenidos se logré6 observar que las mayores
concentraciones, tanto por el.método de ultrasonido como por el método de
maceracion, fueron extraidas utilizando como agente extractante 100% H20. Asi
mismo, se logro observar una tendencia similar en los extractos M1, U2, M3, M2, y
U3, las cuales fueron extraidas con mezclas hidroalcohdlicas en diferentes

concentraciones y utilizando ambos métodos de extraccion.
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12. DISCUSION.

12.1. Porcentaje de rendimiento.

De acuerdo’con la figura 12 se le atribuye un mayor porcentaje de rendimiento a la
extraccion porymaceracion al ser un procedimiento en el cual el material vegetal
tiene un contacto.prolongado con el disolvente por un periodo de horas e incluso
dias, permite que haya una difusion mayor de los compuestos presentes en el
material vegetal, benéeficiando la extraccién de una cantidad mayor de extracto
(Carrién y Garcia, 2010).

12.2. Andlisis de los extractos por Cromatografia en capa fina (CCF).

El cromatofolio de fase normal<de la figura 13 fue revelado con el reactivo NP-PEG
el cual permite identificar 1a.tpresencia de compuestos tipo fendlicos,
especificamente flavonoides que  ‘al  ser observada a A= 365nm presentan
fluorescencia, la coloracion de eada metabolito es caracteristico y dependiente de
su estructura quimica, por lo queZes posible observar fluorescencia en tonalidades
amarillas, naranjas, azules y verdes. Los estandares utilizados en la CCF fueron
rutina, cuya presencia se puede observar en‘coler-naranja-amarillo fluorescente y

acido clorogénico en coloracion azul fluorescente (Axpuaca-Aspuac et al., 2017).

Es importante tener presente las limitaciones de la CCF, por ejemplo la sensibilidad
de esta técnica es moderadamente baja, por lo tantofalgunos compuestos con
concentraciones bajas presentes en los extractos de S.Chigra L. no podrian ser
observadas por este método (Munoz, 2015), sin embargo hay“técnicas con mayor
sensibilidad, como el caso de la espectrofotometria UV-Vis/\que nos permite
cuantificar las concentraciones de los metabolitos secundarios presentes incluso en

concentraciones bajas.

12.3. Cuantificacion de flavonoides totales.

En la figura 15 se observd una tendencia decreciente en ambos métodos) de
extraccion, lo cual puede atribuirse a la polaridad de aquellos flavonoides{que
poseen en su estructura grupos hidroxilos insustituidos o glicosilados, lo que permite

una mayor afinidad hacia disolventes polares como el etanol, metanol, acetona,
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aguaro mezclas de estos (Cartaya y Reynaldo, 2001; Rodriguez de Luna et al.,
2020):

Las coneentraciones mas altas se observaron en las muestras extraidas con mayor
cantidad de etanol, debido a que los flavonoides son metabolitos con propiedades
lipofilicas altagy dificultando la extraccion con solventes como el agua, siendo el
etanol el solvente mas adecuado para la extraccion de flavonoides, debido a las

caracteristicas polares+y no polares de su estructura (Nagula y Wairkar, 2019).

Con base a la figura 15"podemos inferir que si en un proyecto futuro queremos
obtener rutina u otro flavonoide, debemos optar por un sistema de extraccién 100%
EtOH, debido a que permite la extraccion del mayor contenido de flavonoides totales

en los extractos de S. nigra L.

12.4. Cuantificacion de polifenoles totales.

De acuerdo con la figura 17 las€oncentracion de polifenoles totales presenta una
tendencia creciente conforme ‘€l_agente extractante contiene mayor proporcion de
agua, como es el caso de M5 y US 'en donde_ambas el agente extractante es 100%
H20. Los polifenoles son altamente solubles en@agua, ya que muchos presentan en
su estructura grupos hidroxilos, volviéndolos hidrofilicos, o que permite que formen
enlaces H con las moléculas del agua, aunque el etanol también contiene grupos

hidroxilos es menos polar que el agua (Ferrer et al., 2016).

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede obsefvar que los extractos de
las partes aéreas del Sambucus nigra L. presentan una congcentracién alta de
polifenoles y no presentaron diferencias significativas en ambos métodos de
extraccion. Es por lo que, utilizar nuevas técnicas de extraccion hoy emdia es algo
muy importante para agilizar la obtencion de los extractos, es asi queda extraccion
asistida por ultrasonido ha demostrado ser una de las opciones mas?eficientes,
obteniendo resultados comparables e inclusive en algunos casos, superiores a los
de la extraccion por maceracion. Ademas, esta técnica no solo nos permite reducir
significativamente el tiempo requerido para la extraccion, sino que también resulta

beneficiosa desde un punto de vista energético (Fajardo et al., 2022).
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13.CONCLUSION

Este trabajo permitio la comparacion entre dos métodos de extraccion con diferente
composicién de solventes como agente extractante, donde se encontré que: el
meétodo de-extraccidn por maceracion obtuvo un mayor rendimiento de extraccion.
Asi mismo, el analisis del contenido metabdlico por medio de la CCF en todas las
muestras permitid _<ddentificar la presencia de dos principales metabolitos
secundarios en los“extractos de las partes aéreas de S. nigra L., rutina y acido

clorogénico.

Por otra parte, en este trabajo se observo que la eficiencia para lograr un mayor
contenido de flavonoides totales fue mediante la extraccion por ultrasonido y
utiizando como agente extractante EtOH al 100% o mezclas con mayor
concentracion de EtOH, en el caso.de la cuantificacion de la concentracion de
polifenoles totales, ambos métodos “no presentaron muchas diferencias, no
obstante, considerando el tiempo de obtencion de 45 min del ultrasonido a 3 dias

del macerado, la mejor opcion es’la extraccion por ultrasonido.

Por lo anterior, es importante destacar-que es posible generar condiciones para una
mejor obtencion de metabolitos secundarios a partir de la seleccion adecuada del
método de extraccion y del agente extractante, de acuerdo con el interés de aquellos

metabolitos secundarios que se deseen estudiar.
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14.GLOSARIO

Alcaloides: Compuestos organicos nitrogenados con caracter basico en su
mayoria, de origen vegetal y con una estructura quimica compleja, las cuales tienen

diversas aeciones farmacoldgicas en pequenas dosis.

Extraccién: Implica retirar, de la manera mas selectiva y exhaustiva posible, las
sustancias o fracciones activas presentes en la planta, utilizando un liquido o mezcla
de liquidos que seap‘tecnoldgicamente adecuados y seguros desde el punto de

vista toxicologico.

Extractantes: Sustancia o compuesto empleada con el fin de separar o liberar

quimicamente otras sustancias.de una mezcla mas compleja.

Fenoles: Compuestos organicos.que tienen en su estructura anillos aromaticos los

cuales contienen un grupo hidroxilo.como su grupo funcional.

Maceracion: Es un método «de extraccion-de los compuestos bioactivos de una

planta sumergida dentro de un solvente soluble.

Medicina tradicional: Segun la definicion defla.Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), la medicina tradicional abarca el conjunie~de conocimientos, técnicas y
practicas basadas en las teorias, creencias y experiencias de diversas culturas,

utilizadas para preservar la salud fisica y mental.
Metabolitos secundarios: Compuestos quimicos con propiedades farmacoldgicas.

Terpenos: Son metabolitos secundarios responsables deé las caracteristicas

organolépticas, como el aroma y el sabor, de las plantas.

Ultrasonido: Técnica que permite la extraccion completa de les compuestos
bioactivos de las plantas, lo que resulta en rendimientos superiores en un tiempo de

extraccion muy reducido.
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comun._El objetivo de este proyecto es comparar la
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