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RESUMEN

Actualmente las plantas se consideran como una alternativa para la fitoterapia y la medicina
tradicional debido al costo elevado de los tratamientos alopaticos. La busqueda de nuevos
medicamentos se ha efectuado en una amplia diversidad de plantas, experimentando un
crecimiento importante en su uso con fines curativos y preventivos e incluso, asociadas con
otros farmacos.

En esta investigacion se trabajo con la raiz y el fruto del Granjel (Celtis pallida Torr.), se
trituraron y se utilizaron en métodos de extraccion Soxhlet, con solventes diferentes. También
se realizaron extracciones por ultrasonido para encontrar metabolitos secundarios que
puedan presentar actividad biolégica. Se determind la composicion de acidos grasos
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mediante analisis cromatografico por parte del Centro de Investigacion en Alimentacion vy
Desarrollo (CIAD) subsede Delicias. Se efectud un bioensayo de toxicidad sobre Artemia
salina, herramienta util para la determinacion preliminar de toxicidad de extractos de plantas
y su cuantificacion de la concentracion letal media (DL50).

Con base en los resultados obtenidos se observa que los extractos de fruto y raiz con
disolventes de éter y cloroformo presentan una consistencia plastificante y que los solventes
polares presentan mayor porcentaje de extraccion que los menos polares. En el extracto de
fruto medio, obtenido por ultrasonido, resalto la mayor cantidad de polifenoles. Se determino
la presencia de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en el anélisis
cromatografico. Se concluye que el extracto de fruto + metanol obtuvo menor toxicidad con
una DL50 de 217.8, clasificandose como moderadamente toxico.

Palabras clave: Plantas, toxicidad, polifenoles, acidos grasos.

ABSTRACT

Currently, plants are considered as an alternative for phytotherapy and traditional medicine
due to the high cost of allopathic treatments. The search for new medicines has been carried
out in a wide diversity of plants, experiencing an important growth in their use for curative
and preventive purposes and even associated with other drugs.

In this research, the root and fruit of Granjel (Celtis pallida Torr.) were crushed and used in
Soxhlet extraction methods, with different solvents. Ultrasound extractions were also
performed to find secondary metabolites that may present biological activity. The fatty acid
composition was determined by chromatographic analysis by the Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Delicias branch. A toxicity bioassay was performed on brine
Shrimp, a useful tool for the preliminary determination of toxicity of plant extracts and its
quantification of the mean lethal concentration (LD50).

Based on the results obtained, it is observed that the fruit and root extracts with ether and
chloroform solvents present a plasticizing consistency and that the polar solvents present a
higher extraction percentage than the less polar ones. The medium fruit extract, obtained by
ultrasound, showed the highest amount of polyphenols. The presence of saturated,
monounsaturated and polyunsaturated fatty acids was determined in the chromatographic
analysis. It is concluded that the fruit extract + methanol obtained lower toxicity with a LD50
of 217.8, being classified as moderately toxic.

Keywords: Plants, toxicity, polyphenols, fatty acids.
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INTRODUCCION

La practica de la medicina herbolaria se basa en el uso terapéutico de las plantas
medicinales, como sustituto de las medicinas farmacéuticas o en combinacion. Existen
diferentes formas de preparacion de extractos para mejora de la salud utilizando tallos, hojas,
fruto y raices de las plantas. White (2002).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los medicamentos derivados de las
plantas incluyen material, preparaciones y productos, que contienen como principios activos
partes de plantas, u otros materiales vegetales, o combinaciones de esos elementos y su
uso estéa bien establecido y ampliamente reconocido como eficaz e inofensivo (OMS, 2016a).
Datos de la OMS confirman que en Meéxico la cantidad de plantas usadas por sus
propiedades curativas, de las cuales se tiene registro, asciende a cuatro mil especies; sin
embargo, se estima que solo b % han sido estudiadas para validar quimica, farmacolégica y
biomédicamente los compuestos quimicos en los que reside su utilidad médica (OMS,
2016b).

Los autores Magana., et al (1999); Guedea., y Sanchez (2019), destacan que algunos
habitantes de Delicias, Chihuahua, han utilizado una planta llamada Granjel, a la cual refieren
que tiene una accion de control para la diabetes. Por ende, se emplea dicha especie nativa
del desierto para la realizacién de este trabajo cuyo objetivo fue comparar diferentes
extractos, la dosis letal 50 en Artemia salina y la composicion quimica del Granjel (Celtis
pallida Torr.).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del material vegetal

Para la obtencion de los extractos se utilizé raiz y fruto de Granjel de las localidades de Naica
y Tierra Azul situadas en el estado de Chihuahua. La recoleccion de la materia vegetal se
realizd en los meses de junio a julio de 2021 vy se traslado al laboratorio de Ciencias Quimicas
de la Universidad Autonoma de Chihuahua donde se lavd con agua destilada y se seco
extendida en una mesa a temperatura ambiente por 5 horas, hasta eliminar toda la humedad.
Posteriormente, ya triturado el fruto en un mortero y reducida la raiz a un tamano de un
centimetro utilizando unas tijeras convencionales, se guardaron las porciones en un
refrigerador convencional a una temperatura de 0 ° C, para su uso posterior.

Extraccion solido-liquido- Soxhlet.
Para precisar el porcentaje de grasa presente en el Granjel se utilizo el método de Franz von
Soxhlet. Se realizaron ocho extracciones solido-liquido del fruto fresco y de la raiz del Granjel
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en equipo Soxhlet, los solventes utilizados fueron: cloroformo, acetona, eter y metanol, la
extraccion durd entre 3y 4 horas hasta completar 6 sifonadas con 300 ml de disolvente. En

todos los casos se determino el porcentaje de grasas obtenido en cada extracto.
Peso final—Balon vacio

. . , . , = *
El rendimiento se calculd en porcentaje con la formula: % Grasas Gm 100

Extraccion por ultrasonido solido-liquido

La extraccion asistida por ultrasonido es una opcion segura, economica y de manejo sencillo
(Soria & Villamiel 2010; Vieira et. al 2013). Para esta extraccion se hizo una combinacion de
solventes con acetona, metanol y agua acidificada (15:35:50). Se utilizo raiz, fruto fresco,
fruto medio y fruto oxidado del Granjel (Celtis pallida Torr.). La extraccion se realizé por 30
minutos en ultrasonido Branson modelo 5800 que contenia agua con hielo, se sacaron las
muestras y se filtraron de inmediato a través de papel filtro. No se usé bafio maria. Obtenidos
los extractos se guardaron en viales eppendorf envueltos en papel aluminio dentro del
refrigerador convencional, hasta su uso posterior.

Polifenoles totales

Para la determinacion de compuestos fendlicos se uso el método Folin-Ciocalteu, el cual es
una técnica colorimétrica y cuantitativa que utiliza la naturaleza reductora de estos
compuestos. Para su cuantificacion se elabord una disolucion con acido galico
(CeH2(OH)sCOOH) de 100 mg aforados a 100 ml con agua acidificada. En otros tubos de
ensayo se diluyd 1 ml de cada extracto obtenido por ultrasonido (fruto fresco, fruto medio,
fruto oxidado y raiz) en 9 ml de agua destilada, colocados en viales grandes para su correcta
agitacion, los extractos se diluyeron a 10 ppm debido a su fuerte concentracion. Se
elaboraron los estandares de 100, 200, 300,400 y 500 ppm para la curva de calibracion. se
midieron las absorbancias de las muestras de extracto en espectrofotometro a una longitud
de ondas de 755 nandmetros. Los resultados se expresaron en mg de acido galico por L de
extracto (mgAG/LE).

Analisis de acidos grasos por cromatografia de gases

El anélisis de acidos grasos fue realizado mediante el servicio del Centro de Investigacion
en alimentacion y desarrollo, lugar a donde se llevaron las muestras obtenidas por
extraccion en Soxhlet,
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Cuantificacion DL50 de Artemia salina

Para delimitar el grado de concentracion letal se usaron nauplios de Artemia de 48 horas de
eclosionados, esto se realizo en un recipiente de cristal con 1000 ml de solucion salina al 3%
de cloruro de sodio (NaCl) y burbujeo de una bomba de oxigeno, se le agregé 2 gr de quistes
de Artemia y se colocod en un espacio obscuro con una pequefna entrada de luz a una
temperatura de 30 a 35 grados centigrados. Una vez eclosionados los nauplios se colocd
una lampara de luz fuerte a un lado del recipiente para atraerlos y se fueron colocando con
ayuda de una pipeta de Pasteur 10 de ellos en viales de forma triple los cuales contenian
solucion salina (complementada con 1ml de levadura al 1%) v a diferentes concentraciones
de extracto: 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 10y

1 ug/mL., previamente disueltos en 1 ml de dimetilsulfoxido aforados a 100 ml de solucién
salina. Cada extracto se ensayo 3 veces. Se contabilizd el numero de muertos y se preciso
el porcentaje de mortalidad.

Ponderacién de DL50

La ponderacion de DL50 se hizo a través del método Probit que es un modelo econométrico
no lineal que se utiliza para examinar la relacion entre una variable de respuesta binaria y
una variable de concentracion continua. La ecuacion Probit se calculd en Excel.

RESULTADOS

En las muestras de fruto y de raiz donde se utilizé éter al igual que en las muestras de fruto
y raiz donde se uso cloroformo como disolvente, el extracto quedo de una consistencia
pegajosa, la pigmentacion fue diferente en cada uno de ellos. En cuanto a los disolventes de
mas polaridad

(acetona y metanol), las muestras se observaron con una consistencia manejable y una
pigmentacion de color naranja fuerte en los extractos del fruto, una hiperpigmentacion café
obscuro en el extracto de raiz con éter, raiz con cloroformo y raiz con acetona, en cambio, la
pigmentacion fue café claro en raiz con metanol. Es probable que las pigmentaciones fuertes
posean mayor cantidad de compuestos. Se percibe que el solvente con mayor porcentaje de
extraccion de grasa en el fruto de Granjel es el metanol con una estimacion de 47.12491111.
Considerando que, el metanol extrae compuestos polares de forma especifica se piensa que
el extracto obtenido posee un alto contenido de dichos compuestos. En los extractos
obtenidos mediante ultrasonido se observa la pigmentacion mas fuerte en el fruto medio,
seguido por el fruto oxidado y luego el fresco. La raiz tuvo una coloracion clara. Para la
determinacion del contenido de polifenoles totales se midi¢ la absorbancia de la solucion de
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acido gélico (patron), y se elaboro la curva patron correspondiente. Cabe mencionar que se
hizo una sola repeticion para polifenoles totales por lo cual no se saca desviacion estandar.

Curva calibracion

0.45
0.4 y =0.0007x + 0.0191 °
S .
o R? = 0.9953
© 03 e
(S} .
5 0.25 P
2 .
‘2 0.2
o
< 0.15
0.1 Py .
0.05
0 Acido galico mgAG/LE
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00

Figura 1. Curva de calibracion del acido galico para la determinacion de fenoles
totales por el método de Folin-Ciocalteu.

Tabla 1. Contenido de fenoles totales en los frutos vy raiz del Granjel (Celtis pallida Torr.).

Extractos de Celtis Fenoles MgAG/| E
pallida Torr. totales
Fruto fresco 927 mg/|
Fruto medio 6216 mg/|
Fruto oxidado 4509 mg/|
Raiz 3464 mg/|

El extracto del fruto medio presentd mayor cantidad de fenoles totales (62,160 mg/L),
seguido por el fruto oxidado con 45, 090 mg/L, en tercer lugar, la raiz con (34, 640 mg/L) y
9, 270 mg/L de fruto fresco. Lo anterior, debido a que los extractos se diluyeron a 10 ppm
en esta practica.
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El contenido de acidos grasos que se obtuvo es el siguiente:

Extracto 1: Fruto + éter Extracto 3: Fruto + metanol

Extracto 2: Fruto + cloroformo
Acido graso Contenido (%)

Acido graso Contenido (%)

Acido graso Contenido (%)

Ccs8:0 1.12 C8:0 249
b 09 c10:0 122 c8:0 249
c14a:0 112
c12:0 24 ;
c16:0 2467 C12:0 122
c13:0 7.01
bkt 199 =130 - C16:0 24
e L - C18:2 7.01
c18:1 1596 c16:0 247 .
c18:2 4 69 c16:1 1.98 c183 174
cis8:3 265 c18:0 263
€200 3905 c22:0 78.05 €22:0 247

Extracto 4: Fruto + acetona
Acido graso Contenido (%)

Extracto 7: Raiz + cloroformo

Acido graso Contenido (%)

Extracto 5: Ralz + metanol

Extracto 6: Raiz + acetona

Acido graso Contenido (%)

C8:0 1.19 , y— '

S50 5,06 Acido graso Contenido (%) C14:0 5741
cia0 751 C8:0 125 C1e:0 14

C16:0 16.67 120 0% c18:1 6.68
ci8:1 10.76 C18:2 954
cis2 123 C16:0 3.02 c183 267
Cc18:3 17.32 C22:0 0473 €220 1302
c22:0 3938

Cc8:0 0.24

C12:0 024

C14:0 043

C16:0 987

C18:0 138

c18:1 8.61 Extracto 8: Raiz + éter
c18:2 15.72 Acido graso Contenido (%)
c18:3 404 C8:0 2715
C20:0 50.58

c220 860 C22:0 1285

Cinco de los ocho extractos contienen un porcentaje mas alto de acido behénico (también
conocido como acido docosanoico) en relacion con el volumen de grasa de los demas acidos
existentes en la raiz y fruto del Granjel, por lo que se deduce que es el principal componente
del Granjel.

Para determinar los resultados experimentales del ensayo toxicologico DL50 de los
extractos de Celtis pallida Torr. utilizando Artemia salina, se tomaron como referencia las
recomendaciones del Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo
(CYTED), para clasificar las fracciones y patrones o blancos valorados segun la toxicidad. El
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experimento se considerd valido si el porcentaje de mortalidad en los controles (viales

preparados y desarrollados en las mismas condiciones, pero en ausencia de extracto) no
excedio de 10 % (Valdés et al, 2009).

Tabla 2. Dosis letal media de los extractos de Granjel en los que se utilizaron
diferentes solventes

EXTRACTO DL50 CLASIFICACION

Fruto + Cloroformo 10.4 Altamente toéxico

Fruto + Acetona 10.2 Altamente téxico

Fruto + Eter 35.2 Altamente toéxico

Fruto + Metanol 217.8 Moderadamente t6xico
Raiz + Cloroformo 37.7 Altamente toxico

Raiz + Acetona 1.2 Extremadamente toxico
Raiz + Eter 231 Altamente t6xico

Raiz + Metanol 20.2 Altamente toxico

Los resultados se obtuvieron con un analisis Probit el cual examina la relacion entre 2
variables, una binaria y otra de tension continua. El analisis se llevo a cabo aplicando una
concentracion de extracto a un nimero de Artemia salina, a las 24 horas de expuestas a la
solucion, se registrd la cantidad de organismos muertos. De acuerdo con los datos de la
muestra se realizo el calculo Probit que predice la posibilidad de exista el 50% de mortalidad
para cualguier estimacion de la concentracion en el campo experimental. El metanol,
solvente que tiene mas alta polaridad en relacion con los otros 3 disolventes utilizados, tiene
mayor valor de DL50 en la mezcla con fruto de Granjel por lo que presenta menos toxicidad,
mas no es asi en el caso de la mezcla con raiz.

CONCLUSIONES

e Los 8 extractos realizados se compararon entre si, se resalta que los extractos de fruto y
raiz en los que se utilizd el disolvente de cloroformo, presentan una consistencia
plastificante.

e Elextracto de raiz + metanol presenta una consistencia acuosa y al momento de evaporar
suelta una gran cantidad de espuma por lo que es posible la presencia de saponinas.

e El metanol es el disolvente que presentd mayor cantidad de extracto.

« A través del analisis fitoquimico se pudo apreciar la presencia de polifenoles y la
existencia de acidos grasos en el fruto y la raiz del Granjel.
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e En los extractos realizados por ultrasonido se observé mayor cantidad de polifenoles en
el extracto de fruto medio: 62,160 mg/L.

e El 4cido behénico es el acido graso de mas alto porcentaje en los extractos del Granjel.

« El solvente de metanol con el fruto del Granjel presenta una DL50 mayor (217.8) en
relacion con los demas solventes, con lo que se clasifica: moderadamente toxico.

« Los disolventes de acetona, cloroformo y éter de acuerdo a los resultados de su dosis
letal media se clasifican extremadamente toxicos de acuerdo a la tabla de CYTED.

e Se resalta que los valores obtenidos en la Dosis letal media no advierten una toxicidad
como tal en humanos, méas bien sefalan toxicidad a nivel celular. Esto sirve para
investigaciones futuras especificas que busquen nuevos productos naturales.
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