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ABSTRACT

Three methods for extraction (infusion, maceration and maceration with ultrasound)
for the preparation of ethanol extracts from seed and quantification of coumarin
in Tonka bean seed, the active ingredient associated with medical applications of
this plant were evaluated. The evaluation showed that the ultrasonic maceration
gave the best results in terms of performance and time of the extraction. A method
by High-performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV)
for the detection and quantification of coumarin in ethanol extracts of the seed
of D. odorata is described. The separation was performed in isocratic mode with
mobile phase 45% acetonitrile and 55% water, on a Resolve C18 column of 5 um.
The mobile phase flow was 1.00 ml x min™!, with detection at 275 nm. The calibra-
tion and validation parameters (LOD = 0.07 mg x g! seed, LOQ = 108 mg x g! seed
in a linear range between LOQ to LOQ x30; % RSD <5 for all calibration points
proved a reproducible and sensitive method for the determination of coumarin in
this matrix. www.relaquim.com

Keywords: Dipteryx odorata, Coumarin; seed, High-performance liquid chroma-
tography (HPLC), Extraction

RESUMEN

En este trabajo se evaluaron tres métodos para la extraccion (infusién, maceraciéon
y maceracion con ultrasonido) para la preparacion de extractos etandlicos a par-
tir de la semilla y cuantificacion de cumarina en semillas de Dipteryx odorata, el
principio activo asociado a las aplicaciones medicas de esta planta. La evaluacion
mostré que la maceracion con ultrasonido arrojé los mejores resultados en cuanto
al rendimiento y tiempo de la extraccién de cumarina. Para esta evaluacion, se
desarroll6 un método por cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion
en ultravioleta (HPLC-UV) para la deteccion y cuantificacion de cumarina en los
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extractos etanoélicos de la semilla de D. odorata. La separacion fue realizada en modo
isocratico con fase movil 45% acetonitrilo y 55% agua, sobre una columna Resolve
C18 de 5 um. El flujo de la fase moévil fue de 1,00 ml x min-1, realizando la detec-
cion a 275 nm. Los parametros de calibracion y validacion (LOD= 0,07ug x g-1 de
semilla; LOQ= 108 ug x g-1 de semilla; rango lineal entre LOQ a LOQ x30; %DSR
< 5 para todos los puntos de calibracion), demostraron un método reprodu-cible
y sensible para la determinacién de cumarina en esta matriz. www.relaquim.com

Palabras claves: Dipteryx odorata, Coumarin; semillas, Cromatografia Liquida

(HPLC), Extraccion.

INTRODUCCION

Para una segura utilizacion folclorica o
farmacoloégica de cualquier planta con
propiedades terapéuticas como medicina
alternativa, es necesario una estan-
darizacion cualitativa y cuantitativa de
todos sus principio activos, o al menos
aquellos responsables de atenuar las dolen-
cias asociadas a su uso (Dubey y Guerra,
2002; Canter, et al. 2005; Acharya y Acha-
rya, 2010; McChesney, 1999; Bajaj, 1998).
La estandarizacion cualitativa hace refe-
rencia a determinar todas y cada una de las
estructura de los metabolitos secundarios
(MS) en los diferentes 6rganos de la planta,
y la cuantitativa, hace referencia a cono-
cer los niveles de concentracion en que
se encuentran en la planta y que factores
pueden modular estos niveles (Morgana y
Shanksb, 2001).

Debido a las exigencias de regulacion
en el uso de plantas en uso medicinal, la
estandarizacion cuantitativa ha sido motivo
de intensa investigacion, desarrollandose
diversos métodos de deteccion y cuanti-
ficacion de estos MS (Who, 1977). De los
diferentes métodos encontrados, los mé-
todos cromatograficos han surgidos como
los mas aplicados en el control de calidad
de las plantas medicinales, principalmente
debido a parametros como alta eficiencia,
velocidad y posibilidad de utilizacion en
sistemas automatizados y acoplados a

sistemas de deteccion sensibles (Hellstrém
y Mattila, 2008; Klejdus, et al., 2007).

A nuestro conocimiento, no existen
datos en la literatura de métodos sistemati-
cos de analisis del contenido de cumarina
en las semillas de Dipteryx odorata. En
algunas referencias es posible encontrar
estimaciones del contenido de cumarina,
donde se menciona un contenido entre 1-
3% en peso de cumarina, y en casos muy
raros, pueden alcanzarse concentraciones
del 10% (Duke, 1985; Lewis y Elvin-Lewis,
1977), siendo este compuesto el constitu-
yente mayoritario en las semillas. Almidon
y acidos grasos son otros constituyentes
en la semilla, alcanzando tenores de hasta
un 25% (Trease y Evans, 1978). El arbol
de D. odorata pertenece a las Legumino-
sae, endémico del norte de Ameérica del
Sur, especialmente Venezuela, Guayana y
Brasil (Duke, 1985). Cumaru, uno de sus
nombres folcloricos, es un arbol de la selva
tropical de gran tamano, que crece hasta
30 metros de altura en la Amazonia. Se
puede encontrar en las selvas tropicales de
Brasil, Venezuela y Guyana, es del el género
Dipteryx que comprende 10 especies de ar-
bustos y arboles s6lo en la América tropical.
Este enorme arbol del bosque lluvioso es
muy frecuente en los estados brasilenios de
Amazonasy Para. Para el aprovechamiento
de la especie, la cual tiene explotacion
comercialmente, el fruto, de alta dureza,
es abierto y sus semillas extraida, secada
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y almacenada en barriles durante 24 h
(Ehler et. al., 1995). Durante este tiempo, la
semilla sufre un proceso de fermentacion,
el cual es detectado por la tonalidad negra
que adquiere la semilla. Debido al alto con-
tenido en cumarina y otros aromatizantes,
como flavonoides, muchos usos han sido
dadas a las semillas de esta planta, que van
desde la industria de la perfumeria y del
tabaco, hasta aplicaciones medicinales (Es-
tévez-Braun y Gonzalez, 1997; Bruneton,
1999; Keating y O’Kennedy, 1997). Desde
el punto de vista folclorico, son diversas las
dolencias tratadas con extractos acuoso,
infusiones u extractos alcohdlicos obteni-
dos de las semillas, siendo las actividades
atidiuretico, hipoglicemico, antiinflamato-
rio, antiespasmodico, y mas recientemente,
accion anti cancerigena, especialmente en
lineas cancerosas asociadas al cancer de
mama (Egan et al., 1990; Lacy y O’Kennedy,
2004).

Debido a esta amplia variedad de efec-
tos biolégicos, el uso de bebidas a base de
semillas de D. odorata, o su uso como aditi-
vos en alimentos, ha crecido en los tiltimos
tiempos, lo que ha incrementado la nece-
sidad de controles basados en los niveles
de cumarina que puedan estar presente,
asicomo otros MS en las semillas. A pesar
que en la literatura es posible encontrar
un perfil fitoquimico general para las se-
millas, estos hacen referencia en especial a
las especies encontradas en Brasil, siendo
para el caso de Venezuela, nula la infor-
macion encontrada, y sobre el contenido
de cumarina, a nuestro conocimiento, no
existe informacion sobre los niveles de este
compuesto en las especies en esta zona.
Con estos antecedentes, en este trabajo se
tienen como objetivo desarrollar un método
mediante cromatografia liquida de alta
resolucion para la determinacion de cuma-
rina en semillas de D. odorata. Variables
como composicion del disolvente y método
de extraccion son optimizadas.
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MATERIALES Y METODOS

Semillas

Las muestras de semillas de Dipteryx odo-
rata (gramos/semilla = 1,53 * 0,09; n=30)
fueron obtenidas en mercados publicos en
la region de los Llanos. Las semillas fueron
extraidas de su fruto maduro y secadas a
condiciones ambientales, protegidos de la
humedad. Para su estudio, éstas fueron
secadas a una temperatura de 40°C con
ventilacion forzada durante 4 dias, tiempo
necesario para llegar a un peso constante.
Estas son luego pulverizadas y tamizadas,
usando solo particulas menores a 0,6 mm
para la extraccion.

PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Extracciéon mediante Maceracion

Muestras de semillas tamizadas (1g) fueron
maceradas con etanol:agua (EtOH:H,O;
1:1; v/v; 0,1g/L) a temperatura de labora-
torio (21 + 2°C) durante 4 dias. El material
fue filtrado (<45 pm) y el extracto crudo
asi obtenido fue analizado directamente
mediante HPLC-UV. Este procedimiento
fue realizado por triplicado.

Extraccion mediante maceracion bajo
ultrasonido

Muestras de semillas tamizadas (1g) fueron
mezcladas con etanol:agua (EtOH:H,O;
1:1; v/v; 0,1g/L) y maceradas bajo ultra-
sonido (BRONSON 5510); bano de agua,
temperatura de laboratorio, 2 h. El mate-
rial asi obtenido fue filtrado (<45 pm) y el
extracto crudo asi obtenido fue analizado
directamente mediante HPLC-UV. El pro-
cedimiento fue realizado por triplicado.

INFUSION

Muestras de semillas tamizadas (1g) fueron
agregadas en agua destilada y desionizada
a ebullicion (10 mL). El recipiente fue tapa-
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do hasta alcanzar la temperatura de labo-
ratorio (21+2°C). El material resultante fue
filtrado (<45um) y analizado directamente
mediante HPLC-DAD. Este procedimiento
se fue realizado por triplicado.

DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE
EXTRACCION CON ULTRASONIDO

Para determinar el tiempo optimo de la
extraccion en el bano de ultrasonido,
muestras de 1 g de semillas tamizadas
fueron sometidas a intervalos de tiempo
de extraccion con el disolvente (EtOH:H,O.
1:1v/v, 0,1g/mL) de 5, 10, 60, 120, 160 y
180 min. El material resultante fue filtrado
(<45um) y analizado mediante HPLC-UV.
Este procedimiento se fue realizado por
triplicado.

Determinacion de la eficiencia de la extraccion
con ultrasonido

Para la determinaciéon de la eficiencia de
la extraccion, muestras de 1 g de semillas
tamizadas fueron extraidas bajo ultrasoni-
do (BRONSON 5510; bano de agua, tem-
peratura de laboratorio, 2 h. Esta secuencia
fue realizada por tres ciclos de extraccion.
El material resultante fue filtrado (<45um)
y analizado directamente mediante HPLC-
UV. Este procedimiento fue realizado por
triplicado.

Determinacion de la proporcion OPTIMA del
volumen de extraccion

Preparacion de las muestras

Muestras de semillas tamizadas (1g) fueron
mezcladas con etanol:agua (1:1, v/v) a las
siguientes relaciones de g/mL: 0,5; 0,2;0,1y
0,06. Estas muestras fueron extraidas bajo
ultrasonido (BRONSON 5510; banio de agua,
temperatura de laboratorio, 2 h). El material
resultante fue filtrado (<45um) y este extracto
es el usado para el analisis cualitativo y cuan-
titativo de la eficiencia de la extraccion.

Analisis cualitativo (Cromatografia en capa
fina-TLC)

Del extracto obtenido luego de la extrac-
cion, se toman 3 uL y son aplicados en
la placa de TLC y fueron desarrolladas y
examinadas como se indica en la siguiente
seccion.

Analisis cuantitativo (HPLC)

Los mismos extractos usados en el estudio
por TLC son analizados mediante HPLC,
segun las condiciones mostradas mas
adelante, para el contenido de cumarina
extraida.

METODOS CROMATOGRAFICO

Cromatografia en capa fina (TLC)

Los analisis de cromatografia en capa fina
(TLC) fueron realizados sobre silica gel 60
F254 (MERCK) de 0,25 mm de espesor pre-
parada sobre laminas de aluminio. Como
mezcla de eluyentes para la separacion de
cumarina se usé una mezcla de tolueno:eter
etilico (1:1 v/v) con 1% de acido acético (Sher-
ma, 2004; Glowniak et. al., 1986). Después
de evaporacion del solvente (T<45°C) las
laminas de TLC fueron examinadas bajo luz
UV (MINERALIGHT® lamp MODEL UVGL-25)
a 366 nm. Cumarina (SIGMA CHEMICALS
Co) fue usada como estandar. Muestras de 3
pL de cumarina estandar y de los extractos
fueron aplicados sobre las laminas de TLC
para su separacion.

Anadlisis por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC)

Un cromatografo liquido de alta resolucion
(HPLC), Waters 600E, Millipore, USA, con de-
tector UV para HPLC, Shimadzu, con arreglo
de diodos (DAD) fue usado para los analisis
de cumarina en los extractos obtenidos. Se
usé un inyector Waters U6K, Millipore. La
separacion se llevo a cabo sobre una columna
radial de silica Resolve C18 de 5y 10 um,
Waters, Millipore, USA; con su correspon-
diente Pre-columna Waters Sentry. La sepa-
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racion fue realizada en modo isocratico con
fase movil 45% acetonitrilo y 55% agua. El
flujo de la fase movil fue de 1,00 ml x min™!,
realizando la detecciéon a 275 nm.

VALIDACION DEL METODO

Especificidad

Se analizaron los cromatogramas obtenidos
de soluciones de extracto hidroetanolicos
de semillas y los obtenidos de soluciones
de estandares de cumarina patron, usando
como criterio el tiempo de retencion y el
espectro de ultravioleta.

Repetitividad

Se evaluaron la repetitividad y precision
mediante el analisis en un mismo dia y en
tres dias diferentes siete muestras a dife-
rentes concentracion (5, 10, 50, 100, 300,
500 y 800 uM de cumarina).

Estabilidad

La estabilidad de la cumarina en los es-
tandares (a concentraciones de 10, 100 y
500 uM) y extractos de semilla obtenidas
bajo las mejores condiciones de extraccion,
se evalu6 analizando mediante HPLC por
un periodo de 30 dias.

Andlisis cualitativo

Para la deteccion e identificacion de cuma-
rina en los diferentes extractos generados,
se uso la comparacion del espectro ultra-
violeta, el tiempo de retencion y la adicion
de estandar de cumarina a las muestras
estudiadas.

ANALISIS CUANTITATIVO

Para la construccion de una curva de cali-
bracion se prepar6 una solucion madre (25
mL) de cumarina patrén de concentracion
1,9 mM. Luego se tomaron volumenes en
forma creciente y se fueron anadiendo a
matraces de 10 mL que luego fueron lle-
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vados al aforo con el solvente. Asi se cons-
truyeron soluciones patron de cumarina de
5, 10, 50, 100, 300, 500, 800 y 1000 uM.
Se tomo directamente de estas soluciones
patrones para analizar en el HPLC. Cada
determinacion se llevo a cabo por triplicado.
Con estos datos se construye la curva de
calibracion, graficando area de pico frente
a concentracion. El limite de deteccion
(LOD) fue definido como la concentracion
del estandar que corresponde a tres veces
la relacion senal/ruido (S/N=3) y el limite
de cuantificacion (LOQ) fue defini6 a la con-
centracion del estandar que corres-ponde a
diez veces la relacion senal/ruido (S/N=10).
Para la determinacion de estos parametros
de calibracion se aplico el software Alamin
(Campana et al.,, 1997). La linealidad del
meétodo cromatograficos fue evaluada fue
analizada para cumarina en un intervalo
de concentracion de LOQ a LOQ x30.

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MATRIZ

Para descartar el efecto de matriz, se cons-
truyeron curvas de calibracion sencilla y de
adicion de estandar interno con patron de
cumarina (previa certificacion de su pureza),
construyendo los patrones en solucion 90%
metanol/agua. La curva de calibracion sencil-
la se construyo en el rango de concentraciones
de 5 uM - 800 uM. Se tomo directamente de
estas soluciones patrones para analizar me-
diante HPLC. La curva de adicion de estandar
se construyo en el mismo rango de concen-
tracion que la curva de calibracion sencilla,
para esto se preparo un extracto segun las
mejores condiciones de extraccion obtenidas
anteriormente. Una vez obtenida el extracto
hidroetanodlico se prepararon los patrones a
volimenes crecientes de solucion madre de
cumarina patrén, la cual se preparé a una
concentracion. Se selecciono la curva de cali-
bracion considerando si hubo o no efecto de la
matriz vegetal para realizar la cuantificacion.
Esto se determin6 usando la razon entre las
pendientes de ambas curvas.
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Figura 1. A) Cromatograma (HPLC-UV) de los extractos obtenidos a partir de los tres métodos de extrac-

cién de cumarina de semillas de Dipteryx odorata. Deteccidon a A= 272 nm. B) Cromatograma (HPLC-UV) de
extracto de semillas de Diptera odorata y extracto dopado con cumarina estandar.
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ESTUDIO DEL PORCENTAJE DE
RECUPERACION

Para estimar el porcentaje de recuperacion
de cumarina, se toma un extracto preparado
en las mejores condiciones de extraccion.
Este extracto se dividio en dos, adicionando
a uno de ellos cumarina patron. El experi-
mento se llevo a cabo con tres diferentes
cantidades de cumarina adicionada (50,
150 y 300 pg). Ambas soluciones se anali-
zaron mediante HPLC en las condiciones ya
optimizadas. Este procedimiento se realizo
por triplicado. El porcentaje de recupera-
cion se determino a partir de los niveles
encontrados en la muestra dopada y los
niveles endoégenos presentes en el extracto,
segun la ecuacion:

%Recuperacion = An/n cumarina patron x
100; donde n = numero de umoles, An___
= n° de umoles de cumarina en extracto +
cumarina patron — n°® umoles de cumarina
en extracto.

1,80E+06
1,60E+06 |
140E+06 |
1,20E+06 |
1,00E+06 |

2,00E+05

Area de pico

€,00E+05 |
4,00E+05 |

2,00E+05 T
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de HPLC-UV

Optimizacion de las condiciones de separacion
Cromatografica

Para una determinacion cuantitativa de
cualquier analito mediante HPLC, es esen-
cial una adecuada separacion de éste con
otros interferentes propios de la muestra,
para esto, es necesario estudiar todas las
variables propias del método cromatogra-
fico, tales como velocidad de flujo de los
solventes, composicion de la fase movil y
temperatura, entre otros. En este estudio
en particular, s6lo se optimizo la com-
posicion de la fase movil (mezcla de agua
y acetonitrilo), tanto en isocratico como en
gradiente, velocidad de flujo de la fase movil
y el tamano de particula de la columna. La
temperatura de la columna se mantuvo
constante (temperatura de laboratorio). La
mejor separacion encontrada con la colum-
na Resolve C18 de 5 um, pues resulto la de
mayor numero de platos teoricos. El modo

v =12456x + 352837,57
R*=0.,999

o CAS eCCS

v=12633.72x - 3781.70
R==0900

0,00E+00

&0 30 100 120

Cumarina [uM]

Figura 2. Curva de calibracion sencilla (CCS) y de adiciéon de estandar (CAS) para el método de HPLC-UV
para la cuantificacion de cumarina en semillas de Dipteryx odorata.
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Cuadro 1. Precisiéon intra e inter diaria para la determinaciéon de cumarina por HPLC-DAD.

Nominal
Intra diaria Inter diaria
(uM)
Recuperacion Recuperacion
Promedio DSR (%) Promedio DSR (%)

5 5,08 2,84 101,7 5,01 4,69 100,2
10 9,60 5,51 96,0 9,89 1,87 98,9
50 49,83 0,58 99,7 49,17 2,12 98,3
100 99,00 1,01 99,0 99,00 1,01 99,0
300 295,00 2,44 98,3 292,67 2,52 97,6
500 492,00 1,42 98,4 494,67 1,38 98,9
800 792,33 1,46 99,0 789,33 1,33 98,7

N=3, DSR: Desviacion estandar residual

de elusion fue isocratico con composicion
de fase movil 45% acetonitrilo y 55% agua.
El flujo de la fase movil fue de 1,00 ml/

Calibracién para el analisis cuantitativo de
cumarina
La curva de calibracion mostré una lineali-

min, realizando la deteccion a 275 nm. El
volumen de inyeccion se fijo en 20uL. Bajo
estas condiciones, la cumarina muestra un
tiempo de retencion (Tr) de 7,66 0,09 min,
con un %DSR de 1,13; n=10. La cumarina
en la muestra reales registra un Tr de 7,65
* 0,06 min; con un %DSR de 0,40; n=10.
La figura 1 muestra los perfiles cromatogra-
ficos de los extractos obtenidos para los
tres procesos de extraccion, donde el pico
correspondiente a la cumarina puede ser
observado, eluyendo lejos de cualquier tipo
de interferente.

dad en el detector para cumarina en todas
las concentraciones de patronea analizadas
(5-1000 uM, figura 2). E1 LOD fue estimado
en 36,35 uM (0,07 ug g'! de semilla). E1 LOQ
para el detector HPLC-UV fue calculado en
108 ug g'' de semilla. El error estandar pro-
medio para el area de pico de las réplicas
de inyeccion estuvo entre 4,71% para una
concentracion de SuM y un 0,69% para
una concentracion de 1000 uM; en todos
los casos este error estuvo por debajo del
5%. Estos valores demuestran la buena
repetitividad de la curva de calibracion.

Cuadro 2. Parametros de analisis de las curvas de calibracion construidas en la determinacion de cumarina
en extractos hidroetanolicos de semillas de D. odorata.

Pendiente Intercepto LOD LOQ LOL
Calibracion (m) (b) r? Sm Sb M)  (uM) (uM)
adicion de estandar 12456,12 352857,57 0,9997 71,64 0,39 17,87 59,55 > 800
sencilla 12633,72 3781,70 0,9998 62,30 0,51 10,95 36,49 =1000

(= cuadrado del coeficiente de correlacion lineal, Sm=desviacion estandar de la pendiente, Sb=desviacion
estandar del corte, LOD= limite de detecciéon, LOQ= limite de cuantificacién y LOL= limite de linealidad).
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Cuadro 3. Resultados del estudio de recuperacion de cumarina en extractos de semillas de D. odorata.

Cumarina Cumarina Cumarina Cumarina %
Endoégena Adicionada Total (A+B) Encontrada Recuperacion
Muestra (ug) (ug) (ug) (ug) D/Cx100
A B (o] D Promedio
50 550 531,7 £ 6,9 96,7 £ 1,3
D. odorata 500 150 650 636,7 £ 7,6 97,9+ 1,2
300 800 784,7 £ 4,5 98,1 +0,6

Promedio £ DS., n=3

Repetitividad

La reproducibilidad de las determinaciones
(desviacion estandar relativa-DSR) del mé-
todo cromatografico desarrollado en este
estudio fue determinado en un periodo
de intra e inter dia (n=3), cuyo resultados
son resumidos en el cuadro 1. Los valores
de precision intra diario e inter diario
estan entre 0,58-2,84 y 1,01-4,69 respec-
tivamente, mientras que la recuperacion
(exactitud) estuvo entre 98,3-101,7 y 98,3-
100,2; para los mismos periodos. Estos
resultados revelan una buena precision y
exactitud del método de analisis.

Estabilidad

La evaluacion de la estabilidad de las so-
luciones estandares de cumarina bajo las
condiciones de almacenamiento (obscuri-
dad, 4°C, frasco ambar), demostro que la
misma es estable al menos hasta los 60
dias después de su preparacion.

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MATRIZ

Las caracteristicas de las curvas de calibra-
cion por adicion de estandar y de cali-
bracion sencilla con el objetivo de estu-
diar si habia o no efecto de la matriz se
resumen en el cuadro 2. Usando como
criterio, la razon de las pendientes entre
las dos curvas para determinar si la ma-
triz genera un efecto en la determinacion
de cumarina, de los datos de la tabla, es
posible calcular un valor de 0,99 para
esta razon de pendientes, con una DSR de
1,06%. La comparacion de las pendientes

y el calculo de la razon entre estas indican
que el efecto del extracto obtenido en el
proceso de extraccion de cumarina a partir
de semillas de D. orodata es despreciable
(Miller y Miller, 2000), no evidenciandose
presencia de aumento o disminucion de la
respuesta instrumental por la presencia
del extracto hidroetanolico de semillas de
D. odorata. De acuerdo a estos resultados
se decidio trabajar usando la curva de cali-
bracion sencilla.

ESTUDIO DE RECUPERACION

El estudio del porcentaje de recuperacion
en muestras de extractos dopadas con
una cantidad conocida de cumarina, en-
contrando los porcentajes de recuperacion
mostrados en el cuadro 3. En general, un
porcentaje de recuperacion de un 97,5% es
encontrado para el analisis de cumarina en
los extractos de semilla de D. odorata.

METODOLOGIA DE EXTRACCION

Comparacién entre los diferentes métodos de
extraccion

En la extraccion de productos naturales, el
meétodo generalmente usado es la extrac-
cion del material vegetal con solventes de
diferente polaridad (Satyajit et al., 2006).
Generalmente el tratamiento con el solvente
varia sustancialmente, siendo un trata-
miento no agresivo, en el caso de infusiones
y extraccion de material cuticular, casos de
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Cuadro 4. Contenido de cumarina medidas en los extractos obtenidos por diferentes métodos de extraccion

de muestras de semillas de Dipteryx odora.g

Proceso de extraccion Cumarina + DS (mg x g-1) DSR (%)
Maceracion 1,01 + 0,09* 9,0
Infusion 0,87 £ 0,04* 4,5
Ultrasonido 20,47 £ 0,11 0,6

¢ Para condiciones de extraccion ver texto.

* No existe diferencia significativa (Prueba t, p= 0,05, n=3)

tricomas glandulares (Gershenzon et al.,
1992). Extraccion lenta y selectiva, como
el caso de maceracion en el tiempo, hasta
extraccion de todo el material vegetal, como
es el caso de extraccion con soxhlet (Bilia et
al., 2006), o trituracion de todo el material
vegetal en presencia del solvente extractor
(Cannell 1998a, 1998b).

En este estudio usamos los métodos de ex-
traccion usualmente encontrados en el uso
medicinal de estas semillas. Usualmente
estos usos comprenden la preparacion
de infusiones a base de estas semillas, o
su almacenamiento por dias en solucio-
nes acuosas o alcoholica (Duke, 1985;
Martino et al., 2006). De esta manera en
este trabajo se cuantificé la cantidad de
cumarina extraida en infusion con agua y
almacenamiento (maceracion) en solucion
hidroalcohdlica. Igualmente se incluyo el
meétodo de extraccion con ultrasonido para
estimar el nivel cuantitativo de cumarina
en las semillas.

En el Cuadro 4 se resumen los niveles de
cumarina para los tres procesos de extrac-
cion, donde es de interés observar que aun
en un proceso de extraccion poco agresivo,
como lo es la infusion, es posible detectar
cantidades importantes de cumarina (854
ug x g' de semilla). De los resultados, es
interesante observar que la cantidad de
cumarina extraida a partir de la semilla
mediante infusion (agua como solvente) es
comparable a aquella extraida con mace-
racion durante 4 dias (EtOH:H,O como
solvente). Finalmente, el método que logra
una extraccion mas eficiente de cumarina

es aplicando como solvente una mezcla
de etanol:agua (1:1; v,v), bajo un bano de
ultrasonido durante 2 h, a temperatura de
laboratorio. Este resultado representa un
2,05% en peso de cumarina en las semillas
de Dipteryx odorata.

OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION BAJO
ULTRASONIDO

Para la optimizacion de la extraccion de
cumarina usando EtOH:H,O (1:1, v/v) se
estudio la optimizacion de la relacion volu-
men de solvente a gramos de semilla, el
tiempo de extraccion en el bano de ultra-
sonido, asi como el nimero de extracciones
aplicada de manera sucesiva a la muestra,
como algunos parametros mas importantes
en este tipo de técnica extractiva (Palma y
Barroso, 2001).

VOLUMEN DE SOLVENTE

Para el caso de la optimizacion del volu-
men de solvente, los diferentes extractos
obtenidos usando diferentes volimenes de
disolvente en el proceso de extraccion se
analizaron mediante TLC (analisis cualita-
tivo) y HPLC (analisis cuantitativo).

ANALISIS CUALITATIVO

Para la optimizacion del volumen de disol-
vente segln el analisis visual de las TLC re-
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sultantes de de cada una de las relaciones
estudiadas, revel6 una relacion optima de
0,1 g mL! de semilla. Para estos analisis,
la composicion del solvente se fijo en una
relacion 1:1 de etanol en agua, el cual es
referido como la composicion optima en la
extraccion de cumarina y derivados, todo
esto optimizado mediante TLC (Martino et
al., 2006; Sprolla et al., 2008). A pesar de
que esta técnica de analisis ha sido usado
de manera exitosa para estimar la cantidad
de cumarina en muestras, debido principal-
mente a sus caracteristica de absorcion en
UV-Vis (Kovac-Besovi¢ y Duric, 2003), se
estudio por HPLC el contenido de cumarina
en estas mismas muestras.

ANALISIS CUANTITATIVO

La figura 3 resumen el comportamiento
encontrado en esta optimizacion del proce-
dimiento de extraccion de cumarina, donde
una relacion optima de 0,1 g mL!. Este
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resultado es consistente con los encontra-
dos mediante el analisis de absorcion de
cumarina en placas de TLC, verificando la
efectividad del analisis de TLC en estimacio-
nes cuantitativa de cumarina. Los resulta-
dos demuestran que existe un compromiso
importante al seleccionar el volumen de di-
solvente a emplear, pues en exceso o por de-
fecto, puede afectar de manera significativa
la cantidad de cumarina extraida. El empleo
de un volumen de disolvente por defecto,
problemas de solubilidad pueden limitar la
cumarina extraida, pues puede ocasionar
una saturacion del mismo en cumarina, por
el contrario, un aumento del volumen del di-
solvente, puede favorecer una transferencia
masa solido al liquido excesivo, pero segin
los resultados, este aumento en la relacion
volumen /masa puede afectar la eficiencia de
la extraccion mediante ultrasonido, una alta
dispersion (dilucion) de las particulas en el
disolvente, y una disminucion de la energia
de las ondas de choque con las particulas
del material a extraer.

[3*]
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Figura 3. Optimizacion del volumen de extraccion en la extraccion de cumarina de semillas de Dipteryx

odorata. Solvente EtOH:H,0= 1:1.



28 A. OLIVEROs-BasTIDASA, |. CorRDEROA, D. PAREDESD, D. BuenDIA Y F. A. Macias D.

[

n
(=1
(=]

20,00

10,00 |

5.00

Rendimiento de la extraccion [mg cumarina x g semilla]

0,00

0 20 40 60 80

100 120 140 160 180 200

Tiempo de extraccion [min]

Figura 4. Rendimiento de la extracciéon de cumarina en funcion del tiempo, usando bano ultrasonido, de

semillas de Dipteryx odorata.

TIEMPO DE EXTRACCION

Se optimizo el rendimiento de extraccion
de cumarina con el tiempo de permanencia
en el bano ultrasonido, usando la mezcla
EtOH:H,O (1:1, v/v, 0,1 g mL"). La Figura
4 muestra el rendimiento de extraccion de
cumarina hasta un tiempo de extraccion
de 180 min. Como se observa en la figura,
existe una dependencia de la cantidad de
cumarina extraida con el tiempo de extrac-
cion, registrandose un punto de inflexion
de la curva a un tiempo de 120 min. Luego
de este tiempo, no es posible extraer mas
cumarina de la muestra, asi este tiempo fue
el seleccionado como el tiempo de extrac-
cion optimo.

NUMERO DE EXTRACCIONES SUCESIVAS

Desde un punto de vista cuantitativo, es
necesario determinar el nivel de extraccion
que se alcanzan aplicando el mismo proto-
colo de extraccion de manera secuencial a
una misma muestra. Esto permite evaluar

la eficiencia de la extraccion, y determinar
la significancia de usar o no mas de un
proceso de extraccion a la muestra. Asi, se
realizo una secuencia de extracciones a una
muestra de semillas. El cuadro 5 resume
los niveles de cumarina encontrados en
tres extracciones secuenciales, donde se
indica que cerca del 80% de la cumarina
existente en la muestra es extraida en una
sola extraccion, mostrando una buena re-
producibilidad del resultados, un %DSR <
al 2%. Asi, en el caso de analisis secuencial
de muestras, no es necesario realizar mas
de una extraccion, pues esto conllevaria
a un aumento en el tiempo de analisis de
muestras, asi como gasto de solventes.
Considerando esta extraccion sucesiva, el
contenido de cumarina en semillas ascien-
de a un 2,45% en peso.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo
indican que la cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion en el ultravioleta
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Cuadro 5. Rendimiento en la extraccién de cumarina de semillas de Dipteryx odora para tres extracciones

sucesivas.*

Muestra Cumarina * DS DSR (%) Rendimiento relativo
(mgx gl de extraccion
Semillas 19,56 £ 0,27 1,4 79,2
Semillas después de 1ra extraccion 3,97 £ 0,13 3,4 16,1
Semillas después de 2da extracciéon 1,16 £ 0,10 4.7 8,2

*Condiciones de extraccion: ultrasonido, bafio de agua, temperatura de laboratorio, 2h, EtOH:H,0 (0,1 g x

mL1, 1:1, v/v).

y visible (HPLC-UV), puede ser una herra-
mienta eficiente para un control de calidad
de los extractos etanodlico provenientes de
las semillas de Dipteryx odorata, hecho de
interés debido a la extenso uso medicinal
que se registra para bebidas a base de de es-
tas semillas. Los resultados de la validacion
del método cromatografico demos-traron
que el mismo es selectivo y con excelente
reproducibilidad para el analisis de cuma-
rina, como principal principio activo, en
los extractos de origen etandlico, que es el
tratamiento normalmente aplicado a esta
semilla para su uso en atenuar y/o aliviar
diversas dolencias. Los requerimientos de la
validacion, como linealidad, precision, exac-
titud y recuperacion, convierten al método
desarrollado en una herramienta aplicable
para una rapida separacion, identificacion y
cuantificacion de cumarina en los extractos
hudroetandélios de semillas de D. odorata.
De los diferentes métodos de extrac-
cion considerados; maceracion, infusion

y ultrasonidos; es este ultimo quien a-
rrojo los mejores resultados en cuanto a
la extraccion de cumarina. Asi, se optimizo
la extraccion de cumarina asistida por
microondas, donde parametros como el
tiempo (120 h) y volumen de disolvente en
la extraccion (0,1 g mL?) fueron estudia-
dos para obtener la maxima extraccion de
cumarina del material sélido.
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