14

DOI: https://doi.org/10.34069/RA/2022.9.02

Volumen 5, Nimero 9/enero-junio 2022
Chil Nufiez, 1., Pérez Rondon, L., Hanlan Paumier, K., & Costa Acosta, J. (2022). Influencia de variables meteoroldgicas en la
especie medicinal Citrus x aurantium L. Revista Cientifica Del Amazonas, 5(9), 14-25. https://doi.org/10.34069/RA/2022.9.02

Influencia de variables meteoroldgicas en la especie medicinal Citrus x
aurantium L.

Influence of meteorological variables on the medicinal species Citrus x aurantium L.

Influéncia de variaveis meteoroldgicas na espécie medicinal Citrus x aurantium L.
Recibido: 11 de noviembre de 2021 Aceptado: 30 de enero de 2022

Autores:

Idelsy Chil Nuriez®
Liana Pérez Rondon®
Karina Hanlan Paumier’
Jainer Costa Acosta®

Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar la influencia de determinadas variables meteorolégicas en los parametros
farmacogndsticos de las hojas de la especie Citrus x aurantium L. la especie Citrus x aurantium L. (naranja
agria) es una planta muy utilizada para la indigestion, trastornos circulatorios, insomnio, erupciones
cutaneas y fortalecimiento del sistema nervioso. El crecimiento de las plantas y la produccion de
compuestos quimicos responsables de las propiedades medicinales de las mismas pueden verse afectados
por factores ambientales. Se colectd la especie en dos espacios geograficos pertenecientes a la Reserva de
la Biosfera Baconao, en Santiago de Cuba. Las hojas se secaron a la sombra. Los pardmetros
farmacogndsticos se determinaron segin Norma Ramal de Salud Publica 309. Se realiz6 la determinacién
cualitativa de los metabolitos mediante el tamizaje fitoquimico y la cuantificacion del contenido de
flavonoides empleando el método de Kumazawa. Los resultados revelaron que las hojas colectadas en la
zona de La Gran Piedra fueron mas largas, con mayor porciento de hojas ennegrecidas y de materia organica
e inorgénica que las recolectadas en la zona de Siboney. Los valores obtenidos para el contenido de
humedad y cenizas no presentaron diferencias. La mayor diversidad de metabolitos secundarios se
identifico fundamentalmente en el extracto etandlico al 95%. La mayor concentracion de flavonoides fue
encontrada en las hojas recolectadas en la Gran Piedra.

Palabras clave: caracteristicas fisico geograficas, naranja agria, pardmetros farmacognosticos, zona de
colecta.

Abstract

The objective of the work was to evaluate the influence of certain meteorological variables on the
pharmacognostic parameters of the leaves of the species Citrus x aurantium L. The species Citrus X
aurantium L. (sour orange) is a plant widely used for indigestion, circulatory disorders, insomnia, skin
rashes and strengthening of the nervous system. The growth of plants and the production of chemical
compounds responsible for their medicinal properties can be affected by environmental factors. The species
was collected in two geographical spaces belonging to the Baconao Biosphere Reserve, in Santiago de
Cuba. The leaves were dried in the shade. The pharmacognostic parameters were determined according to
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Public Health Branch Standard 309. The qualitative determination of the metabolites was carried out by
means of phytochemical screening and the quantification of the flavonoid content using the Kumazawa
method. The results revealed that the leaves collected in the La Gran Piedra area were longer, with a higher
percentage of blackened leaves and organic and inorganic matter than those collected in the Siboney area.
The values obtained for moisture and ash content did not show differences. The greatest diversity of
secondary metabolites was identified mainly in the 95% ethanolic extract. The highest concentration of
flavonoids was found in the leaves collected in the Gran Piedra.

Keywords: collection area, pharmacognostic parameters, physical-geographic characteristics, sour orange.
Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de determinadas varidveis meteoroldgicas nos parametros
farmacognésticos das folhas da espécie Citrus x aurantium L. A espécie Citrus x aurantium L. (laranja
azeda) € uma planta amplamente utilizada para indigestdo, distarbios circulatérios, insdnia, erupcdes
cuténeas e fortalecimento do sistema nervoso. O crescimento das plantas e a producdo de compostos
quimicos responsaveis por suas propriedades medicinais podem ser afetados por fatores ambientais. A
espécie foi coletada em dois espagos geograficos pertencentes a Reserva da Biosfera Baconao, em Santiago
de Cuba. As folhas foram secas a sombra. Os pardmetros farmacogndsticos foram determinados de acordo
com a Public Health Branch Standard 309. A determinagdo qualitativa dos metabdlitos foi realizada por
meio de triagem fitoquimica e quantificacdo do teor de flavonoides pelo método de Kumazawa. Os
resultados revelaram que as folhas coletadas na area de La Gran Piedra eram mais longas, com maior
porcentagem de folhas enegrecidas e matéria organica e inorganica do que as coletadas na area de Siboney.
Os valores obtidos para umidade e teor de cinzas ndo apresentaram diferencas. A maior diversidade de
metabolitos secundarios foi identificada principalmente no extrato etanolico 95%. A maior concentragao
de flavonoides foi encontrada nas folhas coletadas na Gran Piedra.

Palavras-chave: caracteristicas fisico geograficas, laranja azeda, parametros farmacognosticos, zona de
coleta.

Introduccion

Desde tiempos remotos el hombre se ha valido de las plantas medicinales para satisfacer sus
necesidades mas elementales. En Cuba cuatro culturas constituyen las influencias principales de la medicina
natural y tradicional, estas son: la aborigen, la europea, la africana y la asiatica. Su influjo desigual ocurrid
en un proceso de transculturacién, en el que de forma simultanea se emplearon plantas tipicas de la medicina
tradicional de cada una de ellas. El uso de las plantas fue un recurso esencial para palear, en parte, las mas
elementales necesidades de alimentacidn, eliminar enfermedades y para sus creencias religiosas. Estos
conocimientos han llegado a través de los afios a la poblacion cubana, por medio de la transmisién oral
(Pijoan, 2004).

El género Citrus y dentro de él, la especie Citrus x aurantium L. (naranja agria) es una de las
plantas que mas se utilizan en el mundo por su gran variedad de usos terapéuticos: para la indigestién,
trastornos circulatorios, insomnio, erupciones cutaneas, fortalecimiento del sistema nervioso entre otras
(Stampella, 2015; Cheema y Jamali, 2020), siendo la especie vegetal escogida para la realizacion de este
estudio. La naranja agria es una droga oficial en Cuba, pero las normas que existen son para la corteza del
fruto (Fitomed, 2019) y no para las hojas, que seran el objeto de esta investigacion por el amplio uso que
tienen por la poblacién.

Es conocido que el crecimiento de las plantas y la produccion de compuestos quimicos
responsables de las propiedades medicinales de las mismas pueden verse afectados por diversos factores lo
cual afectaria y disminuiria su uso terapéutico. Estos factores estan relacionados con la edad de la planta,
las caracteristicas del suelo, asi como factores ambientales y pueden modificarse con el cambio climatico
que esta asociado a la variacion global del clima de la Tierra (Houghton et al., 2016; Zhiminaicela et.al.,
2021).

Diversos estudios destacan que el cambio climatico registrado en los Gltimos 30 afios ha tenido un
impacto en la distribucién, abundancia, fenologia y fisiologia y composicién quimica de muchas especies,
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pero aun es insuficiente el conocimiento acerca de cémo influye el cambio climéatico en las plantas
(Agbicodo et al., 2016). La consecuente agudizacion de los periodos de sequia, la ocurrencia de Iluvias
intensas, la elevacion de la temperatura y el incremento de las penetraciones del mar, asi como de la
intensidad y frecuencia de fendmenos extremos como los huracanes, se reconocen como algunas de las
causas mas importantes de pérdida de la diversidad bioldgica en Cuba (Planos et al., 2013). Es una realidad
que las sequias se intensifican, asi como que la temperatura aumenta y el mar se eleva (Iturralde, 2015) por
lo que en vista a los impactos negativos que puede tener el cambio climatico, Cuba ha tomado medidas para
mitigar los efectos en nuestro archipiélago, credndose diferentes alternativas entre la que se destaca la
creacion del Plan de Acciones para la Adaptacion y Mitigacion del Cambio Climatico en el afio 2017 mas
conocido como “"Tarea Vida™ por el ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA).

El objeto general del estudio es evaluar la influencia de determinadas variables meteorol6gicas
en los pardmetros farmacogndsticos de las hojas de la especie Citrus x aurantium L. en dos zonas
geograficas pertenecientes a la Reserva de la Biosfera Baconao (La Gran Piedra y Siboney).

Marco tedrico

La especie Citrus aurantium L

La especie Citrus aurantium L es conocida también como Naranja (Puerto Rico); forbbidenfruit,
sour oranje (Estados Unidos) (Roig, 1988). Su clasificacion taxonémica se describe como sigue:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Subfamilia: Citroideae
Tribu: Citreae

Género: Citrus

Especie: “C. aurantium”

Gréfica 1. Clasificacion taxondmica de la especie. Fuente: EcuRed (2021)

El arbol es cultivado por sus frutos que se usan casi exclusivamente como condimento y para
dulces. Se encuentran en patios, jardines, bateyes y fincas de labor, y escapado del cultivo en algunos
bosques y hasta bastante altura en algunos bosques y hasta bastante altura en las montafias. Se encuentra
igualmente cultivado y naturalizado en todas las regiones tropicales (Batistuzzo et al, 2013).

La composicién quimica de la especie es: (Karabiyikli, Degirmenci, and Karapinar, 2014; Moraes
et. al, 2015) flavonoides heterosidicos amargos: neohesperidina, narajina. (hojas y frutos); Otros
flavonoides no amargos: hesperidina, nobiletina, sinensetina, tangeretina, rutina; Alcaloides: sinefrina
(estructura similar a efedrina): se encuentran principalmente en la piel de la naranja; Aceite esencial:
limonemo. (hojas); Pectinas; Furocumarinas; Aminodcidos: arginina, alanina, aspargina, histidina, serina,
prolina; Azlcares: fructuosa, galactosa, glucosa, sacarosa; Vitaminas: Rivoflavina (B2), tiamina (B1)
carotina (A), B6, Acido ascérbico (C); Minerales metalicos: Aluminio, calcio, bario, cadmio, cobre, cromo,
hierro, magnesio, fésforo, potasio, sodio y zinc; Proteinas.

Materiales y Métodos
Caracteristicas generales de la investigacion

Se realiz6 un estudio experimental para evaluar las variaciones farmacognosticas de las hojas de
la especie Citrus x aurantium L. colectadas en dos zonas geograficas pertenecientes a la Reserva de la
Biosfera Baconao. Los ensayos se llevaron a cabo en los Laboratorios de Tecnologia Farmacéutica, del
departamento de Farmacia y el laboratorio de Quimica Analitica del departamento de Quimica, en la
Universidad de Oriente.
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Seleccion del area de estudio
Para la seleccidn de los puntos de colecta se tuvo en cuenta:

e Que existieran diferencias extremas en la altitud para lograr diferencias en las variables climaticas
(precipitaciones, temperaturas, humedad).

e  Que fueran individuos adultos (capaces de experimentar los procesos de floracién y fructificacion) para
evitar posibles diferencias metabélicas debidas al grado de desarrollo de la planta.

e Que la especie medicinal en estudio estuviera integrada por una poblacién de 5 individuos 0 méas en
cada area.

Recoleccion y procesamiento del material vegetal

Las hojas de la especie Citrus x aurantium L. se recolectaron en el horario de la mafiana (Arce,
2016) ya que las plantas en las noches producen aceites volatiles, de modo que el mejor momento para
recolectarlas es a primera hora de la mafiana entre las 7 y 10 am, cuando se funde el rocio. Ademas, se tuvo
en cuenta para la recoleccion que se encontraran alejadas de las carreteras 0 caminos para evitar la
contaminacién por metales pesados. Luego de ser recolectada se llevd una muestra de la planta de cada
lugar de recoleccidn al Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) con el fin de corroborar
que se trabajé con la especie correcta.

Secado

Se realizd el secado al aire, a la sombra, teniendo en cuenta que en estudios precedentes se
determind que la especie contiene aceites esenciales voldtiles. Se removieron las hojas dos o tres veces al
dia, y se pesaron hasta obtener peso constante.

Determinacién de los parametros farmacognoésticos de las hojas de la especie Citrus
aurantium L.

Se determinaron, segun Norma Ramal de Salud Pdblica (NRSP 309) los parametros: Andlisis
Macromorfolégico (Macromorfologia), determinacion de hojas ennegrecidas, determinacion de materia
organica extrafia, determinacién de materia inorgéanica extrafia, determinacion del contenido de humedad
(esta determinacion se realizd por el método azeotropico de tolueno), determinacién de cenizas totales,
determinacion de cenizas solubles en agua, determinacién de sustancias solubles.

Determinacion cualitativa de los metabolitos mediante el tamizaje fitoquimico

Para el tamizaje fitoquimico, las extracciones siguieron el orden de polaridad creciente al usar éter,
etanol 95% Yy agua destilada en forma secuencial como solventes extractivos por 48 horas.

Preparacion de los extractos

La obtencion de los extractos para la determinacion cuantitativa de los metabolitos se realizd segin
el método de la maceracidn por 48 horas de acuerdo a lo establecido en la Norma Ramal de Salud Plblica
309 (NRSP 309). En la seleccion del método de extraccion y el solvente se tuvo en cuenta los resultados
obtenidos en el ensayo de sustancias solubles y la estabilidad del método.

Determinacion del contenido de flavonoides

La cuantificacion del contenido de flavonoides totales se realizd empleando el método de
Kumazawa y colaboradores (2004). Este método consistié en mezclar una alicuota de 2 mL de disolucion
de los extractos hidroalcohdlico 30% de la hoja una concentracion de 1mg/mL en etanol 95 %, con 2 mL
de solucion etandlica de cloruro de aluminio (AICl3) al 2 %. Después de una hora de incubacién a
temperatura ambiente, la absorbancia fue medida a 420 nm en un espectrofotémetro UV/VIS Genesys 10S,
de procedencia americana.
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Procesamiento y analisis estadistico de los resultados

En el procesamiento matematico y analisis estadistico de los resultados se emplearon los softwares
Microsoft Excel contenido en el paquete Microsoft Office 2016 y el software STATGRAPHICS Plus
Version 5,1.

Resultados

Seleccion del area de estudio

Las areas seleccionadas para el estudio fueron La Gran Piedra situada a 1 225 metros de altura
sobre el nivel del mar y Siboney con una altitud sobre el nivel del mar de hasta 120 metros (Fong et.al,
2005). En el andlisis estadistico realizado se pudo apreciar que existen diferencias estadisticamente
significativas entre las mismas, para un p-valor< 0.05.

Identificacién boténica y Clasificacion taxondmica

Una vez colectada la planta se llevd al Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO)
la cual correcta en fue identificada por el licenciado Jainer Costa Acosta, corroborando que se trabajé con

la especie correcta en ambos puntos de colecta.

Determinacién de las caracteristicas farmacogndsticas de las hojas de la especie Citrus x
aurantium L.

En la tabla 1 se muestran las dimensiones determinadas a las hojas de la especie Citrus x aurantium
L.

Tabla 1.
Dimensiones de las hojas colectadas en cada zona de estudio.

Dimensiones de la hoja (cm) Gran Piedra Siboney

(N=100) Media + (S) Media * (S)
Largo 10,88 £ 1.4112 5,551+ 1.7222b
Ancho 5,445+ 0.99082 8,817+ 1.15082
Peciolo 2,635 £ 0.5634? 1,905+ 0.6350°

Leyenda: Letras diferentes indican que existen diferencias significativas. Fuente: Elaborada por los autores

Las caracteristicas macromorfologicas de la especie en ambas zonas fueron: arbol o arbusto de 4-15m
de alto, inerme o con pocas espinas mayormente cortas y finas pero que pueden alcanzar 5-8 cm de largo en los
retofios. Hoja unifolioladas, alternas, subglabras, textura lisa, de consistencia membranécea, aromaticas; verde
lustroso en la haz y verde claro en el envés. Peciolo articulado apicalmente, con alas estrechas, o anchas y
entonces ensanchadas y redondeadas distalmente y estrechadas hacia la base. El foliolo es oval u ovado; segln
datos de herbarios cubanos (Beurton, 2008) es de 6-11 x 3-6 cm, obtusamente agudo o acuminado, a veces +
emarginado de base redondeada o cuneiforme y margen undulado, serrulado, crenulado o entero. La nervadura
€s penninervia.

Determinacion de hojas ennegrecidas, materia organica extrafia e inorganica extrafia y
contenido de humedad

Tabla 2.
Determinacion de hojas ennegrecidas, materia organica e inorganica extrafia y humedad residual en cada
zona de estudio.

‘ Zonas geograficas He (%) \INCH)] Mo (%) H (%)
Gran Piedra 7,7 1,4061 0,0916 12,9
Siboney 5 0,0358 0,0659 8,9

Leyenda: He: Hojas ennegrecidas; Mo: Materia organica; MI: Materia inorganica, H: humedad residual. Fuente:
Elaborada por los autores
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Como se puede observar en la Tabla 2, para la determinacion de hojas ennegrecidas se obtuvieron
valores altos en ambas zonas, lo que indica que existen condiciones climaticas que influyen en este
parametro.

Determinacién de cenizas totales y solubles en agua

Las cenizas totales son indicativas de la calidad del material vegetal con que se trabaja, y
constituyen una base para juzgar la pureza e identidad de la droga, brindando informacion relativa a la
presencia 0 posible adulteracion con materias inorganicas, cuerpos extrafios que posea la planta, o la
cantidad de estos elementos en su contenido (Kuklinski, 2000).

En la Tabla 3, se exponen los resultados sobre el porcentaje de cenizas totales y solubles en agua
presentes en las hojas de la especie recolectadas en las diferentes zonas seleccionadas.

Tabla 3.
Determinacion de cenizas totales y solubles en agua en las hojas colectadas en las diferentes zonas de
estudio.

Zonas Geogréficas

Parametros Gran Piedra Siboney
Farmacognosticos Media (+ S) Media (+ S)
Cenizas totales 8,909+ 0,0772 9,153+ 0,528 2
Cenizas solubles en agua 1,585+ 0,4062 2,536+ 1,759 2

Leyenda: Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existen diferencias significativas. Fuente:
Elaborada por los autores

Determinacion de sustancias solubles

El método se basa en la solubilidad de sustancias activas en un solvente dado y, cuando estas no
son conocidas, en la actividad farmacoldgica del extracto obtenido con el solvente.

Tabla 4.
Determinacion de sustancias solubles

Sustancias Solubles

19

Zonas Agua Etanol 30 % Etanol 70 % Etanol 95 %
Media (£ S) Media (£ S) Media (£ S) Media (£ S)

Gran Piedra 27,315 +0,0672 25,275 £ 0,032 21,045+ 1,090° 6,392+ 1,0912

Siboney 25,127+ 0,516° 24,092+ 0,679° 18,409+ 0,362 ° 9,486+ 0,522°

Leyenda: Letras diferentes indican que existen diferencias significativas. Fuente: Elaborada por los autores.
Determinacion cualitativa de metabolitos mediante la técnica de tamizaje fitoquimico.

Se evalu6 cualitativamente la composicién quimica de cada lote siguiendo la técnica establecida
para el tamizaje fitoquimico, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.
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Tamizaje fitoquimico de las hojas de la especie en los diferentes extractos para las zonas de colecta.

| Extractoetéreo Extracto alcohdlico Extracto acuoso |

Metabolitos Ensayos GP SIB GP SIB GP SIB
Alcaloides Drayendorff - - - - +++ +++
Mayer - - ++ - ++ ++
Wagner - - + + +++ +++
Triterpenos y | Lieberman + + + + N/R N/R
Esteroides Solkowski + + - + N/R N/R
Rosemheim - - - - N/R N/R
Quinonas Borntrager - - - - N/R N/R
Variante - - N/R N/R
Cumarinas Baljet + + - - N/R N/R
Legal - - - - N/R N/R
Hidroxomato férrico - - + - N/R N/R
Aceites Sudan HI + + +
esenciales Clpapel blanco sin | + + + + + +
reactivo
Saponinas Espuma N/R N/R + + - +
Azlcares Fehling N/R N/R + + + +
reductores Benedict N/R N/R + + + +
Fenoles y | Cloruro férrico N/R N/R + + + +
taninos Gelatina N/R N/R + + N/R N/R
Cafeina N/R N/R + + N/R N/R
Flavonoides H2SO4 - - + + - -
Shinoda N/R N/R + + + +
Alcalis + + - - + +
Mucilagos Molish N/R N/R N/R N/R - -
Principios Sabor N/R N/R N/R N/R SA SA
amargos y
Astringentes
Amino4cidos Ninhidrina N/R N/R + + N/R N/R
Carbohidratos | Molish N/R N/R N/R N/R + +
Resinas Resinas N/R N/R - - N/R N/R
Leyenda: N/R (no se realiza), + (positivo), - (negativo), GP (Gran Piedra), SIB (Siboney).

Fuente: Elaborada por los autores.

Determinacion cuantitativa de metabolitos en los extractos.

Preparacion de los extractos

El aguay la solucion hidroalcoholica al 30% fueron los solventes que presentaron mayor capacidad
extractiva en la determinacion de sustancias solubles. Como no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la determinacién de este parametro entre los extractos preparados con estos solventes, se
escogieron los extractos hidroalcoholicos al 30% de cada punto de colecta, para realizar la determinacion
cuantitativa de flavonoides.

Determinacion cualitativa de flavonoides en el extracto alcoholico 30%o.

En este estudio, se cuantificaron los flavonoides por ser metabolitos descritos para esta planta que justifican
su utilizacion como protectores de la pared vascular y alivio de los trastornos circulatorios. Durante el
ensayo, las muestras presentaron un color amarillo, lo cual se debe a que el cation de aluminio forma
complejos estables con el flavonoide en etanol, evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas.
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Tabla 6.
Cuantificacion de flavonoides totales presentes en el extracto hidroalcohdlico 30% de las hojas de la
especie Citrus x aurantium L.

Media + S
Gran Piedra (5,339+0,028)°
Siboney (3,599 +0,007)°

Leyenda: Letras diferentes dentro de una misma columna indican que existen diferencias significativas.
Fuente: Elaborada por los autores.

En la tabla anterior se reflejan los resultados obtenidos de flavonoides totales, el valor medio y la
desviacion estandar de los mismos. Estos valores fueron calculados en base a la curva de calibracion
obtenida, empleando como patrén quercetina, donde se obtuvo la ecuacion: y =0,0726x + 0.0203; R2=
0,9931 y nivel de significacion p < 0,05. El contenido de flavonoides totales de cada extracto fue expresado
en miligramos equivalentes de quercetina/ gramos del extracto.

Discusion

Las mediciones realizadas a las hojas para determinar las dimensiones del largo, ancho y el peciolo
demostraron que existen algunas diferencias en dependencia del area de recoleccién. Segun el analisis
estadistico realizado para el parametro largo existen diferencias significativas, observando que las hojas
colectadas en la zona de La Gran Piedra son més largas (10.88 +1.411 cm), alcanzando valores medios que
duplican el largo de las hojas colectadas en la zona de Siboney (5.55 1 £ 1.7222 cm). En un estudio
realizado en la india para las hojas de esta especie Periyanayagam et al, (2013) determinaron que el tamafio
de las hojas varia de 8-14cm x 4-5 c¢cm, resultados que coinciden con nuestras determinaciones. Para el
ancho de las hojas no se obtuvieron diferencias significativas entre las muestras. En el caso de las
dimensiones del peciolo también se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre ambas
muestras, pero los valores obtenidos se encuentran dentro de lo reportado para esta especie por Beurton
(2008) basado en materiales de herbarios en Cuba, donde establecié que las dimensiones del peciolo son
de 1-3+£0,2-2 cm.

Los valores mayores de hojas ennegrecidas se obtuvieron en zona de la Gran Piedra y pueden estar
asociados factores ambientales como las bajas temperaturas, propiciando que las plantas tiendan a dafarse,
a sufrir cambios en su estructura externa, apareciendo el ennegrecimiento de las mismas, siendo las hojas
las més afectadas (Organizacion de Las Naciones Unidas para La Agricultura 'y La Alimentacidn, 2003),
esto pudiera explicar los valores obtenidos en esta zona ya que la temperatura minima media anual es de
12 a 14 0C y la maxima media anual es de 18 a 20 0C, segln plantea el Plan de Manejo Paisaje Natural
Protegido Gran Piedra editado en el 2006, valores inferiores a los que se reportan para la zona de Siboney.
Los citricos en regiones donde la humedad relativa es alta, presenta como desventaja el favorecer el
desarrollo de enfermedades fungosas y de algunas plagas que podrian ennegrecer las hojas. (Sanchez,
2009). El rango adecuado de humedad relativa puede considerarse entre 40% y 70%, apreciandose que en
ambas zonas este parametro es superior, lo que justificaria el resultado mostrado (Ministerio de Agricultura
y Ganaderia Direccion General de Investigacion y Extension Agricola, 1991).

El porciento de materia organica e inorganica en ambas zonas se encuentra por debajo de los
limites establecidos para materia extrafia (2%), no obstante, debemos sefialar que para ambas
determinaciones en las muestras colectadas en la zona de la Gran Piedra estos valores son superiores, lo
cual pudiera estar relacionado con particulas del suelo que constituyen impurezas para la droga vegetal.

Los valores obtenidos para el contenido de humedad en las hojas de la especie en los dos lugares
de colecta se encontraron dentro del limite establecido en las normativas para las especies vegetales en
general, entre 8 y 14 %. Estos resultados coinciden con lo reportado por Castillo-Téllez et al, (2017) donde
relatan el porciento de humedad residual para las hojas de esta especie secadas en un secador solar,
obteniendo valores entre 8,75 y 8,85 %.
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Como se puede observar en la tabla 2, existen diferencias entre los valores de humedad en las hojas
entre ambas zonas, apreciandose que es Siboney la zona que presenta menor valor de humedad residual.
Estas diferencias pudieron estar influenciadas por factores ambientales como las precipitaciones y la
temperatura. Para el caso de la Gran Piedra los valores de precipitaciones y nubosidad son mayores que en
Siboney, asi como menores los valores medios de temperaturas. Sin embargo, en Siboney donde las
temperaturas son muy elevadas, el régimen de precipitaciones es escaso, el clima es muy calido por tanto
las hojas suelen estar mas secas (Oficina Nacional de Estadistica e Informacién, 2017).

Los valores de cenizas totales obtenidos para ambas muestras se encuentran dentro del limite
establecido por Farmacopea Britanica (2016) que plantea que las cenizas totales no deben exceder de 12 %
para plantas medicinales. En un estudio realizado por Vasconez (2014), se realizé la determinacion de estos
parametros al mesocarpo del fruto de la naranja agria y se obtuvieron valores de cenizas totales de 7,16 %,
y cenizas solubles en agua de 5,10%, valores cercanos a los obtenidos en este estudio.

Los valores de cenizas solubles en agua para la zona de La Gran Piedra fueron de 1,585 + 0,406 y
para Siboney de 2,536 +1,759 sin encontrarse diferencias significativas entre ellos, estos resultados son
menores que los reportados por Periyanayagam et al, (2013) quienes determinaron que este parametro
mostré un valor de 5.4%. Se puede observar que la zona de Siboney fue en la que se obtuvo mayor de
cenizas totales, las caracteristicas del suelo pueden justificar estos resultados. En esta zona el suelo es de
tipo rocoso, de formacidén caliza que en la zona costera es de origen bidgeno y recibe el nombre de
formacién Jaimanita, este tipo de suelo tiene unalto contenido de carbonatos y limo (una tierra compuesta
de particulas de los tres tamafios: arcilla, lodo y arena) ademas de hierro y magnesio, y en abundancia silice
(Fong y Méndez, 2017). De ahi los altos valores de cenizas totales obtenidos en esta zona, sin embargo en
la zona de la Gran Piedra las caracteristicas son distintas, al tratarse de un suelo ferralitico rojo lixiviado
donde el complejo de intercambio predominate es el calcio y magnesio, aunque menos que en la zona de
Siboney, las cantidades de fésforo y potasio presentes en este tipo de suelo en la Gran Piedra son de
categorias de alto y muy alto, lo que pudiera generar antagonismo con otros elementos esenciales de las
plantas cultivada (Beurton, 2008) evidenciandose también esto, en los resultados para esta determinacion.

La comparacion de varianzas en la determinacion de sustancias solubles revela que existen
diferencias estadisticamente significativas entre las zonas en estudio con un nivel de confianza de 95%.
Para discernir estas diferencias se realizo el tests de los rangos multiples de diferencia minima significativa
de Fisher (LSD), arrojando como resultado que no existen diferencias significativas entre los valores
obtenidos para los solventes acuosos y solucién hidroalcohdlica al 30 % respectivamente para cada zona,
ni entre zonas. Estos resultados demuestran la alta capacidad extractiva de estos disolventes,
considerandose una alternativa para la obtencion de extractos a partir de este material vegetal. Segun los
resultados encontrados las sustancias solubles en solucion hidroalcohdlica al 30% y en agua, permiten
sefialar que existe mayor cantidad de sustancias de alta polaridad que de baja polaridad. Resultados
similares fueron obtenidos por Aka et al, (2017) cuando realizaron la determinacion de la materia extraible
para el polvo de corteza de esta especie, utilizando para la extraccién una mezcla de agua: etanol,
obteniendo valores de solidos extraidos de 118 a 288mg.

Los resultados del tamisaje fitoquimico realizado muestran que, en el extracto etéreo, en ninguna
de las areas de colecta se evidencio la presencia de alcaloides. En un estudio realizado por Vasconez (2014)
al mesocarpo del fruto de la naranja agria, donde se realizd tamizaje fitoquimico, también se evidencio la
no presencia de alcaloides en el extracto etéreo. La presencia de terpenos puede estar asociada con la
actividad antimicrobiana que presenta esta planta (BermUdez-Vasquez, 2019). La presencia de aceites
esenciales es importante, ya que estos pueden ser los responsables de las acciones farmacol6gicas como
antiespasmaodico y su actuacion sobre el sistema nervioso central atribuidas (Stampella, 2015). Este
resultado obtenido coincide con los obtenidos por Murillo y colaboradores (2018), donde se evalla la
presencia de aceites esenciales en la especie Citrus x aurantium L.

El ensayo con &cido sulfirico concentrado para la identificacion de flavonoides resultd ser positivo
en el extracto alcohdlico para una evidencia de una coloracion amarilla intensa, siendo esto indicativo de
flavonas y flavonoles. En cuanto a la reaccion con alcalis se arrojaron resultados positivos en los extractos
etéreo y acuoso, para una evidencia de coloracion amarilla (extracto alcoh6lico) que es indicativo de
falavanonas y flavonas, asi como coloracion de naranja a rojo (extracto acuoso) siendo indicativo de
calconas.
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Los resultados apuntan hacia la presencia de alcaloides, triterpenos y esteroides, cumarinas,
saponinas, aceites esenciales, fenoles y taninos, flavonoides y azlcares reductores. Estos resultaros
corroboran lo obtenido por otros autores donde se evidencio la presencia de esos compuestos (Perea y col.,
2008). En el estudio realizado por Ramos et al. (2012) para extractos alcohdlicos de las hojas de esta planta
se obtuvo abundante presencia de quinonas y aminodcidos, taninos, fenoles, flavonoides vy
dihidroflavonoles, con los aminoacidos y aminas como los de mayor presencia, resultados que coinciden
parcialmente con lo obtenido en esta investigacion donde no se detect6 la presencia de quinonas en este
extracto.

Se evidencian diferencias significativas entre los valores de flavonoides totales para los extractos
de las hojas recolectadas en las diferentes zonas, siendo estos valores mayores para las hojas recolectadas
en la zona de la Gran Piedra. Como se plantea en la bibliografia los flavonoides juegan un papel importante
en la defensa de las plantas frente a agentes agresores externos. Entre estos agentes se puede mencionar la
radiacion UV de los rayos solares, los microorganismos tanto bacterias, como hongos e insectos y otros
animales herbivoros, las otras plantas (efecto alelopéatico) y el entorno (medio ambiente agresivo). De
hecho, el metabolismo fenodlico se activa en las plantas a nivel de transcripcién como una respuesta a
diferentes condiciones de estrés tanto bidtico como abidtico (Martin, 2018). En esta zona como ya habiamos
descrito las condiciones climaticas son diferentes, con prevalencia de un clima lluvioso calido en la cima a
soleado hiimedo, alta a humedad relativa y temperatura media anual que varia de 16 a18 °C, factores que
pudieran influir en la expresion de mayor cantidad de flavonoides por las plantas. Los resultados obtenidos
se corresponden con las determinaciones de flavonoides totales realizada por Ojito et al. (2012) en un
extracto etandlico de hojas de esta planta donde obtuvieron 4,89 + 0,88 % de estos metabolitos,
determinando también estos investigadores que los extractos ensayados mostraron poder reductor.

En este estudio se cuantific6 como grupo de metabolitos secundarios los flavonoides,
observandose que a medida que la temperatura es menor y aumentan la humedad y las precipitaciones se
obtienen en mayor proporcion, esto puede constituir la base para posteriores investigaciones para esta planta
teniendo en cuenta que cada especie vegetal reacciona de manera diferente a las variaciones climaticas.

Conclusiones

Las variables meteorolégicas temperatura, humedad y precipitaciones influyeron en la mayoria de
los pardmetros farmacognosticos y la produccion de flavonoides de las hojas de la especie Citrus x
aurantium L. recolectadas en la zona de La Gran Piedra y Siboney, ubicadas en la Reserva Ecolégica de la
Biosfera Baconao. Las hojas colectadas en la zona de La Gran Piedra fueron mas largas y con mayor
porciento de hojas ennegrecidas y de materia organica e inorganica que las recolectadas en la zona de
Siboney. Los valores obtenidos para el contenido de humedad y cenizas no presentaron diferencias. Se
obtuvo mayor cantidad de sustancias extraidas para los solventes acuoso y etanol al 30 % respectivamente
en ambas zonas de colecta, la mayor diversidad de metabolitos secundarios se identifico fundamentalmente
en el extracto etandlico sin diferencias entre las zonas, los valores mayores de flavonoides totales fueron
encontrados en las hojas recolectadas en la zona de la Gran Piedra.
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