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RESUMEN

Trema micrantha (L.) Blume., es una planta medicinal de la Amazonia usada en
el tratamiento de la tos seca, descongestionante nasal, remedio contra
enfermedades como el sarampion, ulceras, astringente, anii—siﬁh’tica, anti-
reumatica. También extractos de esta planta mostrd actividad analgésica y anti-
inflamatoria. El propésito del presente estudio fue determinar el contenido de
polifenoles totales, capacidad antioxidante en los extractos acuosos y
metandlicos de hojas y corteza, procedentes de dos zonas tales como:
Tulumayo y La Divisoria para finalmlente cuantificar el contenido de
epicatequina por HPLC. Los polifenoles totales fueron determinados por
métovdo de Folin-Ciocalteu, la capacidad antioxidante fueron determinados por
la inhibicion de 1,1 diphenil-2-picrilhidrazili (DPPH*), peroxilos y la
cuantificacion de epicatequina fueron determinados por HPLC. El contenido de
polifenoles totales fue 169,377+3,473 mgl/g expresados como catequina
equivalente en extracto metandlico de corteza (P<0,01). El ICso en la capacidad
de secuestro de radicales DPPH* y peroxilos fue 40,13240,153 y 10,472+0,071
ug/mi (P<0,01), en extracto acuoso de corteza y en extracto metandlico de
corteza respectivamente y el contenido de epicatequina fue de 1,089+0,087:
mg/g de muestra seca. En conclusion los resultados indican que Trema
micrantha (L.) Blume. posee un alto contenido de polifenoles totales, asi como

también buena capacidad antioxidante.



. INTRODUCCION

La amazonia peruana tiene una alta diversidad de plantas
medicinales, usadas como medicina alternativa para el tratamiento de diversos
tipos de enfermedades; dentro de éstas tenemos a Trema micrantha (L.)Blume.

“atadijo”, estudiada mas como especie forestal que como especie medicinal.

Las propiedades medicinales de las plantas se deben a la
presencia de sustancias quimicas como glicésidos, alcaloides, polifenoles entre
otros, en las hojas, corteza, etc. Entre ellos, los polifenoles tienen propiedades
antioxidantes y son una alternativa para proteger del envejecimiento prematuro,
el cancer y otras enfermedades que cada dia se incrementan, disminuyendo el

promedio de vida.

La capacidad antioxidante y contenido total de polifenoles de la
especie forestal Trema micrantha (L.) Blume., no son conocidas, es decir no
existen estudios relacionados a su capacidad inhibidora de radicales libres que
podria presentar esta planta, dado que esta planta posee propiedades
medicinales que son utilizadas por la medicina tradicional en la prevencion de
signos (malestares) como la tos seca, descongestionante nasal (MEJIA y
RENGIFO, 2000); remedio contra enfermedades como el sarampion,

astringente, anti-sifilitica, anti-reumatica. Los indigenas del oeste de Francia



emplean el cocimiento de las semillas y hojas para combatir erupciones de la

piel, etc. (MUNOZ et al., 2000).

Es por eso que la determinacion tanto de la capacidad antioxidante
y contenido total de polifenoles, requiere hacer estudios necesarios a través de
tecnologias adecuadas, para que de esta manera se tenga el conocimiento y
poder validar el uso de esta planta como antioxidante, ya que es importante
realizar investigaciones sobre sus actividades farmacolégicas para que se

pueda dar la posibilidad a las personas que deseen usarla.

En tal sentido los objetivos planteados én el presente trabajo de
investigacién fueron: Determinar la capacidad antioxidante en los extractos
. acuosos y metandlicos de las hojas y corteza frente al radical DPPH* y peroxilo
de Trema micrantha (L.)Blume, determinar los polifenoles totales en los
extractos acuosos y metandlicos de las hojas y corteza de Trema micrantha
(L.)Blume, determinar el mejor lugar de procedencia de las muestras respecto a
la capacidad antioxidante y polifenoles totales y cuantificar el contenido de

epicatequina (EC) por HPLC (cromatografia liquida de alta performancia).



I REVISION DE LITERATURA

2.1. Trema micrantha (L.)Blume
2.1.1. Descripcion botanica

Arbol de hasta 20 m de alto, de 20 a 30 cm de didmetro. Hojas
simples, alternas; comunmente lanceoladas, acuminadas, borde asérrado,
base oblicua, trinervada. Inflorescencia axilar en una panicula. Flores uni o
bisexuales; blanco-verdosas, hasta rojizas. Fruto: drupa, ovoide, anaranjada, 2

a 3 mm. de largo (MEJIA y RENGIFO, 2000).
2.1.2. Usos

— Artesanal. Con la madera se elaboran sillas y molenderos. Con
la corteza se elabora un tipo de papel "amate" que puede
sustituir al tradicional que se extrae de Ficus sp.

-~ Combustible. LeRa y carbén para pélvora.

— Construcciéon. Construccion rural (vigas). La madera es de

color amarillo-crema y notablemente suave. Se hacen postes.



Fibra. La corteza es fibrosa y fuerte y se usa para manufacturar
sogas y cordeles.

Forrajero. Su follaje es considerado como buen forraje. En
Brasil se han hecho estudios que indican la presencia de un alto
contenido de proteina para nutrir al ganado. En animales
monogastricos (polios) se han hecho pruebas con mezclas de
hasta 5 % de forraje en su comida normal con resultados
satisfactorios, y los pigmentos contenidos en las hojas
incrementan el color amarillo de su epidermis.

Industrializable. Pulpa para papel.

Medicinal. Extractos de hojas y corteza de esta planta han
demostrado efecto contra el sarampién, adstringente, anti-
sifilitica, anti-reumatica, antidiarreico (BARBERA et al., 1992;
MUNOZ et al., 2000; FRIMMEL et al., 1999; LORENZI.,V 2000;
TRAVERSO et al., 2005), también actia como antiespasmodico
(MUNOZ et al., 1998), antidiabética (SCHOENFELDER et al.,
2006). Por otra parte sirve también en la prevencién de
malestares (signos) de la Tos seca: el cocimiento de la corteza
y hojas se usa para hacer gargaras. También se usa la corteza
como masticatorio, Descongestionante nasal: en inhalaciones
del vapor del cocimiento de la corteza y hojas, Tos seca: se
toman unas siete hojas y se estrujan en agua; al liquido
resultante se afnade el jugo de un limén. Se toma tres veces al

dia (MEJIA y RENGIFO, 2000).



2.1.3. Distribucion

Amazonas, Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Junin, Loreto, Madre de

Dios, Pasco, Puno, San Martin, Ucayali (MEJIA y RENGIFO, 2000).
2.1.4. Clasificacién taxonémica

Seguin MOSTACERO et al. (2002) da la siguiente clasificacion.

Divisidn : Angiospermae

Clase : Dicotyledonea

Sub-clase : Achyclamideae

Orden : Urticales

Familia : ULMACEAE

Género : Trema

Especie : Trema micrantha (L.)Blume.

2.2. Las plantas medicinales y la fitoterapia en los planes generales de

la salud

Con vistas a la investigacion cientifica de los medicamentos
herbarios, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ha publicado una serie
de resoluciones sobre la amplia cobertura de los servicios a través de la

estrategia de Atencion Primaria de la Salud (APS), cuyo pilar fundamental es la



utilizacién de recursos terapéuticos desarrollados por la propia comunidad, es

decir incorporando las plantas medicinales.

2.3. Radicales libres y antioxidantes

2.3.1. Radicales libres

Segun AVELLO y SUWALSKY (2006) manifiestan que los radicales
libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o
libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de
moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una
vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la
molécula estable que cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar
con un electrén desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccién en
cadena que destruye nuestras células. El exceso de radicales libres provoca
diversas enfermedades degenerativas, entre ellas produce el envejecimiento

prematuro de la piel por exposicion a los rayos solares.

Los radicales libres son subproductos de las reacciones quimicas
habituales que se producen en el organismo, aunque tienen una vida muy
corta, son capaces de oxidar y envejecer a las células con las que se
encuentran, provocando una reaccidn en cadena que danfa los tejidos.
Ocasionan serios perjuicios, entre otros atacan al colesterol beneficioso, que al

ser absorbido por los macrofagos queda atrapado en las paredes arteriales



contribuyendo a su endurecimiento y posible obstruccién; también se ha
demostrado su nocivo papel en la aparicion y desarrollo del cancer
(KUMPULAINEN y SALONEN, 1999, VENEREO, 2002, AVELLO vy

SUWALSKY, 2006)

Millones de radicales libres bombardean diariamente nuestras
células, el hecho de que necesitan tantos afios para causar dafnos mayores €s
un atributo a la eficacia de las enzimas que produce nuestro propio organismo
para neutralizarlos. El problema para nuestro sistema se produce cuando se
tiene que tolerar de forma continuada un exceso de radicales libres; este
exceso es producido mayormente por contaminantes externos que penetran en
nuestro cuerpo. La contaminacion atmosférica, el humo del tabaco, los
herbicidas, pesticidas o ciertas grasas son algunos ejemplos de elementos que
generan radicales libres. Este exceso no puede ser eliminado por el cuerpo, y
en su labor de captacion de electrones, los radicales libres dafian las
membranas de nuestras células, llegando faciimente a destruir y mutar su
informacién genética, facilitando asi el camino para que desarrollen diversos
tipos de enfermedades. La accién de los radicales libres ésta ligada al cancer
asi como al dafio causado en las arterias por el colesterol “oxidado”, lo que
relaciona directamente a estas moléculas con las enfermedades
cardiovasculares, cancer y otras muy frecuentes actuaimente (KUMPULAINEN
y SALONEN, 1999; AVELLO y SUWALSKY, 2006).

En los Cuadros 1 y 2, se muestran algunas especies de radicales

libres, causantes de muchos dafios al organismo.



2.3.2. Antioxidantes

Los organismos vivos poseen mecanismos antioxidantes para
defenderse de las especies reactivas de oxigeno. En condiciones normales el
oxigeno humano produce al respirar, sustancias “contaminantes’,
guimicamente inestables, llamadas especies reactivas del oxigeno que en su
mayoria son radicales libres. El dafo oxidativo que estas especies pueden
producir en las macromoléculas biolégicas como: lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucleicos, es de consecuencia critica para la célula y se
asocia a numerosas patologias (VENEREO, 2002; VILLANUEVA, 2003;

AVELLO y SUWALSKY, 2006).

Segun VENEREO (2002), los antioxidantes son las sustancias
protectoras que neutralizan la accién de los radicales libres, los alimentos ricos
en antioxidantes contribuyen a disminuir el riesgo de sufrir cardiopatias,
cataratas y determinado tipo de cancer. En general los antioxidantes son
también utiles para prevenir cualquier de las enfermedades caracterizadas por
la degeneracion de tejidos, como Alzheimer, artritis, degeneracion muscular o

hepatitis.



Cuadro 1. Radicales libres derivados del oxigeno

Radical Nombre Caracteristicas

02 Oxigeno molecular A pesar de su caracter radicalario, es estable y
moderadamente agresivo (a*).

o) Anion superdxido Otra variedad de oxigeno molecular que se
forma a partir de O, normal por captura de un
electrén (a*). Es muy reactivo en medio
hidréfobo, pero no puede atravesar libremente
las membranas biolégicas, en condiciones
fisioldégicas puede transformarse en peréxido

de hidrégeno (b).

HO" Hidroxilo Es el mas reactivo y se le ha relacionado con
el dafio sufrido directamente a las proteinas,
membranas celulares, ADN y lipidos (a*, b).

ROO Peroxilo Formado a partir de hidroperoxidos organicos
como lipidos o por pérdida de un hidrégeno de

hidroperéxidos organicos (a**).

(*) Radicales Primarios o Inorganicos, (**) Radicales Secundarios u Orgéanicos.
Fuente: Adaptado de VILLANUEVA (2003).



Cuadro 2. Otras especies de radicales libres
Radical Nombre Caracteristicas
ONOO" Peroxinitrito Se forma a partir de la reaccidon del
radical superéxido con el acido nitrico
(a, b) se Ile ha relacionado
directamente con la patologia de
varios desordenes neurodegene -
rativos como la enfermedad de
Alzheimer (a).
H Atomo de Es el radical libre méas simple (b).
Hidrogeno
RS Tiol Nombre general para un grupo de
radicales con un electrén
desapareado ubicado en el sulfuro
(b).
RO’ Alcoxil Radical ubicado en el oxigeno,
formado durante el rompimiento de
peréxidos organicos (b).
CCl3 Triclorometil Radical desapareado ubicado en el

carbono; el CCls se forma durante el
metabolismo de CCls y contribuye el

efecto téxico de este solvente (b).

Fuente: Adaptado de VILLANUEVA (2003).

10
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2.3.3. Modelos In Vitro, para evaluar la actividad antioxidante

El estudio de radicales libres y antioxidantes en la biologia, ha

producido una revolucion médica, que promete una nueva era en la salud y

direccionamiento de enfermedades, la accién antioxidante in Vitro o en

alimentos, pueden inhibir continuamente la generacién de EROS ( Especies

reactivas de oxigeno), o por inhibicion directa de radicales libres éste puede ser

realizado por diversos analisis in Vitro (Figura 1), que caracterizan la eficiencia

de compuestos bioactivos en plantas y suplementos alimenticios (AUROMA,

2003).

Reaccién con CCLO, y
otros radicales peroxilos

Ensayo de accién
Prooxidante
1. Ensayo de
Desoxirribosa
2. Ensayo de Bleomicina
3. Ensayo de cobre -
Fenantrolina

>

Ensayo de disponibilidad
de hierro

Figura 1.

A

Ensayo de Peroxidacion
de Lipidos
Reaccién con Oxido
Nitrico y Peroxinitrito

Evaluacion de la accion
antioxidante en
suplementos dietéticos
y plantas medicinales

>

Reaccién con Acido
Hipocloroso y peréxido de
hidrégeno

dietarios y plantas medicinales

T

Decoloracion del radical
2 diphenil-1-picrilhidrazil

Técnicas para evaluar la actividad antioxidante en suplementos
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2.3.4. Radical 2,2 Diphenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

El radical DPPH, es un reactivo que se usa ampliamente para
investigar la inhibicion de radicales libres por los polifenoles (HIRAMATSU et
al., 1997; YILDIRIM et al., 2003), también sufre decoloracion (Figura 2) por la
cisteina, glutation, acido ascorbico, tocoferol, compuestos
polihydroxiaromaticos (hidroquinona, pirogalol, etc.) y aminas aromaticas (p-

finilendiamina, p-aminofenol, etc.) (BLOIS, 1958).

El mecanismo de reaccidon consiste en sustraer un atomo de
hidrégeno de un fenol donador para dar difenilpicrilhidrazina y un radical fenoxil
(Figura 2), (LEBEAU et al., 2000). La reaccién involucra un cambio de color de
violeta a amairillo, que faciimente es monitoreado. (BLOIS, 1958; BRAND -

WILLIANS, 1995).

JeNeve

N +  (AH), NH + (A)a
O.N NO, O,N NO;
N\ - AN e
N,O N,O
DPPH DPPH

(Violeta) (Amarillo)
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Donde:
DPPH — H = Radical DPPH reducido
(A H), = Especies de Radicales

n = Indica la presencia de 1 o mas especies de radicales.

Figura 2. Quimica de la inhibicion del radical libre por una especie

antioxidante Segun ESPIN et al. (2000).

2.4. Polifenoles

Son metabolitos secundarios de las plantas, constituyen un amplio
grupo de sustancias quimicas de numerosas especies de plantas (Figura 3). Su
funcién en las plantas es de actuar como metabolitos esenciales para el
crecimiento y reproduccion, y como agentes protectores frente al ataque de
agentes patégenos, incluyendo bacterias, fungi y virus, asi como metabolitos
esenciales para el crecimiento y reproduccion de éstas. En la actualidad, se ha
encontrado mas de 8,000 compuestos diferentes reportandose que los
polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos
por funciones hidroxilicas (HERNANDEZ y PRIETO, 1999; MARTINEZ et a/.,

2000; VILLANUEVA, 2003). Entre los compuestos polifendlicos tenemos:
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2.4.1. Fenoles, acidos fendlicos y acidos fenil acéticos

Dentro de este grupo los fenoles simples como el fenol, creso timol
y resorcinol estan ampliamente distribuidos entre todos las especies vegetales.
Igualménte, los acidos fenodlicos tales como el gadlico, vainillinico,
hidroxibenzoico y los aldehidos como la vainillina, también son abundantes en
. plantas superiores y helechos. Pero existe poca informacién cientifica sobre los
acidos fenil acéticos en los vegetales (BELITZ y GROSCH, 1988; MARTINEZ

et al., 2000).
2.4.2. Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles

Los acidos cinamicos (cafeico, ferdlico, p-cumarico y sinaptico) se
encuentran raramente libres, por lo general esta presente en forma de
derivados. Asi por ejemplo, el acido caféico se encuentra esterificado con el
acido quimico como acidos clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y
criptoclorgénico. Las cumarinas e isocumarinas estan en forma a partir de las
antocianidinas ante incrementos de pH del medio (BELITZ y GROSCH, 1988;

MARTINEZ et al., 2000).



CO+H,0 _ Luz UV Clorofila  yonosacARIDOS
| L l
l ' \ 2 v
ACIDO PIRUVICO m TETROSAS
OLIGOSACARIDOS | L
ACETIL CoA v
i . 1 ACIDO SHIKIMICO
POLISACARIDOS |__I ; ' MALONIL CoA v
¢ BIRIMIDINAS ¢ FENILALANINA ‘
PORFIRINAS I
CARBOHIDRATOS | V/ ACETOGENINAS FENILPROPANOIDES TIROSINA
FRAGMENTOS ; L I
ACIDOS NUCLEICOS DE C4 ACIDOS GRASOS l LISINA
v l A
v
AC'DJO MEVALONICO — AMINOACIDOS [ TIFIDOS FLAVONOIDE ORNITINA
' GERANIOL | | [ J
GERANIL-
FARSENOL PORFIBILINOGENOS v v
ESCUALENO GERANIOL l PEPTIDO TRIPTOFANO
l MONOTERPENOS  [Fesorrer $
SESQUITERPENOS E— PROTEINA
TRITERPEN DITERPENOS
v

CAROTENOLDES

ESTEROIDE

Figura 3. Metabolismo general de los productos naturales

Metabolitos primarios

L]

Metabolitos secundarios 1l
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2.4.3. Flavonoides (quecetina, kaempherol y miricetina)

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de esta
clasificacion, dividiéndose en varias subclases con mas de 5000 compuestos,
siendo los mas distribuidos en las plantas, son sustancias polifendlicas de bajo
peso molecular que comparten el esqueleto comun de difenilpiranos Ce -C3 -Ce:
dos anillos bencenos unidos a través de un anillo pirona y piran heterociclico,
esta estructura presenta una multitud de sustituciones y variaciones en el anillo
pirona dando lugar a flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes,
isoflavonoides, catequinas, calconas, dihidrocalconas, etc. (HERTOG et al,

1993; MARTINEZ et al., 2000).
2.4.3.1. Catequinas

Son metabolitos polifendlicos de las plantas con capacidad
antioxidante. Pertenecen a la familia de flavonoides y para ser mas
especificos, flavan-3-ols. Estos compuestos abundan en los tés procedentes de
la planta de té (Camellia sinensis (L.) Kuntze), asi como en algunos cacaos y
chocolates (hecho de semillas de Theobroma cacao L.) (ZHENG et al., 2008).
Los principales polifenoles (Figura 4) que se encuentran en las hojas frescas
del té y demas vegetales son la epigalocatequina galato (EGCG), la
epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG), catequiza (CAT) y
epicatequina (EC). Los resultados de estudios realizados con estos
compuestos indican que los mismos tendrian una actividad protectora contra la

enfermedad de Alzheimer y ciertos tipos de tumores malignos, ademas de
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mejorar el sistema cardiovascular, antioxidativo y contribuir a controlar la

obesidad (HU et al., 2008).

OH @Oﬂ
HO 0 @ e N OH
‘ OH .
“10H
OH

OH EC
CAT
OH
OH OH
OH HO o .
" OH
HO 0 (A ..
\Q(j OH 0
OH OH
OH o
OH
EGC OH
’©:OH OH
HO o .~ OH EGCG
198
OH oH
o]
$ OH
ECG ©H

Figura 4. Estructura quimica basica de las principales catequinas

2.4.3.1.1. Fuentes de catequinas

Las catequinas constituyen alrededor del 25% del peso seco de
hoja de té fresco (BALENTINE et al, 1998) aunque el contenido total de
catequina varia mucho en funcién de la variacién clonal, el aumento de la
ubicacién, estacional / variacién de la luz, y la altitud (LU et al., 2001). Estan
presentes en casi todos los tés realizados a partir de Camellia sinensis (L.)

Kuntze, incluyendo el té blanco, té verde, té negro y té Oolong. Las catequinas
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también estan presentes en la dieta humana en el chocolate (HAMMERSTONE
et al., 2000), las frutas, las hortalizas y el vino (RUIDAVETS et al,, 2000) y se

encuentran en muchas otras especies de plantas (HARBORNE et al., 1982)

2.4.3.1.2. Beneficio de las catequinas en la salud

Los beneficios para la salud de las catequinas se han estudiado
ampliamente en los seres humanos y en modelos animales. Reduccion de
placas arterioscleréticas se ha visto en modelos animales (CHYU et al., 2004).

Reduccién de la carcinogénesis fue visto in vitro (MITTAL ef al., 2004)

Muchos estudios sobre los beneficios de salud se han vinculado a
la epicatequina (EC). Segun SCHROETER et al. (2006), epicatequina puede
reducir el riesgo de cuatro de los principales problemas de salud: los
accidentes cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca, el cancer y la diabetes; el
estudio del pueblo Kuna en Panama, que beben hasta 40 tazas de cacao a la
semana, se encontré que la prevalencia de los "cuatro grandes problemas " es
inferior al 10%, los investigadores creen que la epicatequina debe ser

considerado esencial para la dieta y por tanto clasificarse como una vitamina.

Segun KATIYAR et al. (2007), epigalocatequina galato es un
antioxidante que ayuda a proteger la piel de la radiacién UV-inducida por los
dafios y la formacidon de tumor. Catequinas del té verde también han
demostrado que poseen propiedades de los antibiéticos debido a su papel en la

perturbacion de una etapa especifica de los bacterianas proceso de replicaciéon
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del ADN. Las Catequinas, cuando se combinan con el ejercicio habitual; se ha
demostrado que alguna manera retrasa el envejecimiento (MURASE et al,,
2008). Ratones alimentados con catequinas demostraron disminucién de los
niveles de envejecimiento. El estrés oxidativo se redujo en la mitocondria
celular, asi como aumento de mRNA de la transcripcion de proteinas

relacionadas con la mitocondria (MURASE ef al., 2008)

2.4.4. Interés de los polifenoles

MARTINEZ et al. (2000); VILLANUEVA (2003) mencionan los

siguientes intereses:
2.4.4.1. Interés tecnolégico

Los polifenoles intervienen en las caracteristicas organolépticas de
las frutas y verduras, durante el procesamiento, tanto en el color como en el

sabor.
2.4.4.1.1. Contribucién al color

Los polifenoles son responsables del color natural de muchas
frutas y verduras, entre los que destacan, las antocianinas, que son
responsables de los colores rojo, azul, violeta entre otros, estas moléculas son

sensibles al cambio de temperatura y pH.
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2.4.4.1.2. Contribucion al sabor amargo

Las flavononas, estan asociados con el sabor amargo en los
citricos, entre ellos tenemos a la naringina.
— En la naranja tenemos a la neohesperidina.

— En la cerveza tenemos al acido clorogénico.

2.4.4.1.3. Contribucion al sabor astringente

Los taninos, constituyen la fraccién fendlica responsable de las
caracteristicas astringentes en ciertas frutas y verduras, estos presentan buena
capacidad para precipitar proteinas. Cuando mayor sea el peso molecular que

presentan los taninos, mayor sera la eficiencia de precipitacion de proteinas.

2.4.4.1.4. Contribucion al pardeamiento

La presencia de pigmentos oscuros durante la manipulaciéon y
procesado de frutas y verduras, esta influenciada por niveles de polifenoles, la

presencia de oxigeno y la actividad de la polifenoloxidasa.
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2.4.4.2. Interés nutricional

244.21. Interés sobre los macronutrientes vy

la biodisponibilidad de minerales

La presencia de algunos tipos de flavonoides, ayudan a la
absorcion de minerales al torrente sanguineo, tales como el hierro; sin
embargo, un exceso en el consumo de taninos, llegan a comportarse como
antinutrientes, formando complejos con las proteinas, causando una

disminucioén en la absorcion en el intestino.

24.4.2.2. Interés en la Actividad Antioxidante (AA) y su

relacién con diversas patologias

La actividad antioxidante de compuestos fendlicos, esta

relacionado con la capacidad de:

— Inhibir radicales libres,

— Quelar metales pesados,

— Prevencion y disminucién de enfermedades cardiovasculares,
cancer, alzheimer, diabetes, parkinson, etc.

-~ Efectos farmacoldgicos como antiinflamatorio, bactericida,
antialérgico, estimuladores de la respuesta inmune, antivirales,
efectos estrogénicos, inhibidores de la COXo.

~ Reducen el desarrollo de tumores internos.

— Protegen al DNA.
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2.4.5. Mecanismos de accion de los polifenoles

Segin FRANKEL et al. (1995), los polifenoles actian como
antioxidante por diferentes mecanismos:

- Como antioxidantes propiamente tales, actuando como
atrapadores de radicales libres.

- En forma indirecta, como agentes quelantes de iones de
metales de transicion.

—~ Por sus propiedades de solubilidad pueden localizarse sobre la
particula de lipoproteina de baja densidad (LBD).

— Por su capacidad de inhibir, activar o proteger enzimas

especificas en el organismo.

2.4.6. Los polifenoles como antioxidantes

Los polifenoles son poderosos antioxidantes que protegen a las
LBD del dafo oxidativo, y su accidbn como antioxidante esta relacionada no sélo
con su estructura quimica sino que también con su localizacién en la particula.
Cada polifenol actua por uno o mas de los mecanismos de accion; al actuar
como antioxidantes, los polifenoles protegen de enfermedades crénicas que
hoy son la preocupacion de la salud publica mundial. Los compuestos
polifendlicos tienen propiedades conocidas en el secuestro de radicales libres,
inhibicion de hidrélisis y oxidacion de enzimas y accién anti-inflamatorio

(FRANKEL et al., 1995; RICE-EVANS et al., 1997; POURMORAD et al., 2003).



23

MELCHOR (2002) manifiesta que la actividad antioxidativa de
Camellia sinensis (L.) Kuntze. "té verde” expresada como coeficiente de
inhibicion del 50 % de radicales libres (ICsp), fue de 47 ug/ml y las condiciones

de almacenamiento (60 dias) no disminuy6 dicha actividad.

DAZA (2004) manifiesta que, la mayor capacidad antioxidativa de
Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook., reflejada en términos de ICsp, lo
presenta el extracto acetona/agua, de la muestra de hoja recolectada a las
05:00 p.m. con 37,14815,565 pg/ml, y en la extraccion acuosa, la muestra de

corteza recolectada a las 07:00 a.m. con 52,352+2,669 ug/mi.



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

El presente trabajo de investigacion se desarrolié en el Centro de
Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA) de la

Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS), Tingo Maria.

3.2. Recurso vegetal

Los materiales vegetales utilizados fueron las hojas y cortezas de
Trema micrantha (L.)Blume (atadijo). Las muestras fueron colectadas de la

zona de Tulumayo y La Divisoria que a continuacion se describen.

3.3. Zonas de coleccion de materia prima

3.3.1. Tulumayo

Esta situado a 650 m.s.n.m. con una humedad relativa promedio de
84 % y una temperatura promedio anual de 24 °C; las precipitaciones pluviales
pasan de 3000 mm y casi no hay un solo mes al afo sin lluvias; unidad

fisiografica de terraza baja.



25

3.3.2. LaDivisoria

Esta situada a 800 m.s.n.m. con una humedad relativa promedio de
22 a 25 % y una temperatura promedio anual de 20 °C; las precipitacion
promedio anual es de 3200 a 3800 mm, con una época lluviosa entre ios

meses de octubre y abril; unidad fisiografica de montaria alta.

3.4. Disefio experimental y factores estudiados

Se utilizd un Disefio Experimental de BquLues Completamente al
Azar (DBCA) con un arreglo factorial de 2Ax2B. En el Cuadro 3, factores

estudiados y sus correspondientes niveles.

Cuadro 3. Factores estudiados y sus correspondientes niveles

Factores Niveles - Simbole

A. Tipo de droga ~ Hoja ay
—~ Corteza ax
B. Tipo de solvente — Agua(95°C) by

— Metanol b>
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3.5. Metodologia experimental

3.5.1. Preparacion de muestras

Las muestras fueron secadas en una estufa a 40 + 5 °C, por 8
horas, posteriormente fueron molidas en un molino de cuchillas, con un tamiz
de 2 mm y almacenadas a temperatura ambiente hasta sus respectivos

analisis.

3.5.2. Preparacion de los extractos (hojas y corteza)

Los extractos de las muestras molidas fueron preparados utilizando

dos tipos de solventes de la siguiente manera (LOCK, 1994).

3.5.2.1. Extractos metanélicos

— La extraccidon se realizd6 por maceracion durante 48 horas en
matraces de capacidad de 200 mi a razén de 5 gr de materia
seca/100 ml de metanol grado reactivo (Merck KGaA).

— Luego el sobrenadante se puso en microtubos de 1500 uL de
capacidad, centrifugados a 10000 rpm / 5 minutos a 4 °C.

— Finalmente se realizé la dilucion de manera adecuada a partir
de la solucién stock para obtener las siguientes diluciones (1/5,

1/10, 1/20, viv) para su analisis respectivo.
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3.5.2.2. Extractos acuosos

— La extraccion se realizé por Infusién durante 30 minutos con
agua (95 °C), en matraces de capacidad de 200 mil a razon de 5
gr de materia seca/100 ml de agua destilada.

— Luego el sobrenadante se puso en microtubos de 1500 uL de
capacidad; centrifugados a 10000 rpm / 5 minutos a 4 °C.

— Finalmente se realiz6 la dilucién de manera adecuada partir de
la solucion stock para obtener las siguientes diluciones (1/5,

1/10, 1/20, v/v) para su analisis respectivo.

3.5.3. Determinacién de la capacidad antioxidante frente al

radical DPPH* y peroxilo
3.5.3.1. Capacidad antioxidante frente al radical DPPH*

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante se utilizé el radical
2,2-diphenil-1-picrilhidrazil (DPPH), reportado por BRAN-WLLIAMS et al.

(1995).

Se prepard la solucion stockk DPPH 1mM en metanol grado
reactivo; luego se almacené a 4 °C protegido de la luz con papel metalico; a
partir de la solucion stock se preparé DPPH de 100 pM en metanol; la inhibicion
de radical DPPH* fue determinado por la reaccion de 25 uL de la muestra con

975 WL de la solucién de DPPH (100 pM) en una cubeta de poliestireno (1 cm
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x 1 cm x 4,5 cm) el cual fue registrado a una longitud de onda de 515 nm
usando un espectrofotébmetro (Genesys 6 UV/VIS) a intervalos de 30 segundos
durante 5 minutos. Para la obtencién del parametro ICsq, fuerén ploteados las
concentraciones Vs. los porcentajes de inhibicion. Para el calculo del

porcentaje de inhibicidn se utilizé la siguiente ecuacion:

% Inhibicion DPPH = [(Acontrot — Amuestra) / Acontrot ] X 100
Acontrat : absorbancia del radical DPPH

Amuestra : absorbancia de la muestra
3.5.3.2. Capacidad antioxidante frente al radical peroxilo

Se realiz6 mediante el método reportado por BARTOSZ et al.

(1998).

Para generar el radical peroxilo se mezclé en una proporcion de
1:1:8 (v/vlv) de 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-acido sulfénico) (ABTS) 2,25
mM, 2,2-azobis (2-amidopropano) hidrocloruro (ABAP) 20 mM y solucion buffer
fosfato (PBS) pH 7,4 respectivamente, todos ellos procedentes de Sigma
aldrich (St. Louis, MO, USA) y se incub6 a 70 °C en bafio marfa por 20 minutos.
Luego se dejd enfriar sobre hielo durante 5-10 minutos; la inhibiciéon del radical
peroxilo fue determinado por la reaccién de 10 yL de muestra (extracto acuoso
o metandlico) con 990 pl del radical peroxilo. La disminucién de la absorbancia
fue determinada a 414 nm con un espectrofotometro (Genesys 6 Uv/Vis),

durante 5 minutos a intervalos de 30 segundos. Para el calculo del porcentaje
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de inhibicion se utilizo la siguiente ecuacion:

% Inhibicion peroxilo = [(Acontrot — Amuestra) / Acontrot ] X 100
Acontrol : absorbancia del radical DPPH

Anmuestra : absorbancia de la muestra
3.5.4. Determinacion del contenido total de polifenoles

Se realizd mediante el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y

Rossi, 1965., citado por SAUCIER y WATERHOUSE, 1999).

Se prepard las siguientes soluciones stocks en tubos de capacidad
de 30 mi: Na,CO3 al 20 % en H0dd, (+)-Catequina en metanol 0.1 M. Para
construir la curva estdndar de catequina se preparé las siguientes
concentraciones (0; 0,3; 1; 3; 10; 30 y 100 pM) a partir de la solucidén stock
(ANEXO 1. Figura 9); se agreg6 en tubos de vidrio de capacidad de 10 ml 1,58
ml de agua destilada desionizada (H,Odd) y 20 uL del estandar (catequina),
usando micropipetas de capacidad 100-1000 uL, 10-100 pL. marca eppendorf y
recipientes con punta de capacidad 10-1000 L y se agité ligeramente. Para el
caso de las muestras se diluyé adecuadamente de manera que la absorbancia
esté dentro del rango de la curva estandar. Para el caso del blanco se agrego
20 uyL de agua destilada desionizada, 100 yL de solucion de fenol Folin-
Ciocalteu (Sigma chemical Co.) y se agité ligeramente, se Incubd por 1 minuto
a temperatura de ambiente, se agregé 300 pL de Na>,CO3 al 20 %, se incub6

por 2 horas a temperatura ambiente; finalmente se registré la absorbancia por
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espectrofotometro (marca Genesys 6 UV/VIS) a 700 nm, usando cubetas de

poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm).

3.5.5. Cuantificaciéon de epicatequina por HPLC

La cuantificacion de epicatequina se realiz6 por el método descrito

por DING et al. (1999).

Se prepar6 la fase movil constituida por agua/metanol/acido acético
en una proporcion de 70:30:0.1 (v/viv); luego se prepard la solucién stock
(estandar) de epicatequina de 2 mM en metanol grado HPLC (Merck KGaA) y
se diluy6é para obtener las concentraciones de 10; 20; 40; 80 y 160 pM para
construir la curva estandar (ANEXO |. Figura 10); inyectando 20 pL de cada
concentracion y realizé la lectura durante 15 minutos a 270 nm, con un flujo de
1,0 mi/min; para el caso de las muestras se diluyé adecuadamente usando
metanol grado HPLC y se homogenizd, luego lo filtramos usando un filtro de
membrana de polipropileno de 0,2 yum para después realizar la lectura en las

mismas condiciones que se hizo para la curva estandar por triplicado (n=3).

3.5.5.1. Equipode HPLC

El equipo de cromatografia liquida de alta performancia (HPLC) es
modelo LC-10AVP (Shimadzu Scientific. MD, USA.). Equipado con: Bomba

modelo LC — 10ATVP, Columna cromatografica C18-110R Gemini, Horno de
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columna modelo CTO — 10ASVP Detector UV-Vis modelo. SPD — 10AVVP, |

Controlador Modelo SCL — 10AVP, Software de interfase CLASS — VP.
3.6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron bajo un Disefio de Bloques
Completamente al Azar con un arreglo factorial de 2Ax2B, las mismas que se
muestran en el Cuadro 4. Para comparar la diferencia entre promedios se

utilizé la prueba de Duncan (P<0,01).

Cuadro4. Andlisis de varianza para los andlisis realizados de Trema
micrhanta (L.)Blume.

Fuente de variacién Grados de libertad
Bloques r-1=1

Tipo de droga(A) a-1=1

Tipo de solvente (B) b-1=1

A*B (a-1)%(b-1) =1
Error experimental @b-1)r-1)=3

Total 7
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3.6.1. Modelo aditivo lineal

Yik

Donde :

Yijk

H
Bloque
Ai

Bj

(A*B)ij

Eijk

u + Bloque + Ai + Bj + (A*B)ij + Eijk

Variable respuesta u observacion

Media poblacional

Efecto verdadero del k — ésimo bloque
Efecto del i — ésimo tipo de droga

Efecto del j — ésimo tipo de solvente

Efecto de la interaccién del i- ésimo nivel del
factor tipo de droga con el j — ésimo nivel del
factor tipo de solvente

Error experimental



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Capacidad antioxidante frente al radical DPPH* y peroxilo

4.1.1. Capacidad antioxidante frente al radical DPPH*

La capacidad antioxidante expresado como ICsp, varia ampliamente
en las diversas partes de la planta evaluada, tipo de solvente y la zona de

procedencia.

La prueba de Duncan para los resultados obtenidos se puede
observar que la mayor capacidad antioxidante (Cuadro 5) presenta las
muestras procedentes de la zona de Tulumayo, en la corteza y extracto acuoso
siendo altamente significativa (P<0,01) 40,132+0,153 ug/ml, superando a todas
las demas combinaciones y seguido por la misma zona de procedencia de las
muestras, en la corteza, extracto metandlico siendo 42,291+0,207 ug/ml vy
presentando la menor capacidad antioxidante fue Ila combinacién
correspondiente a las muestras procedentes de la zona de Tulumayo, en hojay

extracto metandlico siendo 112,711+0,497 pg/mi.

La capacidad antioxidante, de los compuestos fendlicos, esta

relacionada con la presencia de los grupos hidroxilos (OH), a su capacidad de
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donar H* y a sus propiedades fisicoquimicos (VAN ACKER et al, 1996;

COLLANTES et al., 1999; PARK ef al., 2002; TROMELIN et al., 2003).

Los altos valores de ICsp obtenidos mediante las dos formas de
extraccioén, dos tipos de droga vegetal y dos zonas de procedencia de las
muestras (Cuadro 5), reflejan una buena capacidad antioxidativa que presenta
este recurso. Estos valores son similares a los reportados, por VILLANUEVA
(2003) en cascara pinton seco de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh “camu
camu” ICsp = 46,20+0,10 ug/ml. Ademas, RAMOS (2002), reporta un ICsp =
32,43+0,389 ug/ml en hoja de Camellia sinensis (L.) Kuntze “té verde”’; mientras
que ESTELO (2003) reporta un ICsp = 138,831 y 1454,284 ug/ml en la “chanca

piedra’ (Phyllanthus urinaria L. y P. niruri L.) en las dos especies estudiadas.

Cuadro 5. Capacidad antioxidante como ICsp (ug/ml) en extractos acuosos y
metandlicos de hojas y corteza de la zona de Tulumayo y La

Divisoria frente al radical DPPH*.

Zona Tipo de droga Tipo de solvente Promedios
Hoja " Aqua 53,420+0,170°
Corteza g 40,132+0,153°
Tulumayo : n
Hoja Metanol 112,71140,497
Corteza 42,291+0,207°
Hoja 57,860+0,218'
Agua p
L Corteza 46,40410,245
La Divisoria -
Hoja 110,906x0,503¢
Metanol
Corteza 43,992 +0,204°

'Los valores representan el promedio + ES. Las letras a-g, representan diferencia estadistica entre
promedios evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).
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4.1.2. Capacidad antioxidante frente al radical peroxilo

La prueba de Duncan para la capacidad antioxidante frente a los
radicales peroxilos (Cuadro 6) presentd la muestras procedentes de la zona de
Tulumayo, en corteza y extracto metandlico siendo 10,472+0,071 pg/mi,
superando a todas las demas combinaciones (P<0,01) y seguido por la misma
zona en la corteza, en extracto acuoso siendo 13,062+0,054 pg/ml y
presentando la menor capacidad antioxidante las muestras procedentes de la
zona de Divisoria, en la hoja en extracto metanélico y la zona de Divisoria, hoja
en extracto metandlico siendo 41,577+0,209 y 41,35510,154 ug/mi
respectivamente no existiendo diferencia estadistica entre ellos (P<0,01).
SANDOVAL et al. (2001) evaluaron la actividad antioxidante de Lepidium
mayenii Walp. (maca), frente al radical peroxilo obteniendo un valor de 430
pg/ml y en Myrciaria dubia (Kunth)McVaugh (camu camu) en extractos acuosos
de céscara en estado maduro frente al radical peroxilo con un valor de 8,30
ug/ml (VILLANUEVA, 2003), destacandose una mayor eficiencia de las
muestras de Trema micrantha (L.)Blume, comparadas con Lepidium mayenii
Walp., pero inferior al obtenido en Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, indicando
que las muestras en experimento contribuyeron a la disminucion de la

formacion de radicales peroxilo (DEAN et al., 1993; SANDOVAL et al., 2001).
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Cuadro 6. Capacidad antioxidante como ICso (ug/ml) en extractos acuosos y
metandlicos de hojas y corteza de la zona de Tulumayo y La

Divisoria frente al radical peroxilo.

Zona Tipo de droga  Tipo de solvente Promedios’
Hoja Aqua 18,873+0,072°
Corteza 9 13,06240,054°
Tulumayo -
Hoja Metanol 41,35510,154°
Corteza 10,472+0,071*
Hoja 20,118+0,066'
Agua d
L Corteza 14,975+0,057
La Divisoria -
Hoja 41,577+0,209°9
Metanol
Corteza 13,496+0,038°

"Los valores representan el promedio + ES. Las letras a-f, representan diferencia estadistica entre
promedios evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).

4.2. Contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles, varia ampliamente en las diversas

partes de la planta evaluada, tipo de extracto y la zona de procedencia.

Segun los resultados obtenidos se puede observar que el mayor
contenido de polifenoles totales (Cuadro 7) presentod las muestras procedentes
de la zona de Tulumayo, en la corteza y extracto metandlico siendo
169,377+3,473 mg de catequina equivalente por gramo de muestra
(mgCATE/g) superando a todas las demas combinaciones (P<0,01) y no
existiendo diferencia estadistica entre las combinaciones de la zona de

Tulumayo, en la corteza, en extracto acuoso y las muestras procedentes de la
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zona de La Divisoria, en corteza, en extracto metandlico siendo

134,606+ 1,321y 130,154 + 1,519 mgCATE/g respectivamente.

Asi mismo, ESTRELLA (2002) determiné el contenido de
polifenoles en Aloysia tripilla (L'Hér.) “cedron” que obtuvo 2,44+0,05 mgAGE/g
peso fresco. ESTELO (2003) determiné el contenido de polifenoles en dos
especies de “chanca piedra”, obteniendo para Phyllanthus urinaria L. de
7,320,056 mgAGE/g y P. niruni L. de 3,010 £ 0,05 mgAGE/g muestra seca.
DAZA (2005) determind el contenido de polifencles de Calycophyllum
spruceanum (Benth.) Hook., realizado por las dos formas de extraccion
(acetonal/agua con 2,0814+0,2816 mg AGE/g y agua a 45 °C con 0,3185%
0,0176 mg AGE/g). MURILLO et al. (2007) determiné el contenido de
polifenoles de Bauhinia kalbreyeri Harms, realizado por las dos formas de
extraccion en hojas y corteza (etanélico con 26.02 mg AGE/g y 8,4 mg AGE/g;
agua (decoccién) con 23,19 mgAGE/g y 18,47 mgAGE/g respectivamente), con
estos resultados y haciendo las comparaciones con el contenido de polifenoles
de Trema micrantha (L.)Blume., realizado por dos formas de extracciéon para
las muestras procedentes de la zona de Tulumayo y la Divisoria (Cuadro 7),
podemos manifestar que Trema micrantha (L.)Blume, presenta el mayor

contenido de polifenoles que las especies antes indicadas.
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Cuadro 7. Contenido de polifenoles totales expresado en mgCATE/g de
materia seca en extractos acuosos y metanodlicos de hojas y

corteza de la zona de Tulumayo y La Divisoria.

Zona Tipo de droga Tipo de solvente Promedios
Hoja Aoua 106,027+1,067°
uumave | COTteZ2 9 130,154+1,519°
Y THoa I 73.578+1.536°
Corteza 169,377+3,473°
Hoja 92,222+0 8651
Agua
~ Corteza 107,44611,452°
La Divisoria - :
Hoja 62,063+1,637
Metanol
Corteza 134,606+1,321°

'Los valores representan el promedio * ES. Las letras a-f, representan diferencia estadistica entre
promedios evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).

4.3. Contenido de polifenoles, capacidad antioxidante frente al radical

DPPH* y peroxilo respecto al tipo de droga

El tipo de droga tuvo un influencia altamente significativa (P<0,01)
en el contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante frente al radical
DPPH* y peroxilo demostrando que el mejor tipo de droga vegetal respecto a
las parametros evaluados es la corteza (ANEXO Il. Cuadros 10; 14; 18) y

Figura 5.

La prueba de Duncan para el tipo de droga vegetal muestra que en
el contenido de polifenoles totales la corteza (135,3961+2.924 mgCATE/g) es
superior a las hojas (Figura 5), en cuanto a la capacidad antioxidante

expresados como ICsp presenté un mayor valor la corteza respecto a la hoja
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frente al radical DPPH* y peroxilo con valores de 43,20514,759 y 13,001+0,275
ug/ml respectivamente (P<0,01), como se muestra en la Figura 5 (ANEXO Il
Cuadros 10; 14), esto posiblemente debido a que la corteza posee mayor
cantidad de compuestos fendlicos y a la naturaleza de actuar como parte
protectora de factores externos que pueden dafar a la planta (FENGEL y
WEGENER, 1984; FOO et al., 1997; GHASEMPOUR ef al., 1998; GARCIA,

2004).

El que la corteza presente mayor contenido de polifenoles,
capacidad antioxidante frente al radical DPPH* y peroxilo, probablemente se
deba a que posee mayor cantidad de compuestos fenélicos, disponibilidad y
habilidad del grupo hidroxy en su composicion quimica. OKAWA et al. (2001)
reporta que el nimero de grupos hidroxy no siempre es importante cuando se
compara la capacidad antioxidante sino la posicion del grupo hidroxy puede ser
mas importante para reducir el radical DPPH* o peroxilo. HU y KITTS (2000),
reportan que la conjugacién extendida y un gran nimero de grupos hidroxy en
una estructura pueden ser una de las causas de su poder reductor y gran

potencial para donar radicales hidrégeno a los radicales libres.
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DPPH* Peroxilo

Polifenoles Capacidad antioxidante(ug/mi)
totales(mgCATE/g)

Figura5. Contenido de polifenoles totales (mgCATE/g), - capacidad
antioxidante expresado como ICsp (ug/ml) frente al radical DPPH* y

peroxilo respecto al factor tipo de droga. Letras iguales indican que no existe

diferencia significante (NS) dentro del mismo grupo. Prueba de Duncan (P<0,01).

4.4. Contenido de polifenoles, capacidad antioxidante frente al radical

DPPH* y peroxilo respecto al factor tipo de solvente

El tipo de solvente utilizado respecto al contenido de polifenoles
totales no existid diferencia estadistica (P>0,01), pero en la capacidad
antioxidante tuvo una influencia altamente significativa (P<0.01) frente al radical
DPPH* y peroxilo respecto a los parametros evaluados (ANEXO II. Cuadros 11;

15; 19) respectivamente y Figura 6.

La prueba de Duncan para el tipo de solvente muestra que en el

contenido de polifenoles totales el metanol es superior al agua con un valor de
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109,906+2,376 mgCATE/g (Figura 6), pero respecto a la capacidad
antioxidante expresados en funcién del ICsp se determiné que el mejor tipo de
solvente en la extraccion fue el agua a 95 °C como se muestra en la Figura 6
frente al radical DPPH" y peroxilo con valores de 49,45411,146 y 16,757+0,483
ug/ml respectivamente (P<0,01). La diferencia del contenido de polifenoles
totales y capacidad antioxidante, realizado por las dos formas de extraccion
una por maceracion con metanol y otra por infusion en agua a 95 °C, esta
influenciada por las propiedades fisicoquimicas de las diferentes estructuras de
los polifenoles, la polaridad del solvente usado y el tiempo de extraccin

(GEANKUPLIS, 1982; SINGH y HELDMAN, 1998; TROMELIN, 2003).

1204 @Agua O Metarol
100
80-
60
404
20 2
4
Q-
DPPH* Peroxilo
Polifenoles Capacidad antioxidante{ug/mi)
totales(mgCATE/g)

Figura6. Contenido de polifencles totales (mgCATE/g), capacidad
antioxidante expresado como ICsp (ug/mi) frente al radical DPPH* y

peroxilo respecto al tipo de solvente. Letras iguales indican que no existe

diferencia significante (NS) dentro del mismo grupo. Prueba de Duncan (P<0,01).
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4.5. Contenido de polifenoles, capacidad antioxidante frente al radical
DPPH* y peroxilo respecto a la zona de procedencia de las

muestras

La zona de procedencia de las muestras tuvo una influencia
altamente significativa (P<0,01) en el contenido de polifenoles totales,
capacidad antioxidante frente al radical DPPH* y peroxilo (ANEXO lI. Cuadros

12; 16; 20) y Figura 7.

La prueba de Duncan para la zona de procedencia de las muestras
respecto a los parametros evaluados se observa que, el mayor contenido de
polifenoles totales, capacidad antioxidante frente al radical DPPH* y peroxilo
fueron las muestras procedentes de la zona de Tulumayo superando
estadisticamente a la zona de La Divisoria (P<0,01) con valores de
119,78415996 mgCATE/g, 62,13945,010 ug/mi, 20,941+2,058 ug/ml
respectivamente como muestra la Figura 7, esto posiblemente se deba a la
altitud (M.S.N.M) de la zona, al contenido de minerales y nutrientes existentes
en suelo, al microclima, humedad relativa, radiacion solar, etc. (TISDALE,
1991; LU et al., 2001). PIZARRO (2001) evalu6 la capacidad antioxidante del
Iatex de Croton draconoides Mull. Arg. frente al radical DPPH* en tres unidades
fisiograficas tales como terraza alta, colina baja y montafia alta, siendo el mejor
lugar terraza alta con un valor ICsp (ug/ml) de 13.3310.4 siendo esta tendencia
similar a lo determinado en la presente investigacion ya que la zona de
Tulumayo pertenece a una clasificacion fisiografica de terraza baja, mientras

que La Divisoria pertenece a una unidad fisiografica de montafia.
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DAUBENMIRE (1990) menciona que la composicion del aire atmosférico
cambia sus proporciones sustancialmente sélo con la altitud, sabiendo que en
razoén directa de ella disminuye el contenido de oxigeno y que esta situacion va
siendo progresivamente limitadora para los organismos animales y vegetales.
Por otro lado KEITH (1994) manifiesta que, el rendimiento que alcance una
planta ya sea en frutos, resina, hojas, etc. depende de una serie de factores,
uno son inherentes al vegetal mismo y estan relacionadas con su potencial
genético, otros son de tipo externo y estan relacionados con las caracteristicas

del suelo, las condiciones meteorolégicas y la técnica agrondmica.

& Tuumayo 0 La Divisoria

Capacidad antioxidante(ug/mi)

totales(mgCATE/g)

Figura7. Contenido de polifenoles totales (mgCATE/g), capacidad
antioxidante expresado como ICsg (ug/ml) frente al radical DPPH* y

peroxilo respecto a la zona. Letras iguales indican que no existe diferencia

significante (NS) dentro del mismo grupo. Prueba de Duncan (P<0,01).
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4.6. Cuantificaciéon de epicatequina (EC) de Trema micrantha (L.)Blume

por HPLC

Los resultados obtenidos en la determinacion del contenido de
epicatequina se presenta en el Cuadro 8, este resultado es derivado tomando
como referencia el Cuadro 7, sobre la determinacion del contenido de
polifenoles totales. El contenido de epicatequina en extracto metandlico de
corteza fue 1,089+0,087 mg/g de muestra seca (Cuadro 8), es por ello que
posiblemente sea uno de los motivos por el cual tiene una buena capacidad
antioxidante. MELCHOR (2002) determiné el contenido de epicatequina en
Camellia sinensis (L.) Kuntze (te verde) con un valor de 28,37+0,92 mg/g de
materia seca siendo este valor superior al presente trabajo de investigacion, sin
embargo superior a Lepidium meyenii Walp. con un valor de 0,17+0,009 mg/g

reportado por SANDOVAL et al. (2001).

En la Figura 8, se reporta un cromatograma representativo de la

identificacién de la epicatequina en Trema micrantha (L.)Blume.

Cuadro 8. Contenido de epicatequina (mg/g) de Trema micrantha (L.)Blume

Zona Tipodedroga  Tipo de extracto Promedio*
Tulumayo Corteza Metanolico 1,089+0,087

'El valor representan el promedio * ES de tres replicas(n=3).
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Figura8. Cromatograma de la identificacibn de

Trema micrantha (L.) Blume

epicatequina (1)
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V. CONCLUSIONES

La mayor capacidad antioxidante (ICs) presenté las muestras
procedentes de la zona de Tulumayo, en la corteza y extracto acuoso con
un valor de 40,13210,153 ug/ml frente al radical DPPH* y frente la radical
peroxilo fue las muestras procedentes de la zona de Tulumayo, en la

corteza y en extracto metandlico con un valor de 10,472+0,071 pg/mi.

El mayor valor en la capacidad antioxidante (ICso) respecto al tipo de
droga y tipo de solvente fue la corteza y el agua a 95 °C con valores de
43,2051+4,759 y 49,454+1,146 ug/ml respectivamente frente al radical
DPPH*. El mayor valor en la capacidad antioxidante (ICso) respecto al tipo
de droga y tipo de solvente fue la corteza y el agua a 95 °C con valores de
13,00110,275 y 16,757+2,058 ug/ml respectivamente frente al radical

peroxilo

El mayor contenido de polifenoles totales presenté las muestras
procedentes de la zona de Tulumayo, en corteza y extracto metandlico
siendo 169,377+3,473 mgCATE/g de muestra. El mayor valor en el
contenido de polifenoles totales respecto al tipo de droga vegetal y tipo
solvente fue la corteza y metanol con valores de 135,39613,881 y

109,906+7,514 mgCATE/g respectivamente.
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El mayor valor respecto a los parametros evaluados tales como
polifenoles totales, capacidad antioxidante frente la radical DPPH* y
peroxilo fueron las drogas vegetales procedentes de la zona de
Tulumayo con valores de 119,784+5,996 mgCATE/g, 20,941+2,0568 ug/mi

y 62,139+5,010 ug/mi respectivamente.

El contenido de epicatequina (EC) fue de 1,089+0,087 mg/g.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antioxidante de Trema micrantha (L.) Blume., usando
otros tipos de radicales, como son: peroxido de hidrégeno, radical

hidroxilo, desoxirribosa, etc.

Establecer modelos in vivo para evaluar la actividad antioxidante de la

corteza de Trema micrantha (L.) Blume.

Evaluar el contenido de polifenoles y su capacidad antioxidante, en las

diferentes especies del género Trema.

Continuar este tipo de trabajo en otras especies forestales propias de la

Zona.



DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT CAPACITY AND TOTAL
POLYPHENOLS CONTENT OF AQUEOUS AND METANOLIC EXTRACTS

OF LEAVES AND BARK FROM Trema micrantha (L.) Blume.

ABSTRACT

Trema micrantha (L) Blume; it is a medical plant of the Amazonia used in the
treatment of the dry cough, nasal decongestant, remedy against diseases such
as: measles, sores, astringent, anti-syphilitic and anti-rheumatic. Also, the
extracts of this plant showed analgesic and antiinflammatory activity. The
porpuse of the present study was to evaluate the content of total polyphenols,
antioxidant capacity in the aqueous and metanolics extracts of the leaves and
bark; coming from two zones such as; Tulumayo and the Divisoria, finally to
quantify the content of the epicétechin for HPLC. The total polyphenoles were
determined for the Folin-Ciocalteu method. The antioxidant capacity was
deterrmined by the inhibition of 1,1 diphenyl-2- picryl-hidrazyl (DPPH*), peroxyls
and the quantification of the epicatechin were determined by HPLC. The
content of total polyphenols was 169,377+3,473 mg/g expressed as catechin
equivalently in metanolic extract of bark (P<0,01). The ICsp in the capacity of
radicals seize DPPH* and peroxyls were 40,132+0,153 and 10,47+0,071 ug/ml
(P<0,01) in aqueous extract bark and in metanolic extract of bark respectivily
and the content of the epicatechin was of 1,089+0,087mg/g of dry sample. in
conclusion our results indicate that Trema micrantha (L.) Blume., possesses a

high contained of total polyphenols, as well as good antioxidant capacity.
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Anexo |

y=0,0227x + 0,0061
R% = 0,9997

Absorvancia a 700 nm.
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Figura 10. Curva patrén para la cuantificacién epicatequina
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Anexo i

Cuadro 9. ANVA para la capacidad antioxidante frente al radical DPPH*

Fuentes de Variacion GL. CM. FC. SIG.
Bloque 1 42,192 12,600 >
Tipo de droga (A) 1 9851,047 2941,894 >
Tipo de extracto (B) 1 4711,143 1406,925 >
A*B 1 4753,700 1419,634 i
Error experimental 3 3,349

Total 7

*&

: Altamente significativo
CV.:2,88%

Cuadro 10. Prueba de Duncan para el tipo de droga en la capacidad
antioxidante como ICsp (ug/ml) frente al radical DPPH*

Tipo de droga Promedios' Duncan (a = 0,01)
Corteza 43,205+4,759 a
Hoja 83,724+0,401 b

Los valores representan el promedio + ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre el tipo de droga. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0.017).

Cuadro 11. Prueba de Duncan para el tipo de solvente en la capacidad
antioxidante como ICsp (ug/ml) frente al radical DPPH*

Tipo de solvente Promedios' Duncan (a =0,01)
Agua 49,454+1,146 a
Metanol 77,475+5,808 b

'Los valores representan el promedio * ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre el tipo de solvente. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).
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Cuadro 12. Prueba de Duncan para las zonas en la capacidad antioxidante
como ICsp (ug/ml) frente al radical DPPH*

Zona Promedios ' Duncan (a =0,01)
Tulumayo 62,139+5,010 a
La Divisoria 64,790+ 4,589 b

'L os valores representan el promedio + ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre las zonas. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).

Cuadro 13. ANVA para la capacidad antioxidante frente al radical peroxilo

Fuentes de Variacion GL. CM. FC. SIG.
Bloque 1 15,376 42,867 >
Tipo de droga (A) 1 1833,221 5110,900 **
Tipo de extracto (B) 1 596,126 1661,961 >
A*B 1 864,336 2409,713 i
Error experimental 3 0,359

Total 7

. Altamente significativo
CV.:2,75%

Cuadro 14. Prueba de Duncan para el tipo de droga en la capacidad
antioxidante como ICsp (ug/ml) frente al radical peroxilo

Tipo de droga Promedios' = Duncan (a = 0,01)
Corteza 13,001+0,275 a
Hoja 30.481+1,859 b

'Los valores representan el promedio + ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre el tipo de droga. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).



Cuadro 15. Prueba de Duncan para el tipo de solvente en la capacidad

antioxidante como ICsg (ug/ml) frente al radical peroxilo

Tipo de solvente Promedios'  Duncan (a = 0,01)
Agua 16,757+0,483 a
Metanol 26,725+2 499 b

'Los valores representan el promedio + ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre el tipo de solvente. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan {P <0,01).

Cuadro 16. Prueba de Duncan para las zonas en la capacidad antioxidante

como ICsp (ug/ml) frente al radical peroxilo

Zona Promedios Duncan (a = 0,01)
Tulumayo 20,941 +2,058 a
La Divisoria 22,541+1,904 b

'Los valores representan el promedio + ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre las zonas. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).

Cuadro 17. ANVA para el contenido total de polifenoles.

Fuentes de Variacion GL. CM. FC. SIG.
Bloque 1 2571,009 63,897 **
Tipo de droga (A) 1 16175,330 402,007 i
Tipo de solvente (B) 1 5,336 0,133 NS
A*B 1 6239,623 165,074 **
Error experimental 3 40,236

Total 7

** : Altamente significativo
CV.:579%
NS. : No significativo
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Cuadro 18. Prueba de Duncan para el tipo de droga en el contenido total de
polifencles mgCATE/g de materia seca.

Tipo de droga Promedios ' Duncan (a = 0,01)
Corteza 135,396+2,924 a
Hoja 83,473+3,881 b

"Los valores representan el promedio + ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre el tipo de droga. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,07).

Cuadro 19. Prueba de Duncan para el tipo de solvente en el contenido de
polifenoles totales mgCATE/g de materia seca.

Tipo de solvente Promedios' Duncan (o =0,01)
Agua 109.906+2,376 a
Metanol 108.962+7,514 a

'Los valores representan el promedio + ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre el tipo de solvente. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).

Cuadro 20. Prueba de Duncan para las zonas en el contenido de polifenoles
totales mgCATE/g de materia seca.

Zona Promedios’ Duncan (a = 0,01)
Tulumayo 119,784+5,996 a
La Divisoria 99,084+4,478 b

'Los valores representan el promedio * ES. Las letras a,b, representan diferencia estadistica
entre las zonas. Evaluado mediante DBCA, prueba de Duncan (P < 0,01).
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Anexo lll

1801 -
160 . B Agua O Metanol
140
120

100

Contenido de polifenoles totales (mgCATE/g) de hojas y corteza
usando como solvente agua y metanol de la zona de Tulumayo y
La Divisoria.

@ Agua [ Metanol

ICso (Hg/ml) frente la radical DPPH* de hojas y corteza usando

como solvente agua y metanol de la zona de Tulumayo y La
Divisoria.
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Figura 13. ICsp (pg/ml) frente la radical peroxilo de hojas y corteza usando
dos solventes (agua y metanol) de la zona de Tulumayo y La

Divisoria.
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Figura 14. Hojas y frutos de Trema micrantha (L.)Blume.

Figura 15. Efectuando las diluciones
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Figura 16. Colocando la muestra en el espectrofotémetro para efectuar la
lectura
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