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RESUMEN

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa, de modo que los metabolitos secundarios cumplen una funcién importante en la
proteccion frente a agentes externos en las especies forestales. Miconia barbeyana, es una
especie forestal que se encuentra en bosques primarios y secundarios de la Amazonia peruana.
El presente estudio tuvo como objetivo realizar el tamizaje fitoquimico, cuantificacion de
polifenoles totales, flavonoides y determinar la capacidad antioxidante del extracto acuoso de
hojas y corteza de Miconia barbeyana a diferentes temperaturas. Para analizar la presencia o
ausencia de metabolitos secundarios se realiz6 un analisis cualitativo a través del tamizaje
fitoquimico, los polifenoles totales se determinaron por el método Folin-Ciocalteu, los
flavonoides por el método colorimétrico y la capacidad antioxidante fue determinado por
inhibicion de 1,1 diphenil-2-picrilhidrazil (DPPH*) para diferentes temperaturas (95°C, 65°C
y 45° C). Respecto al andlisis cualitativo de metabolitos secundarios se ha encontrado la
presencia de flavonoides, leucoantocianidinas, saponinas, taninos, triterpenos y/o esteroides,
antocianinas y cumarinas evaluadas en hojas y corteza; en relacion con la cuantificacion de
polifenoles totales se obtuvo 173,97+2,38 mgAGE/g en corteza a una temperatura de 95°C
(P<0,05), para los flavonoides se obtuvo 33,08+0,92 mg EC/g en corteza a una temperatura de
95°C (P<0,05) y finalmente, el mayor valor en la actividad antioxidante fue 8,89+0,9
UMTEAC/g en corteza a una temperatura de 95°C. En conclusién, la especie Miconia
barbeyana presenta diversos metabolitos secundarios, un alto contenido de polifenoles totales,
flavonoides y una buena capacidad antioxidante en la corteza.

Palabras claves: DPPH*, Flavonoides, Metabolitos secundarios, Polifenoles.



ABSTRACT

The antioxidant activity is the capacity that a substance has to inhibit oxidative degradation; in
this, secondary metabolites fulfill an important function in the protection against external agents
among forest species. Miconia barbeyana, is a forest species that is found in primary and
secondary forests of the Peruvian Amazon. The objective of the present study was to carry out
a phytochemical screening, quantify the total polyphenols and flavonoids, and to determine the
antioxidant capacity of an aqueous extract from the leaves and bark of Miconia barbeyana, at
different temperatures. In order to analyze the presence or absence of secondary metabolites, a
qualitative analysis was done through phytochemical screening where the total polyphenols
were determined through the use of the Folin-Ciocalteu method, the flavonoids through the use
of the colorimetric method, and the antioxidant capacity was determined for the 1,1 diphenil-2-
picrilhidrazil (DPPH*), at different temperatures (95°C, 65°C and 45° C). With respect to the
qualitative analysis of secondary metabolites, the presence of flavonoids, leucoanthocyanidins,
saponins, tannins, triterpenes and/or steroids, anthocyanins, and coumarins were found for the
leaves and bark that were evaluated. For the quantification of the polyphenols, 173.97+2.38
mgAGE/g was found in the bark, at a temperature of 95°C (P<0.05); for the flavonoids,
33.08+0.92 mg EC/g was found in the bark, at a temperature of 95°C (P<0.05); and finally, the
greatest value for antioxidant activity was 8.89+0.9 uMTEAC/qg for the bark, at a temperature
of 95°C. In conclusion, the Miconia barbeyana specie presents diverse secondary metabolites,
a high total polyphenol and flavonoid content, and a good antioxidant capacity for the bark.

Keywords: DPPH*, Flavonoids, secondary metabolites, polyphenols.



I. INTRODUCCION

La zona tropical del Pert cuenta con una gran diversidad de especies forestales,
utilizadas en su mayoria en el sector forestal como materia prima para la obtencion de diversos
productos, pocas de estas especies forestales son empleadas como medicina alternativa o
tradicional para el tratamiento de diferentes tipos de enfermedades debido a los escasos estudios
realizados. Existen algunas especies forestales que tiene gran utilidad en la medicina vernacular,
sin embargo, estas no han sido validadas a través de un estudio cientifico, tal es asi que la
especie Miconia barbeyana si bien es cierto posee estudios dendroldgicos, anatomicos y de sus
propiedades fisicas, sin embargo, carece de estudios fitoquimicos que permitan corroborar su
potencial medicinal. En la industria maderera es usado el fuste por su valor econémico; sin
embargo, las hojas y corteza no tiene un aprovechamiento y peor aun un valor econémico, es
por ello que se plantea el presente trabajo para validar las propiedades medicinales de la corteza
y hojas.

Las diferentes propiedades medicinales de las plantas se presentan debido a la existencia
de sustancias quimicas como glicosidos, alcaloides, polifenoles entre otros presentes en hojas,
corteza, etc. Los compuestos fendlicos son los antioxidantes méas abundantes en frutas, verduras
y algunas plantas. Aparte de sus propiedades para captar especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno de mucha importancia en la patogénesis de enfermedades, los compuestos fendlicos
pueden actuar en numerosas vias de sefializacion intracelulares como mediadores, lo que los
convierte en moléculas muy interesantes. En tal sentido, respecto al conocimiento de las
propiedades medicinales de la especie Miconia barbeyana es muy escasa la informacién
cientifica disponible que permita corroborar el contenido de polifenoles y su capacidad
antioxidante, ademas de la identificacion de los principales flavonoides que podrian ser los
responsables de su capacidad antioxidante, en tal caso nos planteamos la siguiente interrogante
¢Qué metabolitos secundarios y cuél serd la capacidad antioxidante de M. barbeyana en hojas

y corteza a diferentes niveles de temperatura de extraccion en la infusion?

Por otro lado, la hipotesis del presente trabajo radica en que la corteza de la especie M.
barbeyana posee mayor presencia de metabolitos secundarios, mayor contenido de polifenoles
totales y flavonoides y asimismo también mayor capacidad antioxidante a una temperatura del

solvente de 95°C.



Para evaluar el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante se realizdé en
condiciones in vitro. Asimismo, para alcanzar los resultados se plantean los siguientes
objetivos:

Objetivo general

— Realizar el tamizaje fitoquimico y evaluar la capacidad antioxidante del extracto

acuoso a diferentes temperaturas de hojas y corteza de M. barbeyana (Paliperro).

Objetivos especificos

— Realizar el tamizaje fitoquimico de hojas y corteza de M. barbeyana.

— Cuantificar los polifenoles totales y flavonoides en el extracto acuoso de hojas y
corteza de M. barbeyana.

— Evaluar la actividad antioxidante en el extracto acuoso de hojas y corteza de M.

barbeyana.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Marco Teorico

2.1.1. Descripcion botanica de M. barbeyana

Posee ramas terminales de seccion casi cuadrangulares, de 3 - 5 mm de diametro.
Presenta hojas simples, opuestas y decusadas, de 5 - 16 cm de largo y de 1,3 - 6 cm de ancho;
ld&mina eliptica, con &pice acuminado, la base decurrente, el borde entero; posee 2 nervios
exteriores débiles que se juntan en el apice de la hoja. Su Inflorescencia es compuesta formada
por un racimo con ejes laterales ramificables donde se forman otros racimos; presenta flores
hermafroditas, con caliz gamosépalo, con 5 l6bulos y 5 pétalos ovados, de 1 mm de longitud,
las anteras obovadas de 1 mm de longitud, pistilo de 4 mm de largo, contiene frutos tipo baya
(Talaveray Quichca, 2014).

Gascon (2002) manifiesta que, el paliperro es un arbol que llega a medir hasta 15 m de
altura y un grosor aproximado de 30 cm, el tallo es recto y cuenta con escasas ramificaciones,
su corteza externa es lisa y de color verdosa, contiene ramas terminales cuadrangulares de 1 -
2 cm de seccién glabras de color marrén grisaceo. Con hojas simples y opuestas, ralamente
pubescentes; lAminas elipticas, con media aproximada entre 10 a 18 cm de largo y en el ancho
un aproximado de 4 a 6 cm, los margenes estan sobre la cara inferior en la base, y la cima
termina en punta, nervios sub basal. Presenta una inflorescencia racemosa con un diametro y
longitud de 4 cm y 6 cm respectivamente, este arbol cuenta con flores unisexuales en gran
cantidad cuyo tamafio en longitud aproximado es de 6 mm, las semillas presentan una forma
piramidal/ovoide que en su mayoria son de contextura lisa y el color de los frutos es morado.
De acuerdo con los registros el periodo en que empiezan a florecer es en septiembre y el periodo

para las frutas es maximo en los dos meses siguientes.

2.1.1.1. Distribucion

Es una especie forestal cuya distribucion es amplia en el continente americano. Su
localizacion en Perl se da en los bosques primarios y secundarios de la Amazonia, en altitudes
que oscilan entre los 500 y 2500 m.s.n.m. principalmente en regiones como Amazonas, Cusco,

Huanuco, Pasco y San Martin (Ayala, 2003).



2.1.1.2. Descripcion taxonomica

Mostacero et al. (2002) detalla taxondmicamente a la especie en estudio de la siguiente

manera:

Clase : Magnoliopsida

Orden : Myrtales

Familia : Melastomataceae

Género : Miconia

Especie : barbeyana

Nombre cientifico : Miconia barbeyana Cogniaux

Nombre vulgar - Paliperro, palo gusano, paloma micuna, tiri tiri.

2.1.2. Metabolitos

2.1.2.1. Generalidades

Los seres vivos tienen un rasgo primordial el cual es el metabolismo activo. Las células
contienen un conjunto de reacciones quimicas que es conocido como metabolismo. Su division

en células vegetales es primario y secundario (Quispillo, 2013).

El metabolismo primario es el grupo unido de fases metabdlicas que cumplen la funcion
fundamental dentro del vegetal, con funciones esenciales tales como el traslado de solutos, la
transformacion de sustancias inorganicas en organicas(fotosintesis) y la respiracion. Los
componentes que se encuentran inmersos en el proceso metabolico primario tienen una
disposicion total dentro de los vegetales, estos son los aminoacidos, nucleotidos, lipidos,
carbohidratos y clorofila. Caso contrario del proceso metabdlico secundario que generan
componentes no universales, debido a que para algunas plantas no son de utilidad (Avalos y
Péerez, 2009).

Los productos naturales o metabolitos secundarios son los contenedores de gran parte
de las moléculas que se encuentran en los vegetales, estos son mezclas quimicas con una

complejidad relativa en su estructura, posee restricciones en su distribucion y tiene



determinados principios vegetales, que los metabolitos primarios; estos se encuentran en todas
las especies vegetales dentro de amplios grupos filogenéticos y son producidos casi por la

misma ruta metabdlica (Garcia, 2016).

Un &tomo bioldgico sin importar su origen se considera un resultado natural, esta
definicién es relativamente dirigida a los metabolitos secundarios, son diminutas moléculas

producto de un cuerpo y que su necesidad no es relevante en el mismo (Guerrero, 2014).

2.1.2.2. Principales metabolitos secundarios

a. Alcaloides: Se sintetizan a partir de aminoacidos, tienen por caracteristica ser
amargos. Su actividad biol6gica es muy amplia no obstante el papel dentro de
los vegetales no es muy claro, estos se localizan generalmente en los tejidos

periféricos de corteza, raices, hojas, frutos y semillas (Gémez, 2010).

b. Esteroles: Se hallan presentes en forma natural y en reducidas cantidades en
diferentes variedades de frutas, verduras, semillas, cereales, legumbres y otras
fuentes similares. Es de suma importancia debido a que es capaz de reducir el
colesterol al bajar el proceso de absorcidon intestinal del mismo (Meco et al.,
2016).

c. Flavonoides: Todos los vegetales tienen un colorante poco 0 mas menos
universal son conocidos como los flavonoides, que se pueden disolver en el
agua y que son los encargados de dar color a las hojas, las flores y los frutos,
también tienen gran cantidad de actividades cardiovasculares, por lo que son
los componentes méas activos en el grupo. De modo que, los beneficios
obtenidos en la salud cardiovascular mediante dietas a base de frutas y
verduras son adjudicados a todos los flavonoides, en especial a los flavonoles
(Duarte y Pérez, 2015).

d. Quinonas: Son responsables del cambio de color (marron) en las frutas al
sufrir golpes o dafios. Tienen una elevada funcion reactiva con la que forman
un compuesto con los aminodacidos hidrofilicos de las proteinas, esto lo lleva

a cabo en la mayoria de los casos desactivando e invalidando la funcion de la



proteina, por lo que su capacidad antimicrobiana es amplia dentro del grupo
(Tapia, 2014).

e. Fenoles: Estos se basan en un anillo fendlico sustituido y son considerados
como los componentes elementales. Tienen cualidades antisépticas por lo que
muestran una funcién fisiologicamente marcada (Tapia, 2014).

f. Saponinas: Son heterosidos por naturaleza, se disuelven en agua y su
caracteristica principal es espumoso al mover repetidamente la solucion
acuosa. Poseen cualidades diuréticas, digestivas, antiinflamatorias,

expectorantes y otras. Predominan subyacentes en las plantas (Gémez, 2010).
g. Cumarinas: Se encuentran distribuidas en todo el reino vegetal, proceden del
metabolismo de la fenilalanina tienen propiedades antiinflamatorias,

antitrombdticas y vasodilatadoras (Tapia, 2014).

2.1.3. Extraccion solido — liquido

2.1.3.1. Definicion

Al ser una operacién unitaria esto consiste en diluir uno o mas componente que son
parte de un cuerpo mediante un disolvente ideal en el que no se puede disolver la parte del

cuerpo conocido como inerte (Welty et al., 1991).

Se encuentra concurrente usualmente en la totalidad de los procesos tecnoldgicos
relacionados con la industria quimica y farmacéutica; entre los procesos de mayor préactica se
encuentran la maceracion, percolacion y la lixiviacion (Tapia, 2014).

2.1.3.2. Factores que afectan la velocidad de extraccion

Ullauri (2010) indica que, existen varios factores que influyen sobre la velocidad de

extraccion en fase solido-liquido siendo los mas importantes:



a. Tamafio de las particulas. Es evidente que entre mas reducido sea, también
se reduce la extension de los poros y se amplia la superficie intersticial. Por
lo que la transferencia aumenta de velocidad. Sin embargo, si el tamafio de
las particulas es demasiado pequefio pueden provocar que estas se compriman

lo que provocaria una dificultad en la extraccion.

b. Tipo de disolvente. La recomendacion es que se tiene que ser lo mas preciso
en lo posible a la vez que la densidad sea baja. La extraccion de los principios
activos de las plantas es realizada mayormente con etanol. Por lo que
considerando esto se tiene al agua como el mejor disolvente debido a alto

nivel de extraccion.

c. Temperatura. Influye de manera positiva en la solubilidad del sélido en el
liquido incrementando asi la velocidad de extraccion, pero se debe tener
cuidado para el caso de solutos organicos pues se puede dafiar su estructura

molecular.

d. Agitacion. Su importancia es relevante debido a que permite el incremento
en la expansion de la masa en el liquido, incrementando asi el traspaso de la
masa. En las particulas finas impide la sedimentacion y permite la utilidad del

espacio de contacto entre medios provocando elevar la efectividad.

e. pH. Interviene en la solubilidad de diversos compuestos dado que permite la
solubilidad de sales. La obtencion de alcaloides constituye un ejemplo de la

influencia de pH en el proceso de extraccion.
2.1.4. Métodos de extraccion
Quispillo (2013) manifiesta que, los principales métodos de extraccién utilizados son:
a. Maceracion. Consiste en sumergir la muestra en agua a temperatura
ambiente durante varias horas (generalmente, de 8 a 12 horas), luego de ello

se filtra. Esta forma de extraccién se conoce también como maceracion en

frio. También se puede aplicar calor durante el proceso de maceracion para



aumentar la velocidad de extraccion teniendo en cuenta siempre que la

temperatura puede dafiar los componentes de interés.

b. Infusion. Colocar la muestra dentro de un recipiente cuyo sello sea
impenetrable, con la finalidad de conservar los principios activos, para
posteriormente afadir agua bullendo, luego dejar en estado de quietud por un

periodo de 5 a 15 minutos, seguidamente destilar.

c. Decoccion. En un recipiente sellado con agua en temperatura de hervor se
agrega la muestra, dejando por un periodo de 5 a 20 minutos; el sellado del
recipiente es importante ya que se busca evitar gasificacion del agua. Esto se

usa para las cascaras, las raices y los tallos duros.

d. Percolacion o lixiviacion. Al hacer uso de este método cualquier solvente
pasaria a través de una columna de soluto en polvo, llevando consigo

principios activos en el proceso.

2.1.5. Tamizaje fitoquimico

Es una etapa de importancia dentro de la investigacion fitoquimica, porque con ello se
puede conocer de forma cualitativa los grupos quimicos primordiales que hay en una planta y
con ello, direccionar la extraccién y/o fraccionamiento de extractos con la finalidad de separar
los grupos mas relevantes (Pifia et al., 2016).

El tamizaje fitoquimico utiliza diferentes ensayos para determinar grupos quimicos de
metabolitos secundarios siendo algunos de ellos como el ensayo de Mayer y el ensayo de
Wagner, los cuales permiten identificar alcaloides, ademas el ensayo de Baljet, permite
reconocer en un extracto la existencia de compuestos con agrupamiento lactonico, en especifico
de coumarinas. Para la identificacion de quinonas se emplea el ensayo de Borntrager, asi mismo
el ensayo de Liebermann — Burchard permite reconocer la presencia de triterpenos y/o
esteroides, debido a que ambos tipos de productos poseen un ndcleo de androstano. El ensayo
de Shinoda, permite determinar la presencia de flavonoides en un extracto vegetal. Por otra
parte, el ensayo de antocianidinas permite reconocer en los extractos la presencia en estas

estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Por ultimo, el ensayo de



espuma permite observar la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénicas
(Pereira et al., 2009).

2.1.6. Antioxidantes

2.1.6.1. Definicion

Un antioxidante viene hacer una molécula que tiene la capacidad de retrasar o impedir
la oxidacion, concediendo de uno a mas electrones con la finalidad de estabilizar los
componentes bioldgicos desapareados que son el efecto causado por el ataque de radicales
libres (Kobus et al., 2014).

2.1.6.2. Caracteristicas de los antioxidantes

Son moléculas que pueden oxidarse rapidamente, dado que intervienen en la prevencion
o detencién de una cadena de propagacion oxidativa, por lo que se disminuye dentro del
organismo humano el mal oxidativo. Al haber un medio aerobio, los cuerpos en su defensa
hacen uso de técnicas antioxidantes esto al grado organico y bioquimico; a nivel orgéanico el
encargado de mantener los niveles del oxigeno dentro de los tejidos es el sistema microvascular.
Caso contrario a nivel bioquimico la variacién en las defensas esta entre si son 0 no enzimaticas

(Aldana y Guayasamin, 2014).

2.1.6.3. Radicales libres

Son atomos o0 moléculas con uno 0 mas electrones no apareados en el Gltimo orbital,
capaces de reaccionar con multiples biomoléculas a través de su oxidacién. Dentro de este
concepto, las formas reducidas del Oz se denominan especies reactivas del oxigeno (ERO); en
las que se incluyen los radicales libres y el perdxido de hidrégeno (H202). Las ERO son
producto del metabolismo celular y de fuentes exdgenas como los rayos X, el humo de tabaco,
la contaminacion ambiental; las especies reactivas de oxigeno tienen una participacion dual en
la célula, puesto que pueden adoptar un papel benéfico o perjudicial en los sistemas vivos
(Sanchez y Méndez, 2013).



Independientemente de su procedencia, los radicales libres son potencialmente
peligrosos para los seres vivos, ya que afectan biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos pudiendo incluso llegar a causar muerte celular; como réplica al dafio provocado, el
organismo lo que hace es defenderse debilitando dicha oxidacién mediante la accién de
moléculas antioxidantes; sin embargo, si la oxidacion no es detenida el proceso se llama estrés
oxidativo (EO) (Aldana y Guayasamin, 2014).

El estrés oxidativo es el producto de reacciones metabdlicas que hacen uso del oxigeno
y aparenta una variacion en la estabilidad prooxidante/antioxidante de los seres vivos que tienen
la propiedad de oxidar biomoléculas como proteinas, lipidos, ADN e impiden su contextura y

su actividad normal (Sanchez y Méndez, 2013).

Una fuente de produccion de los radicales libres en el mundo bioldgico viene hacer la
respiracion celular. EI oxigeno molecular o triplete, es responsable de mantener la vida de todos
los organismos, puede llegar a ser altamente tdxico debido a los fundamentos de la toxicologia
moderna como la activacion metabdlica, donde se manifiesta que el nivel de toxicidad de un
elemento no depende de si misma, no obstante su toxicidad tiene la probabilidad de ser elevada
a causa de son transformados metabdlicamente en mediadores sumamente reactivos cuya

reaccion es posible debido a los componentes celulares (Londofio, 2011).

2.1.6.4. Bondades de los antioxidantes naturales

Poseen actividades fisiolégicas de mucha importancia como: actividad
anticarcinogénica, antitlcera, antiviral, antibacteriana, antimutagénica, antialérgica,
antifngica, e inhibidora del incremento de la presion arterial; todas derivadas del estrés
oxidativo de las células, del mismo modo son vasodilatadores, estimuladores de la respuesta
inmune, antialérgicos, efectos estrogénicos, antiinflamatorios, inhibidores de enzimas

prooxidantes, como ciclooxigenasa, xantina oxidasa y lipoxigenasa (Vintimilla, 2013).
2.1.6.5. Antioxidantes no enzimaticos
a. Polifenoles: Juntamente con las vitaminas se consideran importantes

antioxidantes en la dieta, ya que se estan presentes en diferentes especies

y partes de las plantas; se clasifican en diferentes tipos de grupos



funcionales, como: fenoles 4&cidos, fenoles simples, acidos
hidroxibenzédicos, quinonas, cumarinas, lignanos y ligninas. Estos
cumplen una serie de funciones metabdlicas en las plantas: en la
reproduccion, en el crecimiento, en la proteccién contra patdgenos
externos, la radiacion UV, el estrés y los depredadores. Los polifenoles
son responsables del color y de las caracteristicas sensoriales de plantas y
alimentos (Pefiarrieta, et al., 2014). Una dieta rica en frutas y vegetales
con un alto contenido de polifenoles estd asociada a tener una menor
incidencia de enfermedades cardiovasculares, cancer, infarto, y entre otras

enfermedades croénicas (Londofio, 2011).

Flavonoides: Son compuestos fendlicos, presenta una estructura con dos
anillos bencénicos, se clasifican en diferentes grupos como: flavonas,
flavonoles, flavanonas, antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas
e isoflavonoides. Los flavonoides demostraron tener una fuerte actividad
antioxidante en sistemas in vitro, gracias a su bajo potencial de oxidacién
lo que les otorga una buena capacidad para estabilizar radicales libres
donando electrones o a&tomos de hidrégeno (Bors y Saran, 1987).

Vitamina E: EI componente mas abundante de la vitamina E es el a-
tocoferol, este componente representa la mayor posibilidad de prevencion
de la peroxidacion de membrana por estabilizacion de radicales peroxilo.
Posee un grupo hidroxilo fendlico el cual es responsable de su actividad

estabilizadora frente a los radicales libres (Sanchez y Méndez, 2013)

Vitamina C (&cido ascorbico): Es un antioxidante que actia en medios
acuosos, como el fluido ocular, el liquido pleural y el espacio intersticial.
Actla en combinacion con otros antioxidantes primarios entre ellos la
vitamina E y los carotenoides, también en conjunto con las enzimas
antioxidantes. La vitamina “C” colabora junto con la Vitamina E
regenerando el a-tocoferol desde el radical a-tocoferilo en membranas y

lipoproteinas (Griffiths y Lunec, 2001).



e. Carotenoides: Son moléculas que se disuelven en el agua como también
son los encargados de dar color a los alimentos vegetales con atributos de
suma importancia y beneficioso a la salud; su método primordial para
estabilizar radicales libres se define debido a que es capaz de normalizar
el oxigeno singlete mediante el cual se puede convertir a su anterior estado
a una estructura con menor reaccion (triplete) a costa de una activacién

intramolecular (Palazon et al., 2018).

2.1.6.6. Métodos para medir la actividad antioxidante

Para realizar la medicion de una actividad antioxidantes se debe tener consideraciones
ya que no son posibles medir de forma directa, pero se puede determinar a través de los
resultados obtenidos del combinado antioxidante en una fase de oxidacion bajo control. Para
poder determinar las facultades del antioxidante ante sustancias cromdgenas se tienen una
variedad de técnicas espectrofotométricas las cuales en la actualidad han sido para su uso, estas
facultades obtenidas muestran que existe un desgaste del color en proporcién con la
concentracion (Vintimilla, 2013).

a. Meétodo DPPH -2.2-difenil-1-picril hidrazilo. Reside en la medicién de la
capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical DPPH*; el radical es
estable y es de color violeta la cual se decolora progresivamente, por efecto
de sustancias antioxidantes presentes en la reaccion, el cual se puede
determinar espectrofotométricamente a 517 nm. EI DPPH* se puede obtener
directamente, en comparacion con el método ABTS, este se genera tras una
reaccion quimica, electroquimica o enzimatica (Vintimilla, 2013). Entre las
ventajas que presenta este método estan su bajo requerimiento instrumental y

su simplicidad.

b. Meétodo ABTS: Para llevar a cabo la estabilidad del radical cation coloreado
ABTS'™, se respalda en el potencial de un antioxidante, esto se forma debido
a que el ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfonico)) sufre
un proceso de oxidacion. Se usa los equivalentes de Trolox (TEAC) para

mostrar los resultados. Al usar este método se tiene una serie de ventajas entre



las cuales tenemos los valores resultantes del TEAC de la vasta gama de
alimentos obtenidos esto ayuda a realizar diversas comparaciones; del mismo
modo tiene la facultad para ser usado en un vasto espacio del pH y fuerza
i6nica, como también el ABTS++ muestra una capacidad de disolucion en
medios tanto acuoso como organico por lo ayuda en la valoracion y/o

estimacion de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Londofio, 2011).

2.2. Estado del arte

Existe una variedad de estudios en diversas especies vegetales, asi como también
algunos estudios realizados para el género “Miconia”, en tal sentido se cita algunos trabajos de

investigacion realizados en el campo de fitoquimica.

Plazas (2018) efectuo en su estudio un tamizaje quimico en extractos etanolicos a tres
especies del género Miconia (Miconia summa, Miconia elaoides y Miconia sp.) a las cuales
identifico en sus hojas la presencia de metabolitos secundarios como: flavonoides, quinonas,
cumarinas, cardiotonicos, saponinas, taninos, terpenos/esteroides y derivados del acido

cumarico y presencia negativa de alcaloides.

Prado (2009) realizd una marcha fitoquimica de extractos de corteza de Calycophyllum
spruceanum (capirona) en la que detecto la presencia de compuestos lacténicos, antraquinonas,
flavonoides, azucares reductores, azucares libres, iridoides, taninos condensados y saponinas,

resultando sin embargo negativa la presencia de alcaloides.

Beltran et al. (2013) investigaron a 39 plantas estudiadas en donde determinaron en los
diferentes extractos etandlicos en hojas, cortezas, semillas, frutos una alta diversidad de
metabolitos secundarios, entre ellos destacan los flavonoides, saponinas, triterpenos/esteroides,

quinonas, alcaloides, taninos, glicosidos cardiotonicos y cumarinas.

Pifia et al. (2016) ejecutaron un estudio a cerca de la caracterizacion fitoquimica de
hojas y corteza de Spondias mombin (jobo) comprobando que en los extractos obtenidos
(Maceracién, Ultrasonido y Percolacion) a partir de las hojas se identificaron a los siguientes
metabolitos secundarios como los fenoles, taninos, coumarinas, saponinas, flavonoides,

alcaloides, quinonas, triterpenos, esteroles y azucares reductores y los extractos obtenidos a



partir de corteza podemos identificar fenoles, taninos, coumarinas, saponinas, flavonoides,

alcaloides, y azUcares reductores.

En un estudio Soto y Rosales (2016) analizaron el efecto del solvente en la extraccion
de compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante en diferentes concentraciones de etanol
(20%, 50% y 80%) y la relacion corteza/solvente de extractos de corteza de Pinus durangensis
(pino de durango) y Quercus sideroxyla (encino colorado), donde encontraron valores de
concentracion maxima de polifenoles con etanol 80% -1/10 de en ambas especies fueron en P.
durangensis (PdE80-1/10) 712,36+13,4 mgEAG/g muestra seca y en Q. sideroxyla (QsE80-
1/10) de 592,97+10,6 mgEAG/g muestra seca en las deméas concentraciones de etanol fueron
bajos los resultados, para flavonoides obtuvo mayor contenido en P. durangensis (PdE20-1/10)
en corteza siendo 614,68 + 8,1 mgEC/g muestra seca mientras que en Q. sideroxylase (QsE80-

1/10), fue menor 385,95+22,2 mgEC/g muestra seca temperatura ambiente (25°C).

Por otro lado, Pérez et al. (2014) determinaron el contenido de polifenoles y flavonoides
totales en hojas de Psidium guajava (guayabo) con una mezcla de metanol/agua (80:20% v/v)
los resultados indicaron mayor contenido de polifenoles con 90,71 + 0,03 mgEAG/g muestra
seca y para flavonoides fueron 28,45 + 8,08 mg CATE/g muestra seca en hojas jovenes y en
hojas maduras para polifenoles obtuvieron 46,63 + 0,01 mgEAG/g muestra seca y en
flavonoides 17,05 * 4,29 mgCATE/ g muestra seca.

Tapia et al. (2014) llevaron a cabo su investigacion acerca de la cuantificacion del
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en extractos acuosos y metanolicos (agua
en ebullicion, agua destilada a 25 °C y metanol), a diferentes temperaturas (92°C y 25°C) por
el método DPPH* en Litsea glaucescens (laurel silvestre) la identificacion quimica de los
extractos acuosos (agua en ebullicion) en hojas demostré mayor concentracion que aquellos
extraidos con metanol presentando asi los siguientes resultados a una temperatura de 92°C con
el solvente agua presento una concentracion mayor de polifenoles totales, siendo 414,3+7,1
mgEAG/g muestra seca, mientras que en agua a una temperatura de 25°C fue menor siendo
157,1+0,7 mgEAG/g muestra seca y en lo que respecta a la extraccion con metanol obtuvo en
hoja 142,3+0.7 mgeEAG/g muestra seco de igual manera en lo que respecta a su actividad
antioxidante por el método DPPH* a una T° de 92°C fue de 541,0+38,2 uWMTEAC/g muestra
secay en 25°C fue de 449,50+36,7 uMTEAC/g muestra seca y en metanol present6 556,2 + 7,9
UMTEAC/g muestra seca.



Diedrich et al. (2020) realizaron la extraccion de compuestos bioactivos de corteza de
Croton lechleri (Sangre de Grado) a dos temperaturas de extraccion (35° y 70°C), en la
obtencion de polifenoles los resultados fueron a una T° de 70°C con etanol 46,6 £ 0,1 mg
EAG/g muestrasecay enagua 70°C fue 40,4+0,1 mgEAG/g muestra seca y a una temperatura
de 35°C obtuvieron menores resultados siendo para etanol 8,6 £ 0,0 mgEAG/g muestra seca y
para agua 35,6 £ 0,2 mg EAG/g muestra seca y por ultimo en los que concierne a la evaluacion
de la capacidad antioxidante por el método DPPH* los resultados fueron a una T° de 35°C en
etanol 49,25 + 0,6 WMTEAC/g muestra seca y en agua 193,88 + 1,08 uM TEAC/g muestra
seca y auna T° de 70°C para etanol fue de 283,11 + 0,29 uMTEAC/g muestra seca y en agua
152,65 + 2,21 uyMTEAC/g muestra seca.

Perdomo (2009) evalud el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante en
extractos acuosos e hidroalcohdlicos de hojas y corteza de Ochroma pyramidale (topa) para
polifenoles en corteza con extracto hidroalcohdlicos obtuvo 181,77+1,52 mg cate/g muestra
seca y en extracto acuoso 138,89+2,54 mgCATE/g muestra seca y en hoja en extracto
hidroalcohdlico obtuvo 138,63+1,32 mgCATE/g muestra seca y en acuoso 70,97+0,94
mgCATE/g muestra seca presentando mayor contenido de polifenoles en corteza en extracto
hidroalcohdlico.

Daza (2004) llevo a cabo la cuantificacion de polifenoles totales y capacidad
antioxidante en Calycophyllum spruceanum “capirona” en hojas, corteza, raiz y ritidoma en una
mezcla acetona/agua (70/30) y en agua a 45°C. siendo la hoja recolectada a las 07:00a.m. quien
presentd el mayor contenido de polifenoles con 2,081 + 0,281 mgEAG/g muestra seca en
extraccion acetona/agua y en corteza el mayor contenido de polifenoles presento a las 12:00
pm. con 1,677 + 0,295 mgEAG/g y con los que fueron extraidos con agua a 45°C
respectivamente obtuvieron mayores resultados en hojas a las 7:00am 0,318+0,017 mgEAG/g

muestra seca y en corteza a las 5:00pm siendo 0,285 + 0,010 mgEAG/g muestra seca.

Marin et al. (2016), realizaron su estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad
antioxidante de Esenbeckia litoralis (Loro grande) con extractos etanolicos para hojas, corteza
y madera de dicha especie en donde fueron fraccionados por reparto empleando solventes de
polaridad creciente los cuales fueron: Benzina de petréleo (BDP), Cloroformo (CHCI3), Acetato

de etilo (AcOEt), n-Butanol (BuOH) y etanol obteniendo como resultado en el contenido de



fenoles totales mayor extraccion en corteza en el solvente acetato de etilo (AcOEt ) con 131,83
mg de acido gélico/g de extracto y en hojas también con el solvente acetato de etilo (AcOEt)
87,90 mg de &cido galico/g de extracto y en capacidad antioxidante por DPPH* obtuvo mayores

resultados en etanol con 25,15 uMTEAC/g en corteza los valores de hojas no fueron calculados.

Mesa et al. (2015) llevaron a cabo el estudio a cerca de la actividad antioxidante de
extractos de diferente polaridad de en hojas de Ageratum conyzoides (caangay) encontrando la
mayor extraccion de compuestos polifenolicos con el extracto de ACExtD (diclorometano) fue
42,23 + 1,97 mgEAG/g y en menor cantidad con el extracto de ACEXtAE (aceite esencial y
agua) con 9,21 + 0,29 mgeAG/g.

Deng et al. (2015) evaluaron polifenoles, actividades antioxidantes y antimicrobianas
de extractos de hojas y corteza de Solidago canadensis (vara de oro) utilizando diferentes
métodos de extraccion obteniendo mayor contenido con el método HPE (asistida por alta
presion hidrostatica) en hoja siendo 2,247 + 0,069 (mgeAG/g) y en corteza 0,720 + 0,044 (mg
EAG/g) con el método UE ( extraccion asistida por ultrasonido) por ultimo en corteza para la
evaluacion de flavonoides obtuvo como resultado 2,45 + 0,12 mgRE/ g muestra seca en hojas
con el método HPE (asistida por alta presion hidrostatica) y para corteza 0,37 £0,01 mgRE/ g
muestra seca utilizando el método UE ( extraccion asistida por ultrasonido).



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Fitoquimica Forestal y en el Laboratorio
de HPLC (Cromatografia Liquida de alta resolucion) de la Universidad Nacional Agraria de la
Selva en Tingo Maria, ubicado a 660 msnm, presenta 9° 17'08 de latitud Sur y 75° 59'52 de
longitud Oeste con una temperatura promedio anual de 24 °C en el distrito de Rupa Rupa,

provincia de Leoncio Prado, regién Huanuco.

3.1.1. Zona de recoleccion de materia prima

Los recursos vegetales empleados fueron las hojas y cortezas de M. barbeyana, las
cuales fueron colectadas a las 8:00am del Bosque Reservado de la Universidad Nacional

Agraria de la Selva (Figura 1y 2, Anexo 1).

El Bosque Reservado de la UNAS presenta las siguientes caracteristicas segin Holdrige
(1987):

Zona de vida: Bosque muy Humedo — Pre Montano Tropical (bmh-PT)

Precipitacion: 3 200 mm/afio
T° promedio: 24°C
Humedad relativa: 87%

3.2. Material y métodos
3.2.1. Materiales y equipos
3.2.1.1. Materiales de laboratorio
Se usaron los siguientes materiales, tales como: Fiola de 50ml (Fisher Scientific),
Pipetas volumétricas (Fisher Scientific), tubos de plastico (Falcon), microtubos 100 pl

(Axygen), cubetas de poliestireno (Brand™) (1cm x 1cm x 4.5cm), micropipetas (Fisherbrand)

(1000pul, 100pl, 10ul), gradillas (Fisher Scientific), etiquetas (Pegafan), papel filtro (Whatman),



papel bulki A4 (Graphos), vasos de precipitacion (Marienfeld), alcohol 96° (Alkofarma),
hisopos (Tuinies), papel toalla (Elite), pinzas de madera (Amazon), tubos de ensayo (Pyrex ),

limaduras de magnesio (Underground).

3.2.1.2. Equipos

Se emplearon los siguientes equipos: Espectofotometro (UV/VIS Genesys 10, USA),
balanza analitica (Sartorius BP, 3100S), estufa (Memmert, INB 500), molino manual (Bosh E-
Nr. MKM 6000), centrifuga (Hettich- Alemania, 22R), molino de cuchilla (Toyama, TYPE
Y90L-4), Bafio Maria (Memmert WNB 10), plancha calefactora (Fisher Scientific, SB162-3),
homogenizador (TYPE, 37600 Mixer), Lampara UV/Vis (Ali, AD2038UV MG/WM), cdmara
fotografica (canon, EOS Rebel SI2 C), refrigeradora (Electrolux, DW445S).

3.2.1.3. Reactivos

(+) Catequina (Sigma Aldrich), Carbonato de sodio (Scharlau), Acido galico (Sigma
Aldrich), Folin-Ciocalteu (Himedia), Hidréxido de sodio (Scharlau), Cloruro de aluminio 6-
Hidrate (Merck), Nitrito de sodio ( Sigma Aldrich), 2,2-diphenil-1-picrilhidrazil (DPPH*)
(Sigma Aldrich), Metanol (Lichrosolv), (%) 6-hydroxy 2,5,7,8tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (TROLOX) (Sigma Aldrich), Acido sulfarico (MERCK), Peréxido de
hidrogeno (Merck), Tolueno (Sigma Aldrich), Anhidrido acético (J.T Baker), Gelatina- sal
(Merck), Cloruro de sodio (J.T Baker) , Urea (Bio Sistems), Cloruro férrico (Alfa
Aesar),Diclorometano (R.J.T BAKER), Sulfato de sodio anhidrido (Merck), Reactivo Kedde
(Sigma-Aldrich), , HCL cc. (Sigma-Aldrich), Alcohol etilico (Alkofarma), Acetato de plomo
(J.T. Baker), Acido acético (Sigma Chemical), Dragendorff (Sigma Aldrich), Mayer (Sigma
Aldrich), Hagger (Sigma Aldrich), Wagner (Sigma Aldrich), Amoniaco (Valvone).

3.2.1.4. Determinacién botanica de M. barbeyana
La identificacion taxonomica de la especie fue efectuada por el Laboratorio de

Dendrologia y Herbario de la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad Nacional

Agraria la Molina (Figura 3, Anexo 1).



3.2.1.5. Recoleccion y acondicionamiento del material vegetal

Las hojas y corteza se recolectaron del Bosque Reservado de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva (BRUNAS) tomando en cuenta que no presentaran dafios, seguidamente se
realiz6 un lavado (Figura 4, Anexo 1) y desinfeccidn con hipoclorito de sodio a 200 ppm para
luego ser oreado durante 30 minutos (Figura 5, Anexo 1). Una vez lista las muestras se secaron
a 60°C por 12 horas (Figura 6, Anexo 1), luego fueron molidas en un molino de cuchillas y

finalmente, envasadas en bolsas de papel hasta su analisis respectivo (Lock, 1994).

3.2.2. Metodologia

3.2.2.1. Tamizaje fitoquimico

a. Reconocimiento de alcaloides

Para el reconocimiento de alcaloides se afiadio 5g de muestra seca de hoja y corteza de
M. Barbeyana en dos vasos de precipitado, posteriormente se afiadié un volumen suficiente de
HCL al 5% para que toda la muestra este en contacto con la solucion acida. Luego, se calentd
con agitacion en bafio maria por 5 minutos, inmediatamente se dejo reposar 30 minutos hasta
enfriar y seguidamente se filtré usando papel filtro. Prontamente, se colocaron en 4 tubos de
ensayos 2 ml del filtrado &cido, en seguida se afiadié a cada tubo dos gotas de los reactivos
Dragendorff, Hagger, Mayer y Wagner. Si se registra turbidez o precipitado por lo menos en
tres tubos, se considera que la muestra presenta alcaloides (Alejandro, 1973; Miranda et al.,
2000).

b. Reconocimiento de flavonoides, leucoantocianidinas y cardiotonicos

En dos vasos precipitado se colocé 5g de muestra seca de hoja y corteza de M.
Barbeyana, luego se adicion6 un volumen suficiente de alcohol etilico que cubra toda la
muestra y le confiera fluidez. Después de ello se calent6 en bafio maria durante 5 minutos con
agitacion. Seguidamente, se dejo enfriar y luego se filtrd. Al filtrado, se le adiciono un volumen
igual de solucion de acetato de plomo al 4% que contenia acido acético al 0.5%, luego se agit6

y se dejo reposar durante 15 minutos y finalmente se filtr6. Con el filtrado obtenido se llevo a



cabo ensayos de reconocimiento de flavonoides, leucoantocianidinas y cardiotonico (Alejandro,
1973; Miranda et al., 2000).

c. Ensayo para Flavonoides

Se colocd varias limaduras de magnesio en un tubo de ensayo, a esto se agregd 2ml del
filtrado y por la pared del tubo se dej6 caer varias gotas de HCL concentrado. La manifestacion
de colores naranja, rojo, rosado o violeta es prueba positiva para la existencia de flavonoides

en la muestra (Figura 4y 5, Anexo 1).

d. Ensayo para leucoantocianidinas

Se agreg6 2 ml del filtrado en un tubo de ensayo. Seguidamente se incorporé 1
ml de acido clorhidrico concentrado, luego se calent6 en bafio de agua hirviendo a lo largo de
15 minutos. La aparicion de color rojo es prueba positiva para la existencia de

leucoantocianidinas.

e. Ensayo para cardiotonicos

En un tubo de ensayo se coloc6 1 ml del filtrado, luego de ello se afiadié 0.5 ml del
reactivo Kedde (compuesto de: 1 ml de la solucién A+1 ml de solucion B). La aparicién de
colores violetas, purpuras es prueba positiva para la presencia de cardioténicos (Figura 16 y 17,
Anexo 1).

f. Reconocimiento de Saponinas, Taninos, Esteroles y/o Triterpenoides y

Quinonas

Se empled el método propuesto por Alejandro (1973) y Miranda et al. (2000), el cual
consistio en lo siguiente: En dos vasos precipitados se afiadio 5 g de muestra seca de hojas y
corteza de M. barbeyana luego se vertio un volumen suficiente de alcohol a la muestra,
seguidamente se calent6 en bafio maria durante 10 minutos con agitacion y una vez concluido
el tiempo se filtr6 en caliente, luego se concentrd hasta la mitad del volumen en el filtrado. Se

Ilevd a un embudo de separacion, del cual se retiré dos porciones de 10 ml c/u de diclorometano.



Seguidamente, se incorporé un volumen de agua para que se formen dos fases. Se recuper6
ambas fases. La fase acuosa se filtrd y con el filtrado obtenido se realizé ensayos para taninos,

saponinas y quinonas.

La fase orgénica se recupero, se secd con sulfato de sodio anhidrido y se filtrd, con el
filtrado se efectud ensayos para triterpenos o esteroides.

g. Reconocimiento de Saponinas

Se agitd en un tubo de ensayo tapado, 4 ml del filtrado acuoso, vigorosamente durante
1 minuto. La formacion de espuma abundante y permanente es prueba positiva para saponinas

presentes en la muestra (Figura 6 y 7, Anexo 1).

h. Reconocimiento de Taninos

Se cogidé 1 ml del filtrado acuoso en un tubo de ensayo, se afiadié 1 ml del reactivo de
gelatina- sal. Se redisolvio el precipitado en 2 ml de urea de 10M. Luego se afiadio 2 o0 3 gotas
de cloruro férrico al 10%. La formacion de un precipitado al afiadir el reactivo gelatina-sal, y
el surgimiento de colores o precipitados verdes, azules o negros indica que es positivo la

presencia de taninos en la muestra (Figura 8 y 9, Anexo 1).

i.  Reconocimiento de Triterpenos y/o Esteroides

En un tubo de ensayo limpio y seco se colocd 1 ml del filtrado organico. Posterior a ello
se coloco 1 ml de anhidrido acético y por la pared del tubo y con mucha precaucién, se dejé
rebalsar 1-2 gotas de &cido sulfarico concentrado. La formacion de colores rojos, violetas,
azules, o verdes es prueba positiva para esteroides y/o triterpenoides (Figura 10 y 11, Anexo
1).

j.  Reconocimiento de Quinonas
Para iniciar haciendo uso de un tubo de ensayo se insertd aproximadamente 5ml del

filtrado acuoso, luego se procedié a afiadir 1 ml de perdxido de hidrégeno al 20% y 1 ml de

acido sulfurico al 50%. Continuamente se realizo el calentamiento de la muestra por un periodo



de 15 minutos dentro de un bafio con agua en estado de ebullicion. Pasado el periodo de
enfriamiento se procede a afiadir 5 ml de tolueno. Seguidamente se agita evitando llegar
disolver o combinar. Para finalmente dar un resultado y comprobar si existe quinonas dentro de

la muestra se procede a verificar si la capa acuosa cambia su color a rojo o rosado.

k. Reconocimiento de Antocianinas

En dos vasos precipitado se coloco 5 gr de muestra seca de hojas y corteza de M.
barbeyana posteriormente se adicioné unos 100 ml de agua, se calentd a ebullicién durante

unos 5 minutos y se filtro.

Posterior a ello en otro tubo de ensayo se colocé 2 ml del filtrado, para luego afiadir 1
ml de NaOH diluido y se observo el color formado. Anélogamente al anterior, en un tubo de
ensayo se coloco 2 ml del filtrado y se afiadio 2 gotas del &cido mineral diluido (&cido sulfurico)
y se observé el color formado. Las antocianinas se identifican por presentar diferentes colores
a diferentes pH (Figura 12 y 13, Anexo 1) (Alejandro, 1973; Miranda et al., 2000)

I.  Reconocimiento de Cumarinas

El reconocimiento de cumarinas consistié en lo siguiente: En un tubo de ensayo se
afiadié 5 gr del material vegetal de M. barbeyana y se coloc6 una cantidad necesaria de etanol
96° comercial hasta cubrir todo el material vegetal. Luego se procedié a cubrir el acceso del
tubo de ensayo haciendo uso del papel filtro blanco y se aseguré con pinzas para tubo de ensayo.
Para posteriormente afadir ciertas gotas de NaOH disuelto 5% en papel filtro que cubra el
acceso del tubo de ensayo, luego se dej6 por un periodo de 5 minutos en un estado de ebullicién
luego de un previo calentamiento, se procedié al retiro del papel filtro al finalizar el
enfriamiento. Finalmente haciendo uso de la luz ultravioleta a 365nm se observo que aparecio
una tonalidad fluorescente (verde, roja o amarilla) en el papel filtro por lo que se deduce que
existe Cumarinas (Figura 14 y 15, Anexo 1) (Alejandro, 1973; Miranda et al., 2000).



3.2.3. Asignacion cualitativa para el tamizaje fitoquimico

Tabla 1. Valoracion cualitativa para el tamizaje fitoquimico (Carbajal et al., 2009)

Resultado Asignacion

Negativo -
Dudoso +/-
Escaso +
Regular ++
Moderado +++
Abundante ++++

3.2.3.1. Cuantificacién de polifenoles totales y flavonoides

La preparacion de los extractos acuosos (infusion) se realiz6 de la siguiente manera: Se
pesd 2,59 de cada tipo de droga (hojas y corteza) en vasos precipitado a los cuales se agreg6
agua destilada hasta un volumen de 50 ml y se llevaron a bafio maria a 45, 65, y 95°C por 5
minutos, luego los extractos fueron filtrados y centrifugados a 10000 rpm a 4°C por 10 minutos.
Es importante sefialar que los extractos han servido para los siguientes analisis: Cuantificacion

de polifenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante.

La curva de calibracion fue elaborada con las siguientes concentraciones 10, 25, 50, 75
y 100 ug/mL (Tabla 17, Anexo 2). La cantidad de polifenoles totales se cuantifico en funcion a
la curva de calibracion de acido galico (AG) (Figura 20, Anexo 2). El contenido de polifenoles
totales presentes en las muestras se reportd en mg de &cido galico equivalente (EAG)/ g de

muestra seca (Singleton y Rossi, 2009).

Para la cuantificacion del contenido de polifenoles totales se tomé 100 pL de muestra,
se mezclaron con 500 pL de solucion Folin-Ciocalteu (1:10 Folin-Agua destilada) después de
8 min se afiadio 400 pL de Na>,COz al 7.5 % (Figura 16, Anexo 1), prontamente se almaceno
por 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad, finalmente se realizé la lectura en el

espectrofotometro UV/VIS a 740 nm.



Los flavonoides totales se calcularon en base a una curva estandar elaborada con
catequina (Figura 21, Anexo 2) la cual fue realizada a una concentracion comprendida entre
1,0; 2,5; 5,0; 7.5; 10,0 pg/ml (Tabla 19) y los resultados se expresaron en mg equivalentes de
catequina por g de muestra seca.

Se cuantifico utilizando el método colorimétrico, reportado por Gasca et al. (2003), para
lo cual se utiliz6 100 uL de muestra la cual se mezclaron con 30uL de nitrito de sodio al 5%
reposando 6 minutos, para luego afadir 30 uL de cloruro de aluminio al 10% dejando 5 minutos
en reposo, después de ello se afiadidé 200 uL de hidréxido de sodio 1M dejando en reposo 5
minutos por Ultimo se afiadié 640 uL de agua destilada (Figura 17, Anexo 1), a la mezcla se le
hizo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos con agitaciéon intermitente. La

absorbancia de la mezcla se midié a 344 nm.

3.2.3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

a. Determinacion de la capacidad antioxidante frente al radical DPPH*

El porcentaje de secuestro de radicales DPPH* se determind en funcion a la curva
estandar de Trolox (Figura 22, Anexo 2), que fue elaborada en concentraciones entre 0,1 — 1,5
mM (Tabla 21) por lo que la muestra de los resultados fue en uM de Trolox equivalente (TEAC)

por g de muestra seca.

Durante la estimacién de la capacidad antioxidante se tuvo la necesidad de usar el radical
2,2-diphenil-1-picrilhidrazil (DPPH*), reportado por Brand-Williams et al., (1995). Se tomé 25
uL de infusion y se hizo reaccionar con 975 puL de DPPH* 100 uM en un ambiente con baja
luminosidad y se registraron las absorbancias a 515 nm, a lo largo de 10 minutos o hasta que se

observe un valor de absorbancia constante (Figura 18, Anexo 1).



3.2.4. AnAlisis Estadistico

Los datos se calcularon bajo un Disefio Completamente al Azar con un arreglo factorial

de 2Ax 3B con 3 repeticiones, las mismas que se muestran en la Tabla 2. Ademas de ello, para

comparar la diferencia entre promedios se empled la prueba de Tukey (P<0,05).

Tabla 2. Analisis de varianza para las evaluaciones realizadas M. Barbeyana

Fuente de variacion

Grados de libertad

Tipo de droga (A) a-1=1
T° de solvente (B) b-1=2
A*B (@-1) (b-1) =2

Error experimental

(@*b) (n-1) =12

Total

3.2.5. Disefo experimental y factores estudiados

Se empleo el Disefio Completamente al Azar (DCA) con un arreglo factorial de 2Ax3B.

En la Tabla 3, se muestra los factores estudiados con sus correspondientes niveles.

Tabla 3. Factores estudiados con sus respectivos niveles

Factores Niveles Simbolo
) Hoja a1
A. Tipo de droga
Corteza az
Agua (95°) b1
B. T° de solvente  Agua (65°) b2
Agua (45°) bs




3.2.6. Modelo aditivo lineal

Yijk

Donde:

Yijk
U

Ai

Bj
(A*B)jj

Eijk

= U+ Ai + Bj + (A*B)ij + Eijk

: Variable respuesta u observacion

: Media poblacional

: Efecto del i-ésimo tipo de droga

: Efecto del j-ésimo temperatura del solvente

: Efecto de la interaccion del i — ésimo nivel del factor tipo de droga con
el j — ésimo del nivel del factor temperatura de solvente

: Error experimental



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Tamizaje fitoquimico de hojas y corteza de M. barbeyana

Se observd presencia abundante de flavonoides (++++), taninos (++++) en hojas y
corteza, asi como también presencia moderada de saponina (+++), triterpenos y/o esteroides
(+++) y antocianinas (+++). Analogamente, se observo presencia regular de cumarinas (++) en

hojas y corteza (Tabla 4).

Plazas (2018) realizé estudios a tres especies del género Miconia en hojas en las cuales
identifico la presencia de flavonoides, quinonas, cumarinas, cardioténicos, saponinas, taninos,
terpenos/esteroides y derivados del &cido cumaérico y presencia negativa de alcaloides.
Anélogamente, Prado (2009) en la corteza de C. Spruceanum encontré la presencia de
metabolitos secundarios como lactonas, quinonas, flavonas, taninos y la ausencia de alcaloides
y por ultimo Pifia et al. (2016) ejecutaron un estudio a cerca de la caracterizacion fitogquimica
de hojas y corteza de S. mombin comprobando que en los extractos obtenidos (Maceracion,
Ultrasonido y Percolacion) a partir de las hojas se identificaron a los siguientes metabolitos
secundarios como los fenoles, taninos, coumarinas, saponinas, flavonoides, alcaloides,
quinonas, triterpenos, esteroles y azucares reductores en corteza adquirieron fenoles, taninos,
coumarinas, saponinas, flavonoides, alcaloides, y azUcares reductores. Todas estas especies
pertenecientes a distintos familias, género y especie poseen diferentes tipos de metabolitos
secundarios al igual que nuestra especie en estudio por ello, podemos sefialar que el contenido
de metabolitos secundarios esta intervenido por el genotipo de la planta (especie y variedad),
las caracteristicas ambientales (radiacidn solar y reservas de agua), la hora de recoleccién, las
fases de las luna, velocidad en el crecimiento, la madurez, el estado nutricional del suelo, el
estrés de las especie, la depredacion y enfermedades (Waterman y Mole, 1994). También se
podria afirmar que la presencia de los metabolitos secundarios estd vinculada con los

mecanismos de defensa de la planta y los efectos del suelo y del clima (Harborne, 1993).

Asimismo, la recoleccion de la droga (hojas y corteza) se ha observado un estado
sanitario muy bueno del arbol M. barbeyana, lo cual posiblemente es debido a la presencia de
metabolitos secundarios en hojas y corteza; ante ello, (Diaz y Asencio, 2008) manifiesta que,
la existencia de los metabolitos secundarios desempefian funciones muy diversas y

fundamentales para las plantas entre ellas de proteccion frente agentes patdgenos,



microorganismos entre otros, su participacion es a nivel fisioldgico (formando partes de la

estructura quimica) y ecoldgico (sobrevivencia de las plantas) entre otras funciones.

Tabla 4. Tamizaje fitoquimico de hojas y corteza de M. barbeyana

_ o Metabolito
Parte de la droga Reactivo utilizado ) Prueba
Secundario

Dragendorff Alcaloides -

Mayer Alcaloides -
Corteza )

Wagner Alcaloides -

Hagger Alcaloides -

Dragendorff Alcaloides -

) Mayer Alcaloides -

Hoja .

Wagner Alcaloides -

Hagger Alcaloides -
Corteza HCL y cinta de magnesio Flavonoides ++++
Hoja HCL y cinta de magnesio Flavonoides +++
Corteza HCL Leucoantocianidinas +/-
Hoja HCL Leucoantocianidinas +++
Corteza kedde Cardiotonico -
Hoja kedde Cardiotdnico -
Corteza Agua/agitar Saponina +++




Hoja Agua/agitar Saponina +++

Corteza Gelatina — sal Tanino ++++

Hoja Gelatina — sal Tanino ++++

. . Triterpenos y/o
Corteza H2S04 (4cido sulfurico) _ 4+
esteroides

. . . Triterpenos y/o
Hoja H2S04 (4cido sulfirico) _ ot
esteroides

Tolueno, NaOH con _
Corteza ) Quinonas -
amoniaco

Tolueno, NaOH con

Hoja ) Quinonas -
amoniaco

Corteza NaOH, H2S04 Antocianinas +++

Hoja NaOH, H2SO4 Antocianinas +++

Corteza ) Cumarinas ++
Lampara UV

Hoja Lampara UV Cumarinas ++

Nulo (-), dudoso (+-), escaso (+), regular (++), Moderado (+++), abundante (++++). Escala ordinal reportado por Carbajal (Carbajal et
al., 2009).



4.2. Cuantificacion de polifenoles totales y flavonoides de hojas y corteza de M.
barbeyana

Los resultados obtenidos (Tabla 5), segun el tipo de droga (hoja y corteza), varian
significativamente (P<0.05) (Tabla 6). Asi, el analisis de la interaccion de los factores
evaluados de la combinacion del tipo de droga y temperatura del solvente dio como resultado
que la corteza presenté mayor contenido de polifenoles a una temperatura de 95°C siendo
173,97 £ 2,38 mgEAG/g de muestra seca y menor contenido a una temperatura de 45°C con
26,78+0,52 mgEAG/g de muestra seca, respectivamente. Asimismo, (Soto y Rosales, 2016), en
su estudio a cerca de la extraccion de compuestos fendlicos y actividad antioxidante con
soluciones hidroetandlicas de P. durangensis y Q. sideroxyla, obtuvieron un mayor resultado
en corteza de P. durangensis (PdE80-1/10) con un valor de 712,36+13,4 mgEAG/g extracto
seco a temperatura ambiente (24°C) y en Q. sideroxyla (QsE80-1/10) de 592,97+10,6 mg
EAG/g extracto seco. Comparando estos resultados con el obtenido en nuestro estudio fueron
diferentes, presentando mayor contenido de polifenoles en corteza las especies de P.
durangensis y Q. sideroxyla ya que fueron realizados en extracto de muestra, presentando asi
mayores valores ya que, los metabolitos secundarios se encuentran concentrados por ello
presentan mayor contenido de compuestos polifendlicos que los de nuestro estudio.

Por otro lado, en hojas a una temperatura de 95°C dio como resultado 137,28+0,65
mgEAG/g muestra seca, a 65°C se obtuvo 118,57+1,53 mgEAG/g muestra seca y a 45°C
22,82+0,43mg EAG/g muestra seca (Tabla 5). Tapia et al. (2014), en su estudio de polifenoles
en hojas de L. glaucescens, obtuvo como resultado a 25°C un valor de 157,1+0,7 mgEAG/g
muestra seca, a 92°C un valor de 414,30+7,1 mgEAG/g y en metanol obtuvo 142,3 + 0,7
mgEAG/g muestra seca. Daza (2004), llevo a cabo la cuantificacion de polifenoles totales de
C. spruceanum en hojas y cortezas recolectadas a diferentes horas siendo las hojas recolectadas
a las 07:00a.m. quienes presentaron el mayor contenido de polifenoles con 2,081+ 0,281 mg
AGE/g muestra seca en la extraccion acetona/agua y los que fueron extraidos con agua a 45°C
respectivamente obtuvieron mayores resultados en hojas recolectadas a las 7:00am presentando
los valores de 0,318+0,017 mgAGE/g muestra seca y por ultimo Diedrich et al. (2020)
obtuvieron en la extraccion de compuestos fenolicos de corteza la de C. lechleri mayor
resultado a 70°C en agua siendo 46,6 + 0,1 mgGAE/g muestra seca y menor resultado a 35°C
en agua con 35,6 + 0,2 mgEAG/g muestra seca, lo mismo ocurrié con el solvente etanol que
utilizé el cual presentd mayores resultados incrementado la temperatura, estos datos

comparando con nuestros resultados nos puede indicar que la extraccion de compuestos



fendlicos a altas temperaturas y utilizando solventes polares, optimiza significativamente en la

extraccion de fenoles totales (Vermerris y Nicholson, 2008).

Tabla 5. Contenido de polifenoles totales expresado en mgEAG/g de muestra seca en extractos

acuosos de hojas y corteza de M. barbeyana

Temperatura del

Tipo de droga solvente Promedios®
Corteza 950 173,97+2,38%
Hoja 137,28+0,65"
Corteza 650 119,10+0,70°
Hoja 118,57+1,53°
Corteza 26,78+0,52¢
_ 45°
Hoja 22,82+0,43°

!Los valores representan el promedio + ES. Las letras a-e, representan diferencia estadistica entre los promedios evaluados mediante DCA,
prueba de Tukey (P<0,05).

La diferencia en el contenido de polifenoles entre las temperaturas y las drogas vegetales
(corteza y hoja) puede ser por las formas de extraccion ya que no hay un método o solvente
especifico, pues ello dependera de la concentracién del solvente, del tamafio molecular, tiempo
de contacto, reactivos a utilizar, ellos se ven intervenidos por las propiedades fisicoquimicas
que presentan las distintas estructuras de los polifenoles, Ademas de ello la hora en que se
recolecta esta intervenida por la vida media de los metabolitos, la cual es cambiante; en algunos
puede ser de dias y en otros de horas. Este hecho es el motivo de las modificaciones que se
examina en su concentracion a lo largo del dia (Singh y Heldman, 1998). Por lo tanto, los
fenoles al poseer mas de un grupo —OH favorecen en la solubilidad en agua; asi mismo la
temperatura tiene un rol importante en la reseccién de estos compuestos, debido a que fomenta
el aumento en los coeficientes de difusion y solubilidad de los compuestos fendlicos, al causar
la redencion de los polifenoles. (Wang et al., 2007; Al-Farsi y Lee, 2008).

Segun la prueba de Tukey (P<0,05) (Tabla 6), el contenido de polifenoles totales por el
factor tipo de droga, muestra diferencias significativas entre la corteza y la hoja con valores de
106,62+21,48 y 92,89+17,73 mgEAG/g de muestra seca, respectivamente.



Tabla 6. Contenido de polifenoles totales respecto al tipo de droga (mgEAG/q)

Tipo de droga Promedios Tukey (P<0,05)!
Corteza 106,62+21,48 a
Hoja 92,89+17,73 b

!Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (NS) dentro del mismo grupo.

Segun la prueba de Tukey (P<0,05) (Tabla 7), el contenido de polifenoles totales por el
factor temperatura, muestra diferencias significativas entre 95°C, 65°C y 45°C con valores de
155,63+8,27; 118,83 +0,76 y 24,80+0,93 mgAGE/g de muestra seca, respectivamente.

Tabla 7. Contenido de polifenoles totales respecto a las temperaturas (mgeAG/g)

Temperatura del solvente Promedios Tukey (P<0,05)
95° 155,63+8,27 a
65° 118,83+0,76 b
45° 24,80+0,93 C

L etras iguales indican que no existe diferencia significativa (NS) dentro del mismo grupo.

El contenido de flavonoides (Tabla 8), segun el tipo de droga (hoja y corteza), varian
significativamente (P<0.05) (Tabla 9) en hojas y corteza de M. barbeyana a diferentes niveles
de temperatura (45°C, 65°C y 95°C). El analisis de la interaccion de los factores evaluados de
la combinacion tipo de droga y temperatura dio como resultado que la corteza presenté mayor
contenido de flavonoides a una temperatura de 95°C, mientras que la hoja present6 menor
contenido a una temperatura de 45°C, con valores promedio de 33,03 + 0,92 y 3,91 + 0,18

mgEC/g de muestra seca, respectivamente



Tabla 8. Contenido de flavonoides expresado en mgEC/g muestra seca en extractos acuosos de

hojas y corteza de M. barbeyana

Temperatura del

Tipo de droga solvente Promedios®
Corteza 950 33,03+0,922
Hoja 26,54+0,44"
Corteza - 22,67+0,15°
Hoja 19,91+0,48¢
Corteza 450 5,80+0,21°
Hoja 3,91+.0,18f

!Los valores representan el promedio+ES. Las letras a-f, representan diferencia estadistica entre los promedios evaluado mediante DCA,
prueba de Tukey (P<0,05).

Segun la prueba de Tukey (P<0.05) (Tabla 9), el contenido de flavonoides por el factor
tipo de droga, muestra diferencias significativas entre la corteza y la hoja con valores de
20,50+3,97 y 16,79 + 3,36 mgEC/g de muestra seca, respectivamente.

Tabla 9. Contenido de flavonoides respecto al tipo de droga (mgEC/g).

Tipo de droga Promedios Tukey (P<0,05)!
Corteza 20,50£3,97 a
Hoja 16,79+3,36 b

!Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (NS) dentro del mismo grupo.

Segun la prueba de Tukey (P<0.05) (Tabla 10), el contenido de flavonoides totales por
el factor temperatura, muestra diferencias significativas entre 95°C, 65°C y 45°C con valores
de 29,78 + 1,52; 21,29 + 0,65 y 4,86 + 0,43 mgEC/g de muestra seca, respectivamente.

Tabla 10. Contenido de flavonoides respecto a las temperaturas (mgEC/q)

Temperatura del solvente Promedios Tukey (P<0,05)
95° 29,78+1,52 a
65° 21,29+0,65 b
45° 4,86+0,43 C

!Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (NS) dentro del mismo grupo



En el caso de los flavonoides se logré determinar una alta presencia en corteza y a una
temperatura de 95°C siendo 33,03+0,92 mgEC/g de muestra seca y en hojas 26,54+0,44
mgEC/g muestra seca a la misma temperatura, comparando estos datos con el estudio de (Soto
y Rosales, 2016) en el cual realizaron la extraccion con soluciones hidroetanolicas en corteza
de P. durangensis y Q. sideroxyla obtuvieron que la concentracion de flavonoides en P.
durangensis (PdE20-1/10) fue mayor siendo 614,68 + 8,1 mgEC/g muestra seca mientras que
en Q. sideroxylase (QsE80-1/10), fue menor 385,95+22,2 mgEC/g muestra seca a temperatura
ambiente (25°C) por otro lado Pérez et al. (2014) en la cuantificacion de flavonoides que
realizaron en hojas de P. guajava utilizando etanol y agua obtuvo como resultado 28,45+ 8,08
mgEC/g muestra seca en hojas jovenes y 17,05 £ 4,29 mgEC/g muestra seca en hojas maduras
estos resultados comparados con los del presente estudios muestran diferencias tanto en hoja
como en corteza ya sea por factores genéticos, ambientales, tiempo de extraccion, longitudes
de ondas, reactivos a utilizar, etc. En nuestros resultados se observa que, al incrementar la
temperatura con un solvente polar, tiende a incrementar la extraccion de flavonoides,
polifenoles en corteza; por ende, el rendimiento cuantitativo y cualitativo de la extraccion
dependera de la polaridad que presente el disolvente empleado, también a que segin prospera
la edad del arbol, el espesor de la corteza aumenta con ello la masa celular aumenta logrando
abarcar y conservar mas componentes fitoquimicos. La modificacion que hay en la composicion
de la corteza entre las distintas especies de arboles es diversa pues ello se sujetara a los
componentes morfoldgicos comprometidos. Como se sabe la corteza presenta en su estructura
constituyentes solubles (extractivos) como la pectina, compuestos fenolicos y suberina. Su
variacion en su constitucion de una misma especie se ve influenciada en su variabilidad genética

y ambiental (Rodriguez et al., 1994).

Como se sabe el ritidoma tiene una composicién quimica compleja los extractivos de la
corteza estan divididos en constituyentes lipofilicos e hidrofilicos. Estos extraibles abarcan una
basta diversidad de agregados organicos descentralizados y acumulados en el lumen celular o
infiltrando las paredes de las células, que para removerlos se puede usar el éter, hexano, acetona,
metanol, etanol y agua, entre otros, que son solventes neutrales de polaridad cambiante. Por
otro lado, de la parte lipofilica (no polar) se separan las grasas, ceras, terpenos y alcoholes
alifaticos superiores, mientras que de la parte hidrofilica (polar) esta formada esencialmente por
sustancias polifendlicos (Fengel y Wegener, 1989). Se debe agregar que los flavonoides
desempefian una funcion importante en las plantas los cuales son el de proteccion frente a

agentes agresores externos, sefial quimica y efecto sobre las enzimas y que en varias especies



cambian sustancialmente en su genotipo, por la eventualidad estacional, edad, deterioro de la
hoja y zonas de ubicacion (Faraa y Tahara, 1999).

4.3. Evaluacion de la actividad antioxidante de hojas y corteza de M. barbeyana a través
del radical DPPH"

Los resultados de la capacidad antioxidante evaluado a través del radical DPPH* (Tabla
11.), no varian significativamente (P<0.05) (Tabla 12). Asi, el analisis de la interaccion de los
factores evaluados de la combinacion del tipo de droga y temperatura del solvente dio como
resultado, que la corteza presentd mayor capacidad antioxidante a una temperatura de 95°C
siendo 8,89+0,09 uMTEAC/g muestra seca, mientras que la hoja presenté menor contenido a
una temperatura de 45°C con un valor de 202,1+2,7 uMTEAC/g muestra seca, respectivamente.
Anélogamente, Tapia et al. (2014), en hoja de L. glaucescens con el método DPPH* a una
temperatura de 25°C obtuvieron como resultado 449,50+ 36,7 uMTEAC/g muestra seca y a
una temperatura de 92°C fue 541,0 £38,2 uMTEAC/g muestra seca y con metanol 556,20 + 7,9
UMTEAC/g muestra seca muestra seca. Asimismo, los resultados obtenidos por Diedrich et al.
(2020) en la especie C. lechleri a dos temperaturas de extraccién (35°y 70°C) la evaluacion de
la capacidad antioxidante por el método DPPH* result6 a una T° de 35°C en etanol 49,25 + 0,6
UMTEAC/g muestra secay en agua 193,88 = 1,08 uMTEAC/g muestrasecay auna T° de 70°C
para etanol 283,11 + 0,29 uMTEAC/g muestra seca y en agua 152,65 + 2,21 uMTEAC/g
muestra seca. Si comparamos nuestros datos con los del del estudio de Diedrich y Tapia
podemos ver que a mayor temperatura mayor es la extraccién fenoles y por ende la capacidad
antioxidante en los extractos con distintos tratamientos aplicados ya sea en hoja o corteza, en

nuestro estudio fue en corteza y a mayor temperatura.



Tabla 11. Actividad antioxidante por el método DPPH* uMTEAC/g muestra seca en extractos
acuosos de hojas y corteza de M. barbeyana

Temperatura del

Tipo de droga solvente Promedios®
Corteza 950 8,89+0,092
Hoja 7,40+0,072
Corteza 650 5,43+0,13%
Hoja 3,68+0,122
Corteza 450 3,450,072
Hoja 2.02+0,02?

!Los valores representan el promedio+ES. Letras iguales, representan que no existe diferencia estadistica entre los promedios evaluado
mediante DCA, prueba de Tukey (P< 0.05).

Segun la prueba de Tukey (P<0.05) (Tabla 12), la actividad antioxidante mediante el
método DPPH* factor tipo de droga, muestra diferencias significativas entre la corteza y la hoja
con valores de 5,92+0,79 y 4,37+£0,79 uUMTEAC/g muestra seca, respectivamente.

Tabla 12. Actividad antioxidante respecto al tipo de droga (WMTEAC/q)

Tipo de droga Promedios Tukey (P<0,05)!
Corteza 5,92+0,79 a
Hoja 4,37+0,79 b

!Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (NS) dentro del mismo grupo

Segun la prueba de Tukey (P<0.05) (Tabla 13), la capacidad antioxidante mediante el
método DPPH* por el factor temperatura, muestra diferencias significativas entre 95°C, 65°C
y 45°C con valores de 8,14+0,33; 4,55+0,39 y 2,73+0,32 uMTEAC/g de muestra seca,
respectivamente.

Tabla 13. Actividad antioxidante respecto a las temperaturas (WMTEAC/1g)

Temperatura del solvente Promedios Tukey (P<0.05)
95° 8,14+0,33 a
65° 4,55+0,39 b
45° 2,73+0,32 C

!Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (NS) dentro del mismo grupo



Las diferencias observadas de nuestro estudio entre el contenido de compuestos
fendlicos y su actividad antioxidante comparado con las otras investigaciones como se
menciono anteriormente se debe a la condicion quimica de los solventes, radicales y polaridad
de los compuestos utilizados, de tal forma que al combinar estas propiedades implica una
alteracion en el traspaso de electrones y atomos de hidrogeno, como también implica que
existan componentes que no tienen actividad antioxidante pero que pueden obstruir en la

resolucion, un ejemplo claro son los fendlicos polimerizados (Pérez y Saura, 2006).

El ensayo que se llevd a cabo a través del método DPPH*, se tiene que existe una
dependencia elevada de la actividad antioxidante con la composicion del extracto y el resultado
de la correlacion provocados por estos, es decir, la capacidad antioxidante es el resultado de
accion reciproca entre ambos, por lo que se puede esperar que los resultados sean correlativos
0 incompatibles (Ruiz et al., 2018). Por ultimo, algunos estudios realizados a la familia
Melastomataceae han demostrado que pueden ser empleadas con fines medicinales,
ornamentales y alimenticios. En la medicina tradicional son reconocidas por sus propiedades
astringentes, hemostaticas, antibacterianas y antidiarreicas Freire et al. (2002), ademas de que
sus compuestos polifendlicos presentes en diferentes especies de la familia que se caracterizan
por su marcada actividad antioxidante, relacionada a sus propiedades redox (Stanojevic et al.,
2009).



V. CONCLUSIONES

Mediante el tamizaje fitoquimico realizado a la especie M. barbeyana se detectaron la
presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, leucoantocianidinas, saponinas,
taninos, triterpenoides y/o esteroides, antocianinas, cumarinas y la ausencia de alcaloides,

cardiotdnicos, quinonas evaluadas en hojas y corteza.

La cuantificacién de polifenoles respecto al analisis de la interaccion de los factores
evaluados (AB), la combinacion de: Tipo de droga (corteza)*Temperatura del solvente
(95°C) dio un mayor valor el cual fue de 173,97+2,38 mgEAG/g materia seca. Asimismo,
la cuantificacion de polifenoles por el factor tipo de droga en corteza fue mayor con
106,62+21,48 mgEAG/g materia seca y por el factor temperatura de 95°C fue también
mayor siendo 155,63+8,27 mgEAG/g materia seca. Para flavonoides la interaccién de los
factores evaluados (A y B), la combinacion de: Tipo de droga (corteza)*Temperatura del
solvente (95°C) dio un mayor valor el cual fue de 33,03+0.92 mgEC/g muestra seca.
Asimismo, haciendo el analisis de los valores independientes por el tipo de droga (corteza)
se obtuvo mayor resultado el cual fue 20,50+3,97 mg EC/g muestra seca y por el factor

temperatura se obtuvo mayor resultado con 95°C siendo 29,78+1,52 mgEC/g muestra seca.

Por otro lado para la actividad antioxidante mediante el método DPPH* respecto al analisis
de la interacciéon de los factores evaluados (AB), la combinacién de: Tipo de droga
(corteza)*Temperatura del solvente (95°C) dio como mayor resultado siendo 8,89+0,9
UMTEAC/g muestra seca, seguido de la hoja cuyo resultado fue 7,40+0,07 uMTEAC/g
muestra seca y por el factor tipo de droga en corteza fue mayor que en hoja dando como
resultado 5,92+0,79 UMTEAC/g muestra seca, por ultimo el factor tipo de temperatura
con 95°C tuvo mayor actividad antioxidante frente a los demés siendo este 8,14+0,33

UMTEAC/g muestra seca.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Se recomienda realizar estudios toxicoldgicos a fin de que en el futuro pueda ser utilizado

en el ser humano.

Realizar estudios complementarios que ayuden a conocer més a fondo las propiedades de
los polifenoles en especies forestales como evaluar la actividad microbiana, bactericida y

sus efectos medicinales para la salud humana.

Se sugeriria evaluar la actividad antioxidante en muestra fresca para determinar la
diferencia de la capacidad antioxidante respecto a la muestra seca obtenida en nuestros

anélisis.

Seguir con este tipo de trabajos utilizando todos los desechos que mayormente no
utilizamos en la extraccion de las especies forestales y ver formas de darles un uso que de

alguna u otro manera ayude a aprovecharlas.
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8.1. Anexos

Anexo 1. Panel fotografico

Figura 2. Extraccion de las hojas de M. barbeyana
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Figura 3. Muestra botanica de la especie M. barbeyana y constancia de determinacion botanica

Figura 4. Reconocimiento de flavonoides en hoja de M. barbeyana



Figura 5. Reconocimiento de flavonoides en corteza de M. barbeyana

Figura 6. Reconocimiento de saponina en hoja de M. barbeyana



Figura 7. Reconocimiento de saponina en corteza de M. barbeyana

Figura 8. Reconocimiento de tanino en hoja de M. barbeyana



Figura 9. Reconocimiento de tanino en corteza de M. barbeyana

Figura 10. Reconocimiento de triterpenos en corteza de M. barbeyana



Figura 11. Reconocimiento de triterpeno en hoja de M. barbeyana

Figura 12. Reconocimiento de antocianina en hoja de M. barbeyana



Figura 13. Reconocimiento de antocianina en corteza de M. barbeyana

Figura 14. Reconocimiento de cumarina en corteza de M. barbeyana



Figura 15. Reconocimiento de cumarina en hoja de M. barbeyana

Figura 16. Cuantificacion de polifenoles totales de M. barbeyana



Figura 18. Cuantificacion de antioxidante con el reactivo DPPH* de M. barbeyana



Anexo 2. Tablas de evaluacion

Tabla 14. Concentracién y absorbancia de polifenoles

Concentracion ug/mL Absorbancia
1 0.129
2.5 0.249
5 0.515
7.5 0.811
10 1.145

14

1.2

0.8

0.6

Absorbancia

0.4
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Figura 19. Curva patrén de acido galico

Tabla 15. Pendiente e interseccion de la curva patron

Parametro Valor
Pendiente 0.1134

Interseccion -0.0199

12.0



Tabla 16. Concentracién y absorbancia de flavonoides

Concentracion ug/mL Absorbancia
1 0.147
2.5 0.28
5 0.498
7.5 0.716
10 0.925

1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
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y=0.0866x+0.0631
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Figura 20. Curva patrén de catequina

Tabla 17. Pendiente e interseccion de la curva patron

Parametro Valor

Pendiente 0.0866
Interseccion 0.0631

120



Tabla 18. Concentracion y absorbancia de DPPH*

Absorbancia

Concentracion mM

Absorbancia

Residual inhibida
0.038 0.297 -0.297
0.025 0.453 -0.453
0.013 0.654 -0.654
0.006 0.777 -0.777
0.003 0.836 -0.836
0.800
0.700 y = 15.604x +0.0892 .
o 0.600 R?=0.994 e
S 0500 [ B
& 0400 e
5 0.300 .
8 0200{ g
< o100 @
0.000
0000 0010 0020 0030  0.040

Concentracion Trolox mM

Figura 21. Curva patron de Trolox

Tabla 19. Pendiente e interseccion de la curva patron

Parametro Valor

Pendiente 15.6036
Interseccion 0.0892




Tabla 20. Andlisis de variacion para Polifenoles

Fuente de variacion GL. CM. F.C. SIG.
Droga 1 8473966.2 179.4 *
Temperatura 2 273106956.1 5781.5 *
droga * temperatura 2 5975483.1 126.5 *
Error experimental 12 47238.4
Total 17
Significativo: *
Tabla 21. Andlisis de variacion para Flavonoides
Fuente de variacion GL. CM. F.C. SIG.
Droga 1 0.620 88.823
Temperatura 2 9.637 1380.378
droga * temperatura 2 0.090 12.870
Error experimental 12 0.007
Total 17
Significativo: *
Tabla 22. Anélisis de variacion para DPPH*
Fuente de variacion GL. CM. F.C. SIG.
Droga 1 108689.2 395.5 *
Temperatura 2 454638.0 1654.3 *
droga * temperatura 2 4215 1.5 NS
Error experimental 12 274.8
Total 17

No Significativo: NS; Significativo: *
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8.2. Glosario

Tamizaje fitoquimico: es una de las etapas iniciales de la investigacion Fitoquimica, que
permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos, presentes en una planta
y, a partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento

de los grupos de mayor interés.

Antioxidantes: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La
oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente
oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres que comienzan

reacciones en cadena que dafian las células.

Capacidad antioxidante equivalente de Trolox: mide la capacidad antioxidante de una

sustancia dada, en comparacion con el estandar de Trolox.

Extracto acuoso: Es la separacion de porciones biolégicamente activas presentes en los tejidos
de plantas con el uso de solvente (agua); este procedimiento consiste en llevar a la mezcla a la

temperatura de ebullicién del agua.

Droga Vegetal: Se denomina asi a las plantas o sus partes enteras, molidas o pulverizadas
(flores, frutos, semillas, tubérculos, cortezas, etc.).

Disolventes polares: Se utilizan para disolver sustancias polares un ejemplo es el agua o los

alcoholes de bajo peso molecular.

Disolventes apolares: Son sustancias quimicas, 0 una mezcla de las mismas, que son capaces
de disolver sustancias no hidrosolubles y que por sus propiedades disolventes tienen maltiples
aplicaciones en varias tecnologias industriales y en laboratorios de investigacion. Algunos son:
éter dietilico, cloroformo, benceno, tolueno, xileno, cetonas, hexano, ciclohexano y tetracloruro

de carbono.
Solvente: es una sustancia quimica en la que se disuelve un soluto.

Ritidoma: La corteza o ritidoma es la capa mas externa de tallos y de raices de plantas lefiosas,
como los arboles que cubre y protege la madera y consiste de tres capas, el felégeno, el floema,

y el cambium vascular.



