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RESUMEN

En la Amazonia del Peri se encuentran numerosas especies de arboles, las cuales
comunidades nativas de las zonas, aprovechan sus propiedades medicinales, entre ellos se
encuentra el Brosimum alicastrum Swartz, localmente llamado ‘“manchinga”, una especie
reconocida por su versatil uso medicinal debido a sus metabolitos secundarios que desempefian en
los procesos bioquimicos y fisiol6gicos, sin embargo, existen pocos estudios que respalden los
beneficios que puede ofrecer a la sociedad. En esta investigacion se identificd los metabolitos
secundarios (tamizaje fitoquimico), se evalud los compuestos fenolicos (Folin Ciocalteu) y se
determind la capacidad antioxidante (DPPH y ABTS), elaborados en extractos etan6licos y acuosos
en diferentes drogas (hojas, corteza y latex) de manchinga en la regién de Leoncio Prado. Teniendo
como resultados la presencia de saponinas, leucoantocianidinas, cumarinas y alcaloides, siendo el
latex la que sobresalid, asimismo, las hojas en extracto etanolico mostraron mayor cantidad de
polifenoles totales (2,09 £ 0,0158 mg AGE/g) y mayor capacidad antioxidante con los radicales
DPPH (1428 + 39,7 ug/mL) y ABTS (36,2 + 0,2 ug/mL), siendo superior el ABTS* por ser sensible
a antioxidantes hidrosolubles. Se concluy6 que los metabolitos secundarios de manchinga poseen

actividad reguladora, indagando los usos medicinales que esta especie puede ofrecer.

Palabras claves: antioxidante, Brosimum alicastrum, manchinga, polifenoles, tamizaje.



ABSTRACT

In the Peruvian Amazon, numerous tree species can be found, and native communities in
the area utilize their medicinal properties. One such species is Brosimum alicastrum Swartz,
commonly known as "manchinga,” which is recognized for its versatile medicinal use attributed to
its secondary metabolites that play a role in biochemical and physiological processes. However,
there is limited research supporting the benefits it can offer to society. In this study, secondary
metabolites were identified through phytochemical screening, and phenolic compounds were
evaluated using the Folin Ciocalteu method. The antioxidant capacity was determined using DPPH
and ABTS radicals, prepared from ethanolic and aqueous extracts of different parts of the
manchinga plant (leaves, bark, and latex) in the Leoncio Prado region. The results revealed the
presence of saponins, leucoanthocyanidins, coumarins, and alkaloids, with the latex standing out.
Additionally, the leaves exhibited a higher concentration of total polyphenols (2,09 £ 0,0158 mg
AGE/qg) and greater antioxidant capacity against DPPH (1428 + 39,7 ug/mL) and ABTS radicals
(36,2 £ 0,2 ug/mL), with ABTS* demonstrating higher sensitivity to hydrophilic antioxidants. In
conclusion, the secondary metabolites of manchinga possess regulatory activity, shedding light on

the medicinal uses that this species can offer.

Keywords: antioxidant, Brosimum alicastrum, manchinga, polyphenols, screening.



1. INTRODUCCION

La biodiversidad en los bosques, tanto en su diversidad de fauna como floral, han sido
durante mucho tiempo un simbolo en nuestra region. La riqueza que nos rodea alrededor abre
mundos a la investigacion y al aprovechamiento en materias primas y sus derivados. Entre tantas
cualidades, las plantas tienen propiedades en uso medicinal. Enfocandonos en esta cualidad, una
sola especie puede otorgar multiples usos en la medicina alternativa o tradicional. En nuestra
localidad, existen cientos de especies cuyas propiedades fitoquimicas se desconocen, lo que lleva
a que algunas especies sean depredadas sin conocer dicho potencial por parte de la misma

comunidad e incluso por la propia autoridad.

Dentro de muchas especies de individuos desconocidas se encuentra B. alicastrum. A pesar
de existir multiples investigaciones tanto en el interior como en el exterior del pais, se han resaltado
estudios en el aprovechamiento de su semilla, la cual después de ser procesada en polvo, se
determind que contiene componentes quimicos nutritivos, entre ellos compuestos fendlicos y su
capacidad antioxidante. Estas sustancias naturales desempefian un papel fundamental en la
bioquimica y la fisiologia de los seres vivos, ya que nos permite comprender sus mecanismos de
accion, su impacto en la salud y su potencial terapéutico. Sin embargo, aunque es un hecho afirmar
que la semilla ofrece beneficios al consumidor, por literatura, los componentes fenélicos también
deberian estar presentes en el resto del individuo. Por lo tanto, se analiz6 las demas estructuras
fisicas de B. alicastrum, como las hojas, la corteza y el latex, ya que no hay estudios relevantes que
indiquen si contienen niveles similares 0 mas elevados de compuestos quimicos, como los
compuestos fenolicos, los metabolitos secundarios, capacidad antioxidante, entre otros. En relacion
a lo descrito, surge la siguiente pregunta acerca de B. alicastrum: ;Qué tipo de metabolitos
secundarios y cual es la cantidad de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante presentara en

extractos de manchinga (B. alicastrum)?

Debido al desconocimiento tanto cualitativa como cuantitativa de estos compuestos
quimicos y la incAgnita al por que estas muestras vegetativas de la especie B. alicastrum son
altamente demandadas en la medicina alternativa, esta investigacion ha permitido identificar los
distintos tipos y concentraciones de compuestos quimicos presentes en las diversas estructuras de

dicha especie.

Por lo tanto, teniendo los siguientes objetivos, permitiran abrir futuras investigaciones ya
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sea en propagacion a nivel in vitro, actividad antimicrobiana y antifungicida, de tal forma continuar
analizando con mayor detalle la diversidad de beneficios que el B. alicastrum puede aportar en la

sociedad.

1.1. Objetivo general:

— Realizar un tamizaje fitoquimico y evaluar los compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante presentes en hojas, corteza y latex en diferentes extractos de

Manchinga (B. alicastrum).

1.2. Objetivos especificos:

— Realizar un tamizaje fitoquimico en hoja, corteza y latex de B. alicastrum
(manchinga).

— Cuantificar los compuestos fenolicos totales en hoja, corteza y latex de B.
alicastrum (manchinga).

— Determinar la capacidad antioxidante en hoja, corteza y latex de B. alicastrum
(manchinga) evaluado por su capacidad de neutralizacion de radicales libres DPPH*
y ABTS*.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Marco teérico

2.1.1. Descripcion taxondémica de manchinga

Segun Calvi (2013), proviene de una familia natural con una posicion
sistemética muy definida, sin ambigtiedades en su inclusién en el orden Urticales. Se consideran
relativamente primitivas.

Pese a ser antiguas, de ellas derivan otros géneros y tribus, su distincion de
las especies mas cercanamente relacionadas radica en su capacidad para reunir plantas que

producen latex y tienen frutos compuestos. (Tolaba, 1996).

De acuerdo con el Instituto Nacional de Biodiversidad en 1997, la

clasificacion botanica de la manchinga es la siguiente:

Reino: :Plantae

Division :Magnoliophyta
Clase :Magnoliopsida
Orden ‘Rosales

Familia :Moraceae

Tribu :Dorstenieae

Género :Brosimum

Especie :B. alicastrum Swart

Nombre comin  :manchinga

2.1.2. Descripcion botanica de B. alicastrum

Oliva et al (2014), sefialan que es un arbol de gran tamafio que generalmente
alcanza alturas de 20-25 metros y didmetros de 50-90 centimetros. Sin embargo, en casos
excepcionales puede llegar a medir entre 35-40 metros de altura y tener un diametro del tronco de
hasta 150 centimetros. El tronco suele ser recto y presenta aletas bien desarrolladas. Las ramas
tienden a crecer hacia arriba, formando una copa redondeada o piramidal. La corteza es aspera, de



color gris negruzco y a menudo muestra escamas grandes y cuadradas.

- Hoja

Segun ITTO (s.f.), describen que las hojas se caracterizan por ser simples
y alternas, con una longitud que oscila entre 5y 17 cm. Tienen una forma ovado-lanceolada, eliptica
aovada, con la punta aguda y el borde liso. El color de las hojas en la parte superior es verde oscuro
y brillante, mientras que en la parte inferior son de tonalidades verde grisaceas a verde amarillentas;
se pueden observar claramente las venas en el centro de la hoja, que sobresalen. Los peciolos de

las hojas son gruesos y presentan estipulas puntiagudas (Niembro et al. 2010).

- Latex

La familia Moraceae se destaca por su amplia gama de propiedades
medicinales, ornamentales, gastronémicas e industriales desde la antigliedad. De acuerdo con Berg
(2001), citado por Calvi (2013), el latex de esta familia posee propiedades antihelminticas que han

sido utilizadas para tratar infecciones parasitarias, asi como para el tratamiento de verrugas.

La savia o latex pegajoso que emana de la corteza del arbol es una de sus
caracteristicas distintivas. Al entrar en contacto con el aire, la sustancia se vuelve rosada debido a

la oxidacion que ocurre en su superficie expuesta (Oliva et al., 2014).

- Semilla

Segun Oliva et al. (2014), la semilla esté& cubierta por un papel amarillento
testa. Esta Ultima posee dos cotiledones que, al estar frescos, adquieren un tono verdoso y presentan

una asimetria.

— Frutos

El fruto puede aparecer de manera individual o agrupado en racimos,
siendo de color verde-amarillento en un inicio y tomando una tonalidad anaranjado-rojizo cuando
se encuentra en estado de madurez. El fruto esta cubierto por una gran cantidad de pequefias

escamas blancas y contiene una semilla de aproximadamente 1 cm de didmetro, con una pulpa poco
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abundante y con un sabor dulce. En su interior, se encuentra una tnica semilla de color café (ITTO,
s.f.).

2.1.3. Usos medicinales

De acuerdo con ITTO (s.f.), se emplean infusiones de las hojas del Ramén
para tratar infecciones pulmonares y asma, mientras que la corteza se utiliza como ténico. En
Nicaragua, se usa la savia para promover la produccion de leche en mujeres lactantes, mientras que
en México, se recurre a extractos de los frutos con el mismo propdésito. Niembro et al. (2010)
mencionan que el latex que se obtiene del tronco y las ramas del Ramon es comestible y se le
atribuyen propiedades medicinales populares en casos de asma, diabetes, tuberculosis y bronquitis.
Serralta (2002), destaca que el latex de esta especie se utiliza contra la mordedura de serpientes,
asma, diabetes, como antitusivo, balsamico, emenagogo, galactogogo y para aliviar la bronquitis.
Por otro lado, segun Panduro et al. (2020), se ha observado que las comunidades kichwa del valle
del Sisa y otras ubicadas en el Huallaga Central en Per emplean la savia de Manchinga con fines
medicinales, especificamente como un componente de una préctica de "purga”. Esta practica

implica consumir ciertos vegetales siguiendo un régimen estricto de medidas dietéticas.

De acuerdo con Oliva et al. (2014), todas las partes vegetativas del arbol B.
alicastrum son utilizadas en diversas actividades, lo que ha llevado a la identificacion de nuevos
usos de esta especie. En particular, se ha reportado el uso del follaje (hojas y semillas) y las flores
para la produccion de miel. Ademas, se aprovecha la madera de este arbol para la construccion de

viviendas, la fabricacion de muebles y como fuente de lefia.

Sin embargo, pese a los datos anteriores, la especie forestal resalta en el

aprovechamiento de ser comestible y la medicina tradicional.

2.1.4. Polifenoles totales

Los tejidos vegetales tienen una gran capacidad para sintetizar metabolitos
secundarios o fitoquimicos, siendo muchos de ellos polifenoles. Estos compuestos son muy
abundantes en tejidos vegetales, especialmente en aquellos que estan expuestos a altos niveles de

estres oxidativo y dafo por radicales libres, como aquellos derivados de la exposicion a la luz solar.
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Algunos de los polifenoles tienen propiedades antioxidantes en sistemas bioldgicos, lo que podria
explicar su valor biolégico. En general, se sabe que cientos de compuestos genéricamente

clasificados como polifenoles tienen estas propiedades (Leighton, 2000).

Segun Plazas (2015), la cuantificacion de polifenoles y flavonoides en

cualquier extracto de estudio, se puede clasificar en tres categorias:

— Bajo (entre 1 - 10).
— Medio (entre 11 — 40).
— Alto con mas de 40 mg de AGE/g de extracto.

2.1.5. Radicales libres

Estas moléculas poseen uno o mas electrones desapareados en su Orbita
exterior. Esta particularidad los lleva a reaccionar de manera rapida con otras moléculas. Debido a
su alta reactividad, los radicales libres son sumamente toxicos y, al tener la capacidad de robar
electrones de otras moléculas vecinas al entrar en contacto con ellas, provocan la alteracién de las
demés moléculas. Esto genera una reaccién en cadena, alterando innumerables procesos
bioquimicos a nivel celular, como el dafio al ADN vy las proteinas, entre otros, y afectando

finalmente a la célula. Esto puede provocar diversos tipos de enfermedades (Cardenas et al., 2021).

2.1.6. Estrés oxidativo

Es un estado en la célula en el cual sufre un desbalance en su homeostasis en
reduccién y oxidacion intracelular. Dentro de la célula dafiada (citoplasma, membrana, nucleo,
ADN, proteinas y cualquier parte de la célula) puede llegar a provocar la muerte de la célula. El
desequilibrio mencionado ocurre cuando se produce un exceso de especies reactivas de oxigeno
y/o cuando los mecanismos antioxidantes son deficientes, lo que puede resultar en dafio celular. La
presencia de estrés oxidativo en el desarrollo de enfermedades crénicas y degenerativas indica la
importancia de los antioxidantes, tanto los que se generan internamente en el cuerpo como los que
se obtienen externamente, para proteger los componentes celulares del dafio causado por la
oxidacion (Coa, 2022).
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Segun Cardenas et al. (2021), el estrés oxidativo es causado por diversos
factores y situaciones que pueden presentarse en la vida diaria, como el trabajo, el consumo de
tabaco, una alimentacion inadecuada, la exposicién a la contaminacién ambiental y la radiacion
ultravioleta. Todos estos factores pueden generar una produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno y una disminucién en los mecanismos antioxidantes, lo que puede ocasionar dafio celular

y contribuir a la aparicion de enfermedades cronicas y degenerativas.

2.1.7. Antioxidantes

Segun Kobus et al. (2014), un antioxidante viene a ser la capacidad de una
sustancia que puede retardar o prevenir la oxidacién al proporcionar uno o mas electrones para
estabilizar los componentes bioldgicos que han perdido sus pares de electrones debido al ataque de
los radicales libres.

Para Cardenas et al. (2021), los antioxidantes son capaces de regular la
actividad de las enzimas que generan radicales libres, lo que contribuye a prevenir el estrés
oxidativo en las células y, por ende, enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, asi

como enfermedades metabdlicas como la obesidad, la anemia y la diabetes.

La investigacion de compuestos antioxidantes presentes en la naturaleza ha
adquirido una gran relevancia debido a su conexion directa con la reduccion del riesgo de padecer

enfermedades cardiovasculares, cancer y otras afecciones (Rojas et al., 2009).

2.1.8. Antioxidantes exdgenos

El cuerpo humano cuenta con su propia produccion de antioxidantes,
también conocidos como antioxidantes enddgenos o antioxidantes enzimaticos, como la
superdxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa. Ademas, el reino
vegetal proporciona una amplia variedad de antioxidantes exogenos, los cuales son el foco de
estudio en relacion a la actividad antioxidante. Entre los principales antioxidantes exdgenos se
encuentran la vitamina E, el B-caroteno, el licopeno, la vitamina C, la vitamina A, los flavonoides,

entre otros (Carhuapoma, 2006).



2.1.9. Determinacion de la capacidad antioxidante

— Método con DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil)

Segln Coa (2022), el método DPPH (2,2 difenil, 1 picrilhidrazil) es una
técnica indirecta para medir la actividad antioxidante. El radical DPPH es un compuesto organico
nitrogenado estable con una coloracion morada. A diferencia de otros métodos, no necesita ser
activado previamente y es facilmente accesible. Al ser un radical libre, reacciona con los
antioxidantes (donadores), lo que provoca que cambie de color de morado a amarillo, ya que el
DPPH* sustrae un atomo de hidrégeno del antioxidante.

- Ensayo ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

El ABTS* es un radical utilizado en un método espectrométrico para
medir la actividad antioxidante. Originalmente, se generaba mediante la activacion de la
metilmioglobina con perdéxido de hidrégeno en presencia de ABTS*, pero este enfoque presentaba
limitaciones. Por ello, se ha desarrollado un formato mejorado que genera el radical ABTS+ de
manera estable antes de su reaccion con los antioxidantes, ofreciendo una evaluacion mas precisa
de la actividad antioxidante. En resumen, el ABTS* es un radical utilizado en un método para medir
la actividad antioxidante, y su generacion estable previa a la reaccion con antioxidantes ha

mejorado la precisién del ensayo (Re et al., 1999).

2.1.10. Estado del arte

En algunas investigaciones, se han realizado estudios similares, en otras

especies en relacion en el campo de la fitoquimica.

Presentado en una investigacion, Zuloeta (2014) determind los compuestos
quimicos y capacidad antioxidante de 16 cultivares de semillas de sacha inchi (Plukenetia volubilis
L.) usando tres métodos analiticos: ABTS, FRAP y ORAC. Teniendo como resultado distintas
capacidades significativas de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos en las tres pruebas, esto debido
a que las propiedades antioxidantes dependen de la metodologia que se esté usando, logrando

concluir que las propiedades antioxidantes logran estar presentes en la semilla de sacha inchi.
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Segun Reategui (2003) se llevo a cabo un estudio sobre los compuestos
quimicos y actividad antioxidante del agua de coco (Cocos nucifera L.) de dos variedades: amarillo
y verde, con dos niveles de contenido de albimina (1-10% y 10-20%). La evaluacion de la actividad
antioxidante demostro que la variedad verde con un contenido de albdmina de 1-10% mostré una
sensibilidad significativa. Los resultados revelaron una inhibicion del 32,4% en el cation ABTS*

y una concentracion de 252 mg/ml en el radical DPPH.

Cérdenas et al. (2021) detectaron la capacidad antioxidante del fruto
liofilizado de dos variedades rojo y amarillo de Anacardium occidentale 1. “marafion”, utilizando
los métodos CUPRAC y DPPH”, obtuvieron como resultado a la existencia de los grupos de
metabolitos secundarios, mediante sus analisis, afiadieron que existe una diferencia significativa de
las concentraciones de polifenoles en ambas variedades, teniendo como conclusion que en la
variante roja del Marafion, su capacidad antioxidante se debe a la concentracién de compuestos

fenolicos, mientras que en la variante amarilla resalte mas el acido ascorbico.

Segln Coa (2022) present6 la determinacién de la capacidad antioxidante in
vitro del fruto Quararibea cordata zapote, utilizando el método DPPH en tres distintas muestras
(etanol, cloroformo, n — pentano) teniendo como resultado que en dos muestras se hallaron

capacidad de antioxidante, excepto en el n — pentano.

Asi mismo, Arnao et al. (2012) evaluaron la actividad antioxidante de los
extractos acuosos de las hojas y raices de Smallanthus sonchifolius, también conocido como yacon.
Se utilizaron la prueba de DPPH y se determinaron los compuestos quimicos como los fenoles y
flavonoides en los extractos ERY y EHY. Los resultados revelaron que el contenido de fenoles
totales y flavonoides en el extracto EHY fue mayor en comparacion con el extracto ERY (66,4 +
1,05 mg de EAG/g y 17,0 £ 0,65 mg de EQH/g). El alto contenido de antioxidante observado en el
extracto EHY en comparacion con el ERY se asocio de manera directa con su mayor contenido de
fenoles totales y flavonoides, asi como con su menor ICso en la prueba de DPPH. Se encontro que
alrededor del 24% del total de fendlicos en los extractos de ERY, EHY y diversas mezclas

utilizadas en el estudio correspondian a flavonoides.

De igual forma, Garcia (2017) investigd la capacidad antioxidante de
extractos de hojas de Moringa oleifera de diferentes ubicaciones geograficas, especificamente

Galicia y Guinea. La evaluacion de la capacidad antioxidante se llevé a cabo utilizando los métodos
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de DPPH y ABTS. Los resultados obtenidos indicaron que el polvo de hoja de Moringa de la
Universidad de la Corufia presentaba una capacidad antioxidante superior en comparacion con el
polvo de hojas de Guinea, independientemente del método utilizado y el tipo de solvente o patron
empleado. Ademas, se establecié una relacién directa entre la cantidad de fenoles totales y la

capacidad antioxidante, segun los datos recopilados en el estudio.

Daza (2008) analiz6 la composicion quimica de la flor de Mauritia flexuosa
. f. (aguaje) en Tingo Maria, confirmando por medio de sus resultados, la presencia de reacciones
positiva en antocianinas, leucoantocianidinas, taninos y flavonoides. Enfatizando en la existencia
de polifenoles, donde se aclara que existe en mayor cantidad en la flor masculina (22,20 mg AGE/g

de muestra seca).

Segun Quintero et al. (2019) evaluaron el efecto del tostado sobre el valor
nutricional y componentes antioxidantes de la semilla de Capomo (B. alicastrum: Moraceae) con
el objetivo de otorgar un valor nutricional a la semilla. Teniendo como resultado a que la semilla
presenta minerales como Fe, Ca, K, Mg, siendo superiores a las gramineas de mayor consumo y
demanda, afiadiendo también que los compuestos fenolicos son mas altos en el tratamiento STA
(567,57 mg ET/100geso fresco) teniendo una correlacion con su capacidad antioxidante quien

también tuvo mayor capacidad.

Yactayo (2021) analiz6 un tamizaje fitoquimico y se evalud la capacidad
antioxidante del extracto acuoso de hojas y corteza de Miconia barbeyana, conocida como
paliperro. En cuanto a la cuantificacion de los polifenoles totales, se encontr6 un valor de
173,97+2,38 mgAGE/g en la corteza a una temperatura de 95°C (P<0,05). Ademas, se observé que
la corteza a una temperatura de 95°C exhibié la mayor actividad antioxidante, con un valor de
8,89+0,9 UMTEAC/g. En conclusion, la especie Miconia barbeyana present6 un contenido elevado
de polifenoles totales y flavonoides, y la corteza en particular muestra una buena capacidad

antioxidante.

Segun Noriega (2016) analiz6 el contenido de metabolitos secundarios y el
patron electroforético de proteinas en las hojas de B. alicastrum en tres ubicaciones experimentales:
Tuxtla Gutiérrez, Cintalapa y Villaflores, en el estado de Chiapas. Mediante técnicas de extraccion
y cuantificacion, se determind la cantidad de metabolitos secundarios presentes en las hojas de

diferentes regiones de Chiapas. Los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion
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revelaron, por primera vez, la concentracion de metabolitos secundarios y el tamafio de las
proteinas presentes en las hojas de B. alicastrum. Estos hallazgos demostraron el potencial
biotecnoldgico y nutricional disponible en este arbol, abriendo nuevas perspectivas en cuanto a su

uso y aprovechamiento.

Asi mismo, Tovar (2013) investigo la capacidad antioxidante de extractos
obtenidos de 30 especies recolectadas en la ecorregion cafetera. Se realizaron pruebas utilizando
los DPPH* y ABTS* para evaluar los extractos crudos de metanol y diclorometano de nueve
familias diferentes. Se observé que los extractos de metanol presentaron un mayor porcentaje de
actividad antioxidante en comparacion con los extractos de diclorometano. Entre las especies mas
destacadas, el extracto de metanol de Topobea cf discolor (Melastomataceae) mostré una actividad
antioxidante del 40,80%, mientras que el extracto de Alchornea grandis (Euphorbiaceae) presentd
un 39,27%. Por otro lado, el extracto de diclorometano de Tovomita guianensis (Clusiaceae)
exhibi6 el extracto de mayor porcentaje de actividad antioxidante, con un valor de 54,97%.
También se observé que los extractos de las plantas pertenecientes a la familia Clusiaceae
mostraron actividad antioxidante. Estos hallazgos respaldan la idea de que ciertas plantas
medicinales pueden ser una fuente de antioxidantes naturales, y sugieren que la presencia de
flavonoides y compuestos fendlicos en la composicion fitoquimica de las plantas esta relacionada
con su actividad antioxidante. Los espectros UV de los extractos también evidenciaron esta
relacion. En particular, T. guianensis (Clusiaceae) mostrd los mejores resultados en términos de
actividad antioxidante, con un 54,97% y una alta presencia de flavonoides, lo cual es prometedor

y podria ser objeto de un analisis mas detallado como una alternativa natural.

De igual manera, Jara et al. (2020) llevaron a cabo una investigacion para
evaluar la actividad antiinflamatoria, antibacteriana y antioxidante del extracto hidroalcohélico
obtenido a partir de las hojas de Ophryosporus chilca, conocida como "Shequia”. Los resultados
obtenidos revelaron una alta actividad antioxidante en el extracto, que fue evaluada utilizando los
métodos de DPPH y ABTS. En el método de DPPH, se obtuvo un ICso de 38,391 ug/mL y un valor
equivalente de vitamina C (VCEAC) de 77,85 mg/g de extracto seco. Por otro lado, en el método
de ABTS, se encontro un ICso de 9,664 pg/mL y un VCEAC de 239,134 mg/g de extracto seco.
Estos hallazgos sugieren que el extracto de O. chilca posee una alta capacidad antioxidante, lo cual
puede ser beneficioso para la salud debido a su capacidad para neutralizar los radicales libres y

prevenir el estrés oxidativo.
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Por otro lado, Rodriguez y Vega (2019) evaluaron la actividad antioxidante
y la presencia de compuestos fendlicos en el latex y las hojas de Jatropha curcas "pifion blanco".
Se utilizd un extracto etandlico acidificado con un 1% de acido formico en los analisis
antioxidantes, utilizando la prueba del DPPH en un espectrofotometro UV-VIS, se realizaron
mediciones para determinar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas. Los
resultados revelaron una actividad antioxidante significativa en las hojas a una concentracion de 5
mg, con un promedio de absorcion del 0,015% y una inhibicion del 90,02%. Ademas, se encontro
un contenido de fenoles totales de 1 568,53 mg en 100 g de muestra original. En el caso del latex,
también se observé una alta actividad antioxidante a una concentracion de 5 mg, con un promedio
de absorcion del 0,016% y una inhibicion del 95,48%. Asimismo, se obtuvo un contenido de
fenoles totales de 2 943,91 mg en 100 g de muestra original. Estos resultados indicaron que la
especie Jatropha curcas posee una alta actividad antioxidante, tanto en las hojas como en el latex.
Se concluy6 que el extracto etanolico del latex muestra una actividad antioxidante significativa a
una concentracién de 0,36 mg/ml, mientras que las hojas muestran actividad a una concentracion
de 0,12 mg/ml.

Cohuo et al. (2019) evaluaron la actividad antioxidante de extractos de
harina de B. alicastrum utilizando dos métodos de extraccion: CO2 supercritico y convencional.
Los resultados mostraron la presencia de diversos compuestos antioxidantes, como a y y-tocoferol,
B-caroteno, fucosterol, escualeno, estigmasterol y luteina. Ademas, se observo que A medida que
se incrementaba la proporcién de etanol como co-solvente en la extraccion con CO2 supercritico,
se observaba un aumento correspondiente en el contenido de compuestos fenolicos totales en la
harina. Por consiguiente, se recomendd utilizar etanol puro como co-solvente en este
procedimiento. En cuanto al ensayo ABTS+, se encontr6 que el extracto de harina obtenido
mediante el método E-CO>-Co mostro la mayor actividad antioxidante, con un valor de
649,29+20,50 mM Trolox/100 g de extracto seco.



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El estudio se llevo a cabo en dos laboratorios de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva en Tingo Maria, especificamente en el Laboratorio de Fitoquimica Forestal y
en el Laboratorio de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucién). Estos laboratorios se
encuentran ubicados en una altitud de 660 metros sobre el nivel del mar, en el distrito de Rupa
Rupa, provincia de Leoncio Prado, region Huanuco, en Peru. La zona se caracteriza por tener una

temperatura media anual de 24 °C y esté situada en las coordenadas 9° 17'08 Sy 75° 59'52 O.

3.2. Recoleccion y acondicionamiento de material vegetal

Las hojas, corteza y latex de B. alicastrum, fueron recolectados en el centro
recreativo Pukka Shungo, ubicado en el distrito José Crespo y Castillo, una zona muy himedo y
pre montado tropical con temperatura promedio a 24 °C.

Se recolectd las hojas y corteza en bolsas de polipropileno, de igual modo, se
utilizé un frasco de plastico para guardar la extraccion del latex (Figura 1 y Figura 2), todas las
muestras se guardaron fuera del alcance del sol para luego ser identificados (Figura 3) y ser

trasportados al laboratorio.
Los tipos de droga (hojas, corteza y latex) como se ven en la Figura 4 y Figura
5, se selecciono libres de impurezas y en su estado fresco, luego cada una de las muestras se pesé

5kg de hojas y 5kg de corteza, menos el latex que esta se considerd en cantidad total extraida, y

finalmente se almacend a una temperatura de 10 °C.

3.3. Materiales

3.3.1. Materiales de laboratorio

Se emplearon los siguientes materiales: una fiola de 50 ml, matraces 50, 100

ml, pipetas volumétricas, gradillas de la marca Fisher Scientific, tubos de plastico (Falcon),
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microtubos de 100 pl (Axygen), unas cubetas de poliestireno de la marca Brand™. (1cm X 1cm x
4,5cm), vasos de precipitacion (Marienfeld), micropipetas (Fisherbrand) (1000ul, 100ul, 10ul),
etiquetas (Pegafan), papel filtro (Whatman), limaduras de magnesio (Underground),18 papel bulki
A4 (Graphos), hisopos (Tuinies), papel toalla (Elite), pinzas de madera (Amazon), tubos de ensayo

(Pyrex).

3.3.2. Equipos

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

3.3.3. Reactivos

Alcohol 96° (Alkofarma), Carbonato de sodio, Hidréxido de sodio
(Scharlau), Acido galico, Nitrito de sodio, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*), Tolueno, Reactivo
de Dragendorff, Reactivo de Mayer, Reactivo de Hagger, Reactivo de Wagner (Sigma Aldrich),
Cloruro de aluminio 6-Hidrato, Peroxido de hidrogeno, Gelatina-sal, Sulfato de sodio anhidrido
(Merck), Folin-Ciocalteu (Himedia), Anhidrido acético, Cloruro de sodio, Acetato de plomo (J.T
Baker), Metanol (Lichrosolv), Acido acético (Sigma Chemical), Cloruro férrico. (Alfa Aesa), Urea
(Bio Sistems), Diclorometano (R.J.T Baker), Amoniaco (Valvone).

3.4. Preparacion de las muestras

3.4.1. Secadoy pesado

Luego de un proceso de seleccion, se lavo y secd en una area limpia y
ventilada a temperatura entre 25-30°C, a la sombra, luego se llevo a una estufa con circulacion
natural a 40 °C por 24 horas y luego ser pesadas, teniendo un contenido de humedad del 20%
(Alejandro, 1973 y Miranda et al., 2000).
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3.4.2. Triturado/molienda

Una vez secas, se procedié a moler las hojas y la corteza por separado
utilizando un pilén y mortero hasta obtener particulas de muestra. Luego, se trasladaron al
laboratorio y se les asigné un codigo Unico para cada muestra, con el fin de realizar extracciones

acuosas Yy etandlicas posteriormente (Alejandro, 1973 y Miranda et al., 2000).

3.4.3. Extraccion acuosa

Se pes6 5 gramos de material vegetal (hojas o corteza) y 0,05 gramos de
latex, los cuales se mezcl6 con 50 ml de agua destilada obteniendo una concentracion de 100 mg/mi
y 1 mg/ml, respectivamente. La mezcla se llevé a ebullicion durante 10 minutos y se dejo reposar
durante 30 minutos. Luego, se filtro los extractos a través de un papel filtro Whatman de 20-25
micras y se recolectd los sobrenadantes en microtubos de 2 ml. Posteriormente se centrifugo a
10000 rpm a 4 °C durante 10 minutos y los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C para luego ser
analizados (Alejandro, 1973 y Miranda et al., 2000).

3.4.4. Extraccion etandlica

Se pes6 5 gramos de material vegetal (hojas o corteza) y 0,05 gramos de
latex, y se agreg6 50 ml de etanol al 50% para obtener una concentracién de 100 mg/ml y 1 mg/ml,
respectivamente, a temperatura ambiente. La mezcla se dej6 reposar durante 14 horas. Luego, se
filtr6 los extractos a través de un papel filtro Whatman de 20-25 micras y se recolectd los
sobrenadantes en microtubos de 2 ml. Asi mismo, se centrifug6é a 10000 rpm a 4 °C durante 10
minutos y los sobrenadantes se logré almacenar a -20 °C para sus respectivos analisis (Alejandro,
1973 y Miranda et al., 2000).
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3.5. Metodologia

3.5.1. Tamizaje Fitoquimico en hojas y corteza

- Reconocimiento de alcaloides

Se afladio 5 g de muestra seca de hoja y corteza y se colocaron en dos
vasos de precipitado. Se afiadio HCI al 5% para cubrir la muestra y se calent6 en bafio maria durante
5 minutos, mientras se agitd suavemente. Luego, se dejo reposar durante 30 minutos y se filtré
utilizando papel filtro. A continuacion, se tomaron 2 ml del filtrado acido y se distribuyeron en 4
tubos de ensayo. En cada tubo se agregaron dos gotas de los reactivos correspondientes
(Dragendorff, Hagger, Mayer y Wagner). Se consideré que la muestra contenia alcaloides si se
observaba turbidez o precipitado en al menos tres de los tubos (Alejandro, 1973 y Miranda et al.,
2000) (Figura 12, Figura 14 y Figura 15).

- Reconocimiento de flavonoides, leucoantocianidinas y cardioténicos

En un vaso precipitado, se afiadieron 5 gramos de muestra seca, luego se
agrego0 suficiente alcohol etilico para cubrir completamente la muestra y permitir su fluidez. La
mezcla se calentd en un bafio maria durante 5 minutos con agitacion constante. Luego, se dejo
enfriar y se filtr para obtener el filtrado. Al filtrado se le afiadio una cantidad igual de una solucion
de acetato de plomo al 4%, que contenia acido acético al 0,5%. Después se agitd y se dejo reposar
durante 15 minutos antes de filtrarlo nuevamente. El filtrado obtenido se utilizé para realizar
ensayos de reconocimiento de flavonoides, leucoantocianidinas y cardiotonico (Alejandro, 1973 y
Miranda et al., 2000).

— Ensayo para flavonoides

Se colocaron limaduras de magnesio en un tubo de ensayo y se agregaron
2 ml del filtrado. A continuacion, se afiadieron gotas de HCI concentrado a lo largo de la pared del
tubo. La aparicion de colores naranja, rojo, rosado o violeta seria una sefial positiva de la presencia

de flavonoides en la muestra (Figura 11 y Figura 20).
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- Ensayo para leucoantocianidinas

Se utilizé 2 ml del filtrado en un tubo de ensayo. Posteriormente, se
afiadio 1 ml de acido clorhidrico concentrado y se procedio a calentar la mezcla en un bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos. La aparicion de un color rojo seria un indicio positivo de la presencia

de leucoantocianidinas en la muestra (Figura 9).

- Ensayo para cardiotonicos

Se afiadio 1 ml del filtrado a otro tubo, luego 0,5 ml de reactivo de Kedde
(composicion: 1 ml de solucién A + 1 ml de solucion B). Si se observaba un color morado o
morado, se consideraba una prueba positiva para la presencia de desencadenantes cardiacos.

(Figura 13y Figura 25).

- Reconocimiento de saponinas, taninos, esteroles y/o triterpenoides y
quinonas

Se utilizé el método descrito por Alejandro (1973) y Miranda et al. (2000)
para extraer los componentes de las hojas y corteza de B. alicastrum. Se colocaron 5 g de muestra
seca en dos vasos de precipitado y se afiadid suficiente alcohol para cubrir la muestra. Luego, se
sometio la mezcla a calentamiento en un bafio maria durante 10 minutos con agitacion. Después de
este tiempo, se procedié a filtrar la muestra en caliente y se concentrd hasta reducir a la mitad de

su volumen.

Posteriormente, se utilizd6 un embudo de separacion para extraer dos
porciones de 10 ml cada una de diclorometano. A continuacién, se afiadié agua al embudo para
generar dos fases, y ambas fueron recuperadas. La fase acuosa se filtrd y se utilizo para llevar a

cabo ensayos de deteccion de taninos, saponinas y quinonas.

Por otro lado, la fase organica se recuperd, se secé con sulfato de sodio
anhidrido y se filtrd. Con los filtrados obtenidos se realizaron ensayos para identificar la presencia
de triterpenos o esteroide
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- Ensayo para saponinas

Se utiliz6 4 ml del filtrado acuoso en un tubo de ensayo tapado, el cual se
agitd vigorosamente durante 1 minuto. La presencia de una espuma abundante y persistente indica

la presencia de saponinas en la muestra (Figura 10).

- Ensayo para taninos

Se tomo6 1 ml del filtrado acuoso y se transfirié a un tubo de ensayo. A
este se le agregd 1 ml del reactivo de gelatina-sal y se procedio a disolver el precipitado formado
en 2 ml de urea al 10M. Posteriormente, se afiadieron 2 o 3 gotas de cloruro férrico al 10%. La
formacion de colores o precipitados en tonos verde, azul o negro indicaria la presencia de taninos

en la muestra (Figura 17).

- Ensayo para triterpenos y/o esteroides

En un tubo de ensayo, se agregd 1 ml del filtrado orgénico y se afiadio 1
ml de anhidrido acético. Con cuidado, se agregaron 1-2 gotas de acido sulfurico concentrado a lo
largo de la pared del tubo. La aparicion de colores en tonos rojo, violeta, azul o verde indicaria la

presencia de esteroides y/o triterpenoides en la muestra (Figura 6).

- Ensayo para quinonas

Se utiliz6 un tubo de ensayo donde se agreg6 aproximadamente 5 ml del
filtrado acuoso, 1 ml de perdxido de hidrégeno al 20% y 1 ml de &cido sulfurico al 50%. La muestra
se sometio a calentamiento en un tiempo de 15 minutos en un bafio de agua en ebullicién, seguido
de un periodo de enfriamiento. Luego, se afiadieron 5 ml de tolueno y se agito suavemente. Si la
capa acuosa experimenta un cambio de color hacia tonos rojos o rosados, se confirma la presencia

de quinonas en la muestra (Figura 7 y figura 24).

- Reconocimiento de antocianinas

En un vaso precipitado, se incorporaron 5 gramos de muestra seca,

seguidos de aproximadamente 100 ml de agua. La mezcla se calent6 hasta alcanzar el punto de
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ebullicién durante aproximadamente 5 minutos y posteriormente se filtro. En otro tubo de ensayo,
se extrajo 2 ml del filtrado y se afiadié 1 ml de una solucion diluida de NaOH, observando el color
resultante. En un tubo adicional, se tomaron 2 ml del filtrado y se agregaron 2 gotas de &cido
mineral diluido (&cido sulfurico), nuevamente observé el color formado. Las antocianinas se
caracterizan por exhibir distintos colores en funcion del pH (Alejandro, 1973 y Miranda et al.,
2000).

- Reconocimiento de cumarinas

Se procedio de la siguiente manera: se afiadieron 5 gramos del material
vegetal en un tubo de ensayo y se cubrid con etanol 96° comercial hasta que todo el material
quedara sumergido. Se cubri¢ la abertura del tubo de ensayo con un papel filtro blanco y se sujeto
el tubo con pinzas mientras se calentaba hasta alcanzar el punto de ebullicion. Luego se afiadieron
5 gotas de NaOH disuelto al 5% en un papel filtro que cubria la abertura del tubo, y se dejo hervir
durante 5 minutos tras el calentamiento inicial. Después de enfriar, se retir6 el papel filtro (Figura
16). Finalmente, se observd la presencia de una fluorescencia (verde, roja o amarilla) en el papel
filtro utilizando luz ultravioleta a una longitud de onda de 365 nm, lo que indica la presencia de
cumarinas (Alejandro, 1973 y Miranda et al., 2000).

3.5.2. Tamizaje fitoquimico en latex

- Extraccion etandlica

La preparacion del extracto paso6 por un pesado del material vegetativo 50
mg, agregando 150 ml de etanol (96%) a temperatura ambiente, luego se dejé reposar por 24 horas.
Luego se filtré haciendo uso de un papel filtro Whatman de 20-25 micras. Finalmente, el

sobrenadante se almacend a -20 °C para su posterior analisis (Miranda et al., 2000).

- Reconocimiento de alcaloides (Dragendorff)

Se tomo una muestra de 2 ml del extracto y se sometio a evaporacion
utilizando un bafio de agua, quedando un residuo al que se le agregé 1 ml de acido clorhidrico al
1% en agua y se calenté suavemente. Luego, se permitié que la solucién &cida se enfriara hasta

alcanzar la acidez deseada. Para realizar el ensayo, se agregaron 3 gotas del reactivo de Dragendorff
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a la solucion acuosa acida (Figura 27). Se considero la presencia de compuestos si se observaba

opalescencia o turbidez en la muestra (Miranda, 2006).

- Reconocimiento de alcaloides (Mayer)

El procedimiento seguido fue similar al ensayo de Dragendorff,
obteniendo una solucidn acida. Posteriormente, se agreg6 una pequefia cantidad de cloruro de sodio
en forma de polvo, se agito y se filtrd. Se afiadieron de 2 a 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer
(Figura 28). Si se observaba opalescencia o turbidez, se consideraba presencia de alcaloides
(Miranda, 2006).

- Reconocimiento de alcaloides (Wagner)

La solucidn acida se preparé de manera similar a los casos anteriores, se
afiadié 2 o 3 gotas del reactivo y se clasifico el resultado de la misma forma, como se indico en
Miranda (2006).

- Reconocimiento de flavonoides

Se afiadi6 una muestra de 2 ml al tubo de ensayo, junto con 1 ml de acido
clorhidrico concentrado y un pequefio trozo de cinta de magnesio metalico. Después de permitir
que la reaccién ocurriera durante 5 minutos, se agregdé 1 ml de alcohol amilico. Se mezclaron las
fases y se dejaron reposar hasta que se separaron (Figura 32). La prueba se consideré positiva si
el alcohol amilico adquiria un color amarillo, naranja, carmelita o rojo intenso en todos los casos
(Miranda, 2006).

- Reconocimiento de leucoantocianidinas

Se utilizd 2 ml de la muestra en un tubo de ensayo, seguidos de la adicion
de 1 ml de acido clorhidrico concentrado. Luego, se sometid a calentamiento en un bafio de agua
hirviendo por 5 minutos (Figura 33). La presencia de leucoantocianidinas se afirmara cuando la

solucion indique un color rojo (Miranda, 2006).
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- Reconocimiento de cardiotdnicos

Se afiadieron 2 ml de la alicuota del extracto etandlico en un tubo de
ensayo y se combinaron con 1 ml del reactivo Kedde. La mezcla se dejo reposar durante 5 a 10
minutos (Figura 30). La presencia de un resultado positivo se evidenciaba mediante la formacion

de una coloracion violacea duradera, que se mantenia visible durante 1 a 2 horas (Miranda, 2006).

— Reconocimiento de saponinas

Se tomd una alicuota de 2 ml de la muestra y se diluy6 con 5 veces su
volumen en agua en un tubo de ensayo. La mezcla se agitd vigorosamente durante 5 a 10 minutos
(Figura 34). Se determind un resultado positivo cuando se observé la formacion de espuma en la
superficie del liquido, con una altura superior a 2 mm y que se mantuvo durante mas de 2 minutos
(Miranda, 2006).

- Reconocimiento en taninos

Segln Miranda (2006), se agregé 2 ml de una muestra alcohdlica a un
tubo de ensayo, seguido de la adicion de 3 gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5% en
solucion salina fisiologica. Un resultado positivo se caracterizd por la aparicion de ciertos cambios

de color especificos (Figura 35).

o Una coloracion rojo-vino indicaba la presencia de compuestos fendlicos en general.
o Una coloracion verde intensa indicaba la presencia de taninos del tipo pirocatecolicos.
o Una coloracion azul indicaba la presencia de taninos del tipo pirogalotanicos.

— Reconocimiento de triterpenos y/o esteroides

Se afadieron 2 ml de la alicuota etandlica a un tubo de ensayo, seguido
de la adicion de 1 ml de anhidrido acético y una completa mezcla. Luego, se dejaron caer 2-3 gotas
de acido sulfurico concentrado a lo largo de la pared del tubo de ensayo, evitando cualquier

agitacion. Un resultado positivo se caracterizo por un cambio de color rapido (Miranda, 2006).

» Si se observo un cambio de color de rosado a azul muy rapido.
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« Sise aprecio un cambio de color de verde intenso de forma visible y rapida.
« Si se manifestd un cambio de color de verde oscuro a negro, indicando el final de la

reaccion.

En algunos casos, el ensayo resulto en la formacion de dos fases o en el
desarrollo de colores. Rara vez, el primer cambio de color puede ser observable. El tercer cambio
generalmente se produce cuando la muestra evaluada contiene cantidades significativas de estos

compuestos (Miranda, 2006).

- Reconocimiento de quinonas

Se agregdé 2 ml de la alicuota del extracto a un tubo de ensayo y se
calentaron en un bafio de agua durante 5 minutos. Luego, se afiadié 1 ml de cloroformo y 1 ml de
hidroxido de sodio al 5% en agua. Se agit6é la mezcla para asegurar la homogeneidad y se dejo

reposar hasta que las fases se separaron (Figura 29).

Si la fase acuosa alcalina, que se encuentra en la parte superior, adquirid
una coloracion rosada o roja, el ensayo se consider6 positivo. Se clasifico como coloracion rosada

(++), o coloracién roja (+++) dependiendo de la intensidad del color observado (Miranda, 2006).

- Reconocimiento de antocianinas

Se afiadio 2 ml del extracto etandlico a un tubo de ensayo y se calentd
durante 10 minutos con la adicion de 1 ml de &cido clorhidrico concentrado. Después de enfriar, se
agregaron 1 ml de agua y 2 ml de alcohol amilico. La mezcla se agit6 y se permiti6 que las dos
fases se separaran. La presencia de un color que va desde rojo hasta marron en la fase amilica indica

un resultado positivo en el ensayo (Miranda, 2006).

- Reconocimiento de cumarinas

En un tubo de ensayo se colocaron 2 ml de la alicuota etandlica. A
continuacion, se cubrio la abertura del tubo utilizando un papel filtro blanco y se asegurd con pinzas
de tubo de ensayo. Posteriormente, se agregé algunas gotas de NaOH al 5% disuelto en papel filtro,

asegurandose de cubrir completamente la abertura del tubo de ensayo. Después de un periodo de
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ebullicién y posterior enfriamiento, se retiro el papel filtro para dejarlo enfriar (Figura 36).
Por altimo, al observar el papel filtro bajo luz UV con una longitud de

onda de 365 nm, se pudo apreciar una fluorescencia de tonalidad verde, roja o amarilla, lo que

indica la presencia de Cumarinas (Miranda, 2006).

3.5.3.  Asignacion cualitativa para el tamizaje fitoquimico

Se llevd a cabo una asignacion cualitativa con el fin de medir los metabolitos
secundarios, y durante este proceso, se fueron identificando las reacciones pertinentes (Carvajal,
2009).

Tabla 1. Valoracion cualitativa para el tamizaje fitoquimico.

Resultado Asignacion
Negativo -

Dudoso +/-

Escaso +

Regular ++
Moderado +++

Abundante ++++

3.5.4. Determinacion de polifenoles totales

Se realizd mediante el método de Folin — Ciocalteu reportado por Sultana et
al. (2009), para la construccién de la curva estandar de acido galico (Sigma-Aldrich) se preparé las
siguientes concentraciones de 10, 25, 50, 75, 100 pg/ml (Tabla 11). A partir de las concentraciones
preparadas del estandar (acido galico) (Figura 40) se afiadid 100 pl (para el caso de los extractos
de la muestra también se tom6 100 pl) en microtubos de capacidad de 2 ml, luego se adicion6 500
ul de soluciéon Fenol de Folin — Ciocalteu (Merk) 1/10 y se incub0 a temperatura ambiente por un
minuto. Finalmente, se adiciono 400 ul de Na,COs (Sigma Aldrich) al 7,5% y se incubd por dos

horas a temperatura ambiente. Adicionalmente, se prepar0 una muestra en blanco a la cual se
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agreg0 100 pl de agua destilada, 500 ul de solucion Fenol de Folin - Ciocalteu (Merk) 1/10 después
de un minuto se mezcldé con 400 ul de Na,COs (Sigma Aldrich) al 7,5% y se almaceno6 por dos

horas a temperatura ambiente (Tabla 2).

La absorbancia se registr6 a 740 nm (espectrofotdmetro UV/VIS Genesys
10, USA) usando cubetas de poliestireno de (1 cm x 1 cm x 4,5 cm) (Figura 37).

Es importante sefialar que el contenido de polifenoles cuantificados de los
extractos preparados para los diferentes tipos de droga se reportara como miligramos de &cido

galico equivalente por gramo de materia seca (NMgAGE/qQ).

Tabla 2. Concentraciones del acido galico con agua destilada.

N° (ug/ml) Acido Galico (pl) Agua dad! (ul)/Etanol (ul)
1 100 100 900
2 75 75 925
3 50 50 950
4 25 25 975
5 10 10 990

Idd: Agua destilada.

3.5.5. Actividad antioxidante

— Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

Se empled el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) para la respectiva
evaluacion, tal como fue descrito en el estudio realizado por Bran-Williams et al (1995).

Se prepar6 un stock 1000 uM de DPPH* a partir de la cual se preparé una
solucion de trabajo de 100 uM y se guardo en refrigeracion. Se hizo reaccionar 25 L de infusién
y 975 pL del radical DPPH, dejando reaccionar durante 30 minutos. Posteriormente, se midio la
absorbancia utilizando un espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 517 nm. Para
determinar el valor de 1C50, se construyé una curva gue relacionaba las diferentes concentraciones

utilizadas con los porcentajes de inhibicion obtenidos, representando las concentraciones frente a
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los porcentajes de inhibicion (Figura 38). El porcentaje de inhibicion se calculd utilizando la

siguiente ecuacion:

% Inhibicion DPPH* = [(Acontrol - Amuestra) / Acontrol] X 100 (1)

Acontrol: absorbancia del radical DPPH.

Amuestra; absorbancia de la muestra.

- Evaluacion de la actividad inhibidora del cation radical del acido
2,2azinobis-(3- etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS*)

La capacidad de eliminacién de radicales libres de las infusiones se
determiné mediante el ensayo de decoloracion por ABTS*. tal como lo describe Re et al. (1999).
El radical cationico ABTS* fue generado a partir de una reaccion entre ABTS (7 mM) y persulfato
de potasio (2,45 mM) a una concentracién final, incubada en la oscuridad durante 16 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla de reaccion se diluyd con etanol hasta alcanzar
una absorbancia de 0,750 + 0,050 a 734 nm. Se combind una pequefia cantidad (10 pL) de la
infusion con 975 pL de la solucion diluida de ABTS* y se incubd a temperatura ambiente durante
30 minutos. La disminucion de la coloracién, resultado de la reduccion de los cationes por los
antioxidantes presentes en la infusion, se cuantificod midiendo la absorbancia a 734 nm utilizando
un espectrofotémetro Genesys 150 UV/VIS (Thermoscientific). Los valores de IC50 se calcularon
representando las concentraciones frente a los porcentajes de inhibicion (Figura 39). El porcentaje

de inhibicidn se determind mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibicién ABTS* = [(Acontrol - Amuestra) /Acontrol] X 100 (2)

Acontrol: absorbancia del radical ABTS*.

Amuestra; absorbancia de la muestra.

Segun el valor de ICso presenta en los resultados, En otras investigaciones,
se han establecido criterios para la seleccion de extractos vegetales basados en el valor del ICso.;
se considera que aquellos con valores menores a 30 pg/mL tienen un alto potencial antioxidante,
mientras que aquellos con valores entre 30 pug/mL y 100 pg/mL se consideran de moderado

potencial antioxidante. Aquellos con valores de 1Csg por encima de 100 pg/mL se consideran de
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bajo potencial antioxidante (Ramos et al., 2003).

3.5.6. Tipoy disefio de investigacion

3.5.6.1. Tipo de investigacion

El trabajo de investigacion que se llevo a cabo, se clasificd como

investigacion basica.

3.5.6.2. Disefio de investigacion

a. Disefio experimental y factores estudiados

Se utilizé un analisis de Disefio Completamente al Azar (DCA) con
un arreglo factorial de 3Ax2B. En la Tabla 3, se muestra los factores estudiados y sus

correspondientes niveles.

Tabla 3. Factores estudiados con sus correspondientes niveles.

Factores Niveles Combinacion Simbolo Tratamiento
A) Tipodedroga  Hoja (a1) Hoja*acuoso aibs T1
Corteza (a2) Hoja*etandlico aibz T2
Latex (as) Corteza*acuoso azbs T3
B) Tipo de solvente Acuoso (b1) Corteza*etandlico  azb» T4
Etandlico (b2) Latex*acuoso asbs Ts
Latex*etandlico ashz Te

b. Analisis estadistico

Los datos se analizaron bajo el DCA con un arreglo factorial de
3Ax2B con 3 repeticiones, las mismas que se muestran en el Tabla 4. Para comparar la diferencia

entre promedios se utilizé la prueba de Tuckey (P<0,05).
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Tabla 4. Analisis de varianza para las evaluaciones realizadas de B. alicastrum.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tipo de droga (A) a-2=1

Tipo de solvente (B) b-1=1

A*B (a-1) (b-1) =2
Error experimental (a*b*)*(n-1)=12
Total 17

- Modelo aditivo lineal

Yijk = p + Ai + Bj + (A*B)ij + Eijk

Donde:
Yijk : Variable respuesta u observacion
M : Media poblacional
Ai : Efecto del i-ésimo tipo de droga
Bj : Efecto del j-ésimo tipo de solvente
(A*B)ij : Efecto de la interaccién del i — ésimo nivel del factor tipo de droga con el j —

ésimo del nivel del factor tipo de solvente

Eijk : Error experimental



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Tamizaje fitoquimico de hojas, corteza y latex de B. alicastrum

Se observo una abundante presencia de saponinas (++++), como a Su vez
moderada y regular presencia de leucoantocianidinas (+++), cumarinas (+++) y alcaloides (+++);
continuando, con una regular presencia de antocianinas (++), una escasa presencia en taninos (+)

y finalmente una nula presencia de flavonoides y quinonas (-) en los extractos (Tabla 5).

Estos datos tienen similitudes con reportes quimicos en B. alicastrum,
realizados en otros lugares, como Teni (2008), encontrando presencia de cumarinas, saponinas,
esteroides y flavonoides, Asi mismo, Noriega (2016), reportd presencia de saponinas, taninos
grupos de flavonoides, cumarinas y fenoles.

Igualmente, con otros datos reportados en investigaciones en otras especies de
la familia Moraceae, como en Jiménez (2015), que identific alcaloides, triterpenos, esteroides,
grasas Y aceites en la especie Brosimum utile; Alba et al (2007), reporté cumarinas y triterpenos en
Brosimum rubescens, complementando con esta Ultima investigacion; Fachin et al (2012), reportd
la presencia de quinonas, taninos, triterpenoides, alcaloides, flavonoides y saponina. Asi mismo,
Abubakar et al (2017), revel6 la presencia de taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides,
esteroides, terpenoides en Ficus Sycomorus Linn, y Montafio (2020), indic6 la presencia de
flavonoides, terpenos y/o esteroles en las especies F. insipida, F. benjamina, F. elastica y F.

bullenei.

Ademas, se observaron diferencias en las respuestas y reacciones de las

diferentes drogas, lo que sugiere una variacion en su composicion fitoquimica.

En los alcaloides, se observd reacciones positivas en la corteza (Figura 21,
Figura 22, Figura 23) y latex (Figura 27, Figura 28 y Figura 31), similares resultados a lo que
Gaibor (2013), realiz6 en el latex del B. utile. La concentracion de metabolitos en plantas puede
variar segun la familia y la distribucion de los mismos puede ser mayor en semillas y frutos.
Ademas, los factores ambientales también pueden influir en la presencia y cantidad de estos
metabolitos (Leonora et al., 2023). Por ello, los alcaloides tienen una importancia en las plantas,
ya que funcionan como agentes protectores para las plantas, gracias a su capacidad antibacteriana,
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ademas de ser toxicos para insectos y animales herbivoros. Estas propiedades también han
permitido su uso en la medicina natural y farmacéutica, donde se han utilizado como analgeésicos,
relajantes musculares, tranquilizantes y antioxidantes, entre otros (Zenk et al., 2007 y Rubio et al.,
2013).

En los cardiotonicos, el latex fue el Unico que tuvo reaccion (Figura 30), una
causa subyacente podria ser la alta toxicidad que puede generar este metabolito, ya que estudios
previos han demostrado que niveles elevados pueden ser perjudiciales para la especie, llegando
incluso a afectarla negativamente. Los cardiotdnicos presentes en las plantas, tienen la funcion de
proteger a la planta de depredadores y parasitos (Krishna et al., 2015). A pesar de esto, han sido
ampliamente utilizados en la medicina para tratar enfermedades del corazén como la insuficiencia
cardiaca y la fibrilacion auricular (Macias, 2014 y Manrique, 2015). Sin embargo, al igual que a
las plantas, el consumo en altas dosis puede generar efectos toxicos severos sobre el corazén,

llegando a ser mortal (Bafios et al., 2002 y Casamitjana, 2002).

En las saponinas, se detectd presencia en los tres tipos de drogas (Figura 10,
Figura 18 y Figura 34), destacando en entre ellos el latex; la presencia de espuma se produjo
debido a la formacion de micelas, ya que estos compuestos poseen moléculas hidrofilicas e
hidrofébicos (Leonora et al., 2023), y la abundancia de este metabolito nos da a entender que en la
planta actian como una barrera protectora (fitoprotectores) contra patdégenos y herbivoros,
(Ahumada et al., 2016); por tal motivo que son responsables en dar el sabor amargo al ser
consumido, ademas de poseer propiedades hemoliticas (destruccién de gldbulo rojos) y hormonales
(baja produccion de huevos y retraso en el crecimiento en animales y germinacion en plantas)
(Leonora et al., 2023). Sin embargo, también presentan algunos beneficios, ya que poseen
propiedades farmacolodgicas (fitoterapia y antiinflamatorio) y en la medicina popular (expectorante,
efecto estimulante, tonificante y anti estrés), no obstante, las saponinas contienen una alta toxicidad
si es que se consume en dosis altas, provocando dolor estomacal, vomitos y diarrea (Ahumada et
al., 2016 y Leonora et al., 2023).

En el reconocimiento en Taninos, los tres tipos de drogas dieron reaccion escaso
positiva (Figura 8, Figura 17 y Figura 35), esto se respalda con lo reportado de Galindo et al.
(2003), demostrando que las semillas de B. alicastrum contienen elevadas concentraciones de
taninos. Esto se debe a que la alta concentracion de taninos se encuentre en estructuras

reproductivas y en las frutas, reduciendo su nivel con la madurez. Este reparto de concentracion
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espacial y temporal sirve como una proteccidn para sus estructuras vitales y, al mismo tiempo, le
permite adaptarse para hacerla mas atractiva y apetecible cuando alcanza su madurez fisiol6gica
presentando semillas viables, siendo fundamental este proceso para el éxito de la expansion de la
especie (Robil et al., 2015). Sin embargo, la presencia de taninos en otros 6rganos, son esenciales
contra la actividad microbiana y parasitaria, debido a esto son utilizados en la medicina popular
(antiséptico, antiinflamatorio, desparasitacion), en la nutricion (inhibidores, alta capacidad
antioxidante) (Leonora et al., 2023; Ramirez, 2019; Pérez, 2018; Awika, et al, 2017 y Galindo et
al., 2003), incluso se ha mostrado que los taninos pueden generar un impacto en los suelos,
disminuyendo la mineralizacion del carbono y compuestos del nitrogeno (Huang, 2018). Pero,
debido a estos factores que genera, son consideradas como anti-nutrientes, ya que al ser consumidos
en altas concentraciones puede generar estrefiimiento, intoxicacion, desnutricion, anemia y
alteracion al crecimiento de la flora intestinal. Por tales motivos, algunos animales evitan el

contacto con plantas ricas en taninos (Leonora et al., 2023).

En los triterpenos y/o esteroides, hubo reaccion escasa positiva en las hojas
(Figura 6) y la corteza, excepto en el latex, no se observd reaccion positiva. Una posible
explicacion es que no se llevd a cabo una extraccion sucesiva con solventes de polaridad creciente,
que habria permitido concentrar compuestos hidréfilos y lipofilos en mayor cantidad (Miranda,
2006). Mientras que, en las hojas y corteza, fue escasa. Esto se debe a que la mayoria de Triterpenos
y/o esteroides se encuentran concentradas en las semillas y frutos de una especie, comprobando
con otras investigaciones, se informo6 que en los frutos de cinco especies distintas se encontraron
triterpenos y/o esteroides, siendo mas prominentes en comparacion con las muestras de hojas y
flores (Plazas, 2015). El motivo de que estos metabolitos se encuentren en dichos 6rganos de la
planta se debe a sus mudltiples funciones (proteccién antibacteriana, resistencia al estrés,
estructurales y transporte de nutrientes) (Valitova et al., 2016 y Pironi et al., 2018). Ademas, estos
compuestos también pueden actuar como agentes de control de plagas, ya que, al ser consumidos,
sufren adversos como reduccion de peso, disminucion de muda, incluso la mortandad. Al mismo
tiempo, generan toxicidad y un sabor amargo al ser consumido por los animales (Avalos et al.,
2009 y Leonora et al., 2023). Por otra parte, los triterpenos y/o esteroides poseen propiedades en la
medicina farmacéutica (antitumorales, inmunosupresoras, hepatoprotectoras, gastroprotector.
hipoglucemiantes, antibacterianas, hormonales, antinociceptivos, antiinflamatorios) y nutricional
(dieta) (Chen et al., 2005; Garcia et al., 2004 y Liu, 2005).

En las antocianinas y leucoantocianidinas (Figura 9, Figura 19 y Figura 33),
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se obtuvo una reaccion escasa y moderada, respectivamente. Segun la literatura, las antocianinas
estan unidas a un aztcar mientras que las leucoantocianidinas no, la cantidad de estos metabolitos
detectados podria explicarse por su funcion en la pigmentacion de flores y frutos, donde se
encontraron mayores cantidades de leucoantocianidinas en forma libre que de antocianinas
adheridas a azUcares, estos pigmentos conforman un papel significativo en la polinizacion y en el
proceso de propagacion de las semillas (Avalos et al., 2009); y en hojas, s6lo se producen durante
la temporada de otofio, cuando éstas adquieren tonalidades rojizas o anaranjadas. Debido a la
coloracion que provocan, son utilizados como colorantes (Yatim, 2019), Otro tipo de propiedades
que ofrecen a la planta, es la resistencia a infecciones microbianas, defensa con ataques fangicos,
bacterianos o herbivoros y resistencia a los estimulos ambientales (radiacién UV, sequia, salinidad)
(Tripp et al., 2018). Debido a los efectos que presentan, también son utilizados en la medicina
farmacéutica y popular (anticancerigenos, antidiabéticos, antinflamatorios, antialérgicos,
antihepatdxicos, gastroprotectores, cardioprotectores, antitromboticos, antiviral, resistentes al

estrés oxidativo) (Leonora et al., 2023).

Se detecto la presencia de cumarinas en los tres tipos de drogas (Figura 16,
Figura 26 y Figura 36), destacando en entre ellos el latex, esta informacion se corrobora por un
estudio demostrando la existencia de 3 cumarinas en B. alicastrum (Parra et al., 2017). El
reconocimiento presentd una fluorescencia cian bajo la exposicion a rayos UV, segin informacion
de la Leonora (2023), algunas cumarinas tienen la capacidad de absorber radiacion UV vy reflectar
fluorescencia cian actuando como un agente protector solar. Es importante destacar que estas
cumarinas se encuentran presentes en diversas plantas y animales ya que funciona como un

tolerante a la radiacién solar y ayuda a disuadir a sus depredadores (Herrera, 2017 y Naukas, 2011).

Pese a que las distintas investigaciones tuvieron diferentes tipos de solventes y
tipos de droga, los resultados muestran que metabolitos secundarios como saponinas, taninos,
cumarinas triterpenos, esteroides, alcaloides y flavonoides son predominantes en la mayoria de
especies de la familia Moraceae, pero en distintos porcentajes (Galindo,2003 y Leonora et al.,
2023).

Los metabolitos secundarios del B. alicastrum también cumplen la funcion de
contener, reducir o modular a seres patogenos, fungicos, depredaciones y heridas, que un claro
ejemplo en respuesta rapida, la planta excreta su latex para sellar el dafio (Avalos et al, 2009; Patra
et al., 2010; Rice-Evans et al., 1997; Sepulveda et al., 2003; Vaca et al., 2016 y Wallace, 2004),
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también proporcionan beneficios nutricionales a otras especies, teniendo un alto valor nutricional
en semillas, frutos, hojas y demas (Martinez et al., 2019; Quintero et al., 2019; Sarmiento et al.,
2022 y Vélez et al, 2014), sin embargo, los metabolitos secundarios son un conjunto de sustancias
presentes en las plantas que tienen propiedades bioquimicas relacionadas con el crecimiento (Patra
etal., 2010), incluso pueden que sea una determinante en el desarrollo de la planta y su crecimiento
en su estadio vegetativo (Rangel, 2020). Con todo lo mencionado y los estudios que se han
realizado en esta investigacion, podemos vincular a las saponinas, terpenos y compuestos fenolicos
con su crecimiento y desarrollo. Por consecuente, podemos decir que las Moraceae son especies

que presentan abundancia y riqueza en sus localidades (Calvi, 2013 y Sarmiento, 2022).

Es importante tener en cuenta que, durante la extraccién de drogas, pueden
surgir variaciones en la composicion de los metabolitos debido a diversos factores como el
momento de recoleccion, las fluctuaciones climéticas entre distintas ubicaciones, entre otros
aspectos (Gaibor, 2013). En otras palabras, la presencia de metabolitos secundarios en las plantas
puede ser influenciada por una variedad de factores, como el tipo y la variedad de la especie,
condiciones ambientales como la exposicion solar y el suministro de agua, el momento de la
recoleccion, las fases de la luna, la tasa de crecimiento, la madurez, la salud nutricional del suelo,
el estrés ambiental y la exposicion a enfermedades y plagas, todos los cuales pueden incidir en el
desarrollo y rendimiento de las plantas. Estos aspectos pueden tener un impacto en la composicion
de los metabolitos secundarios extraidos de la planta (Harborne, 1993 y Waterman et al. 1994).

Tabla 5. Tamizaje fitoquimico de hojas y corteza de B. alicastrum.

Parte de la Reactivo utilizado Metabollt_o Prueba
droga Secundario
Dragendorff Alcaloides ++
Mayer Alcaloides -
Corteza
Wagner Alcaloides +++
Valser Alcaloides -
Dragendorff Alcaloides -
Hoja Mayer Alcaloides -

Wagner

Alcaloides
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Valser Alcaloides -
Dragendorff Alcaloides +++
Mayer Alcaloides ++
Latex
Wagner Alcaloides +++
Valser Alcaloides ++
Corteza HCl y cinta de Magnesio Flavonoides -
Hoja HCL y cinta de Magnesio Flavonoides -
Latex HCL y cinta de Magnesio Flavonoides -
Corteza HCL Leucoantocianidinas ++
Hoja HCL Leucoantocianidinas ++
Latex HCL Leucoantocianidinas  +++
Corteza Kedde Cardiotonicos -
Hoja Kedde Cardiotdnicos -
Léatex Kedde Cardiotonicos ++
Corteza Agitar Saponinas +++
Hoja Agitar Saponinas ++
Latex Agitar Saponinas ++++
Corteza Cloruro férrico 10%, Tanino +
Hoja Cloruro férrico 10%, Tanino +
Latex Cloruro férrico 10% Tanino +
Corteza H2S04 cc Triterpenos/Esteroides  +
Hoja H2SO4 cc Triterpenos/Esteroides  +
Latex H2S0O4 cc Triterpenos/Esteroides -
— . 5
Corteza Perdxido d;;;)j’rc%%elzlrjgnio %, H2SO4 Quinonas _
Hoja Perdxido d;or:)i/;j’rinr?jggniO%, H2S04 Quinonas _
Latex Cloroformo, NaOH Quinonas -
Corteza NaOH, H2S04 Antocianinas +
Hoja NaOH, H2S0O4 Antocianinas +
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Latex HCI cc, agua, alcohol amilico Antocianinas ++
Corteza NaOH (5%) Cumarinas ++
Hoja NaOH (5%) Cumarinas ++
Latex NaOH (5%) Cumarinas +++

Nulo (-), dudoso (+-), escaso (+), regular (++), moderado (+++), abundante (++++).

4.2. Polifenoles totales en hojas, corteza y latex de B. alicastrum

En la Tabla 6, se muestra el analisis estadistico entre las drogas y los solventes,

revelando una diferencia significativa (P < 0,05), indicando interaccién en ambos factores.

Tabla 6. Analisis de varianza para Polifenoles.

Fuente de variacion Gl MC Valor F.  Significancial

A 2 2.925 41253.574 .000 =*
B 1 046 654.360 .000 *
A*B 2 528 7439.850 .000 *
Error 12 0.00

Total 18

1. Expresa diferencia significativa

Con el fin de comparar las medias individuales provenientes de un analisis de
varianza, se realiz6 la Prueba de Tukey. Segin la Tabla 7, se pueden observar que, las hojas
demuestran tener mayor contenido de polifenoles totales (2,09 + 0,0158 mg AGE/g en etanol y
1,33 £ 0,0103 mg AGE/g en acuoso) respecto a la corteza y el latex, por lo tanto se puede decir que
el tipo de solvente no interfiere en la extraccion de compuestos activos. Estos resultados son
justificados con Plazas (2015) y Galindo et al. (2003), obteniendo los resultados de las hojas
superiores con respecto la corteza y latex. Asi mismo, mientras que en los tipos de solventes no
hay un solvente predeterminado, esto no implica que el efecto de un factor (muestra) en la variable
dependiente es consistente a lo largo de los niveles del otro factor (solvente). Es decir, el impacto

de las muestras en la variable dependiente no varia dependiendo del tipo de solvente utilizado.
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Tabla 7. Polifenoles totales en hojas, corteza y latex de B. alicastrum.

Polifenoles totales?

Tipo de droga Solvente
(mg EAG/g)
Hoja Etanol 2,09 £ 0,0158%
Hoja ACU0S0 1,33 +0,0103°
Corteza Acuoso 0,93 £ 0,00628°
Corteza Etanol 0,54 + 0,00391¢
Latex Acuoso 0,39 £ 0,00299°
Latex Etanol 0,32 + 0,00246f

!Los valores representan el promedio + DS (desviacién estandar). Diferentes superindices entre lineas, representan diferencia estadistica
significativa, prueba de Tukey (P<0,05).

La cantidad de polifenoles muestran ser superiores a datos informados en otras
investigaciones, uno de los ejemplos, Galindo et al. (2003), reporté polifenoles en B. alicastrum
(1,8 mg/g) obtenidos del follaje de este, y semejantes a sus semillas (2,7158 + 0,2089 mg EAG/q)
(Quintero et al. 2019).

Asimismo, Ordofiez et al. (2018), reporto la cantidad de polifenoles en las hojas
de algunos citricos como la Citrus medica L “limén cidra” (0,79 + 0,02 mgEAG/g), Citrus
aurantifolia Swingle “Limon sutil” (0,96 + 0,02 mgEAG/qg) y la Citrus sinensis L sbeck “Naranja
Valencia” (1,40 £ 0,04 mgEAG/g), Citrus reticulada “mandarina comun” (2,86 + 0,04 mg EAG/g),
Citrus reshni “mandarina Cleopatra” (2,92 + 0,04 mg AGE/g), también Valdez et at. (2018) reportd
en plantas medicinales como Curcuma Longa “Palillo” (1,44 + 0,06 mg AGE/g), y en semillas
como almendras (0,9 mg EAG/g,) (Martinez, 2018).

No obstante, podemos decir que los valores en la tabla, logran ser inferiores a
datos reportados en contenido de fendlicos totales en algunas Moraceae como Nikolaeva et al.
(2015), reporto en el tallo, hojas y corteza de la Maclura tinctoria “arbol de mora” (10 £ 1 mg
AGE/g, 18 + 1 mg AGE/g, y 26 + 1 mg AGE/qg) respectivamente; y en el Ficus citrifolia en extracto
acuoso (7,634 mg AGE/ml) (Aldana et al. 2014).

Como también en otras especies: Tithonia diversifolia Hemsl “Marisol” (17,64
+ 1,5 mg AGE/g) (de la Cruz et al., 2022), en algas como Caulerpa filiformis (22 mg AGE/qg)
(Saravia, 2021), Chuiraga spinosa Less “Huamanpinta” (51,8 = 1,27 mg EAG/g) (Sanchez et al.,
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2015); y en otras especies como Satureja hortensis “ajedrea de jardin” (166 mg AGE/Q), Satureja
cuneifolia (151 mg de AGE/g) y Origanum syriacum (119 mg de AGE/g) (Dorman et al., 2004),
Minthostachys mollis (Kunth) Griseb “Mufa” (92,7 £ 1,2 mg de AGE/g) y Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze “Inca muna” (91,8 £ 8,3 mg de AGE/g) (Yapuchura, 2010), en hojas
de Disterigma alartenoides (125,6 mg EAG/g), Bejaria resinosa (142,2 mg EAG/g), Macleania
rupestris (202,2 mg EAG/g), Cavendishia bracteta (205,6 mg EAG/g), Thibaudia floribunda
(237,8 mg EAG/g), Gaultheria erecta (230 mg EAG/g) (Plazas, 2015).

Analizando los datos obtenidos con los resultados anteriores, segun Plazas
(2015), el contenido de polifenoles en las hojas B. alicastrum se encontraria en un rango entre 1 —

10 mg AGE/g considerandose como un nivel bajo.

Ademas, al considerar los resultados del anélisis fitoquimico preliminar llevado
a cabo, se podria evidenciar una relacion con la capacidad antioxidante (Plazas, 2015) de los
extractos y las variedades de drogas. Se determind que los extractos de hojas presentan un
contenido mas alto de fenoles totales en comparacion con otras formas de drogas. No obstante, se

observo que el latex tiene la menor cantidad de polifenoles.

Podemos decir que esto se debe a que las hojas del B. alicastrum contienen
taninos, y saponinas, de los cuales son compuestos Unicos ante la defensa de radiacion solar estrés
ambiental, y resistencia a plagas y patogenos (Hernandez et al., 2019; Plazas, 2015; De la Cruz,
2022 y Gomez et al., 2015).

Sin embargo, el tamizaje fitoquimico en el latex se demostré resultados
positivos en la mayoria de metabolitos secundarios, por lo cual, podemos decir que el bajo
contenido de polifenoles obtenido es debido al proceso de extraccion y al tipo de disolvente que se
uso; dado que, durante las lecturas en el espectrofotometro, se detectd la existencia de particulas
que presentaban una apariencia de grumos semi-transparentes o de color blanquecino. Por ello,
Chirinos et al. (2007), logra explicar que, para lograr mejores extracciones de drogas, es importante
considerar la polaridad de los solventes utilizados en la mezcla. En este sentido, se ha observado
que los solventes de polaridad intermedia (acetona o metanol) son mas eficientes para este
propdsito en comparacion con los solventes de alta polaridad, (agua), o los de baja polaridad,

(cloroformo o el hexano) (Miranda, 2006).
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Claros ejemplos como Padilla et al. (2008), elaboré una mezcla entre metanol-
agua acidificada (50:50 v/v) y acetona-agua (70:30 v/v), para utilizar 100 ml de la dilucion para 1g
de muestra; y Sailema (2019), demostro6 que los sistemas de etanol:agua 75:25 y metanol al 100%
mostraron una mayor eficacia de extraccion en comparacion con el agua pura, lo que sugiere que

ciertos compuestos son mas solubles en estas mezclas que en otros disolventes.

Por otro lado, en términos de toxicologia, se ha establecido que ambos solventes
representan menores riesgos en comparacion con el metanol, lo que los convierte en sustancias mas

amigables con el medio ambiente y relativamente seguros para la salud humana (Sailema, 2019).

Segun los resultados, en comparacién con los otros tipos de drogas, se reportd
que la corteza tiene contenido de polifenoles por debajo las hojas, sin embargo, en otras
investigaciones como en Nikolaeva et al. (2015), obtuvo resultados (26 £+ 1 mg de AGE/qg)
superiores a las hojas de la misma especie que investigo, esto se debe a que, en la elaboracién de

las muestras, se utilizaron cinco solventes (hexano, acetato de etilo, acetona, metanol y agua).

Es importante tener en cuenta que, al igual que en el proceso de tamizaje
fitoquimico, los resultados obtenidos en esta investigacion pueden variar en comparacion con los
obtenidos en otras investigaciones. Tal como explica Simbafa (2019), sefiala que los niveles de
polifenoles totales en los frutos pueden variar segun la época de cosecha, ya que las especies
vegetales que crecen predominantemente en verano tienen una mayor cantidad de polifenoles
totales. Este concepto puede generar una investigacion, ya que Panduro et al. (2020), describe que
la B. alicastrum que hay en la region de San Martin tiene un periodo de floracién (junio —
Noviembre), defoliacion (agosto — noviembre), fructificacién de semillas (octubre — diciembre), y
maduracion y cosechas de semillas (enero — mayo), sabiendo que la regién se distingue por sus dos

estaciones: seca (junio — setiembre) y lluvioso (octubre — mayo) (Weather, 2023).

También se dice que los niveles de polifenoles totales suelen ser més altos en
las partes externas de la planta. La cantidad de luz y las condiciones climaticas del lugar donde se
cultiva la especie vegetal también influyen en los niveles de polifenoles totales, ya que la
produccidn de estos compuestos esta relacionada con la exposicion a la luz solar. En paises con
mas horas de sol, como Ecuador, las plantas pueden tener un contenido de polifenoles totales mas
elevado. La temperatura también puede influir en la sintesis de polifenoles totales, siendo los climas

calidos mas propicios para su produccion (Simbafa, 2019).
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4.3. Actividad antioxidante en hojas, corteza y latex de B. alicastrum

De acuerdo a los resultados obtenidos de la evaluacién de la capacidad
antioxidante por el método de DPPH y ABTS se muestra en la Tabla 8 y Tabla 9 que existen
diferencias significativas (P < 0,05), arrojando interaccion entre los factores en los dos tipos de

radicales segun el analisis estadistico entre las drogas y los solventes.

Tabla 8. Analisis de varianza para DPPH*.

Fuente de variacion Gl MC Valor F.  Significancia®

A 2 408.737  5157.087 .000 *
B 1 597 7.528 018 *
A*B 2 7.160 90.332 .000 *
Error 12 .079

Total 18

1. Expresa diferencia significativa

Tabla 9. Analisis de varianza para ABTS*.

Fuente de variacion Gl MC Valor F.  Significancia®

A 2 0.02 3366.15 .000 *
B 1 0.00 322.16 .000 *
A*B 2 0.00 273.98 .000 *
Error 12 0.00

Total 18

1. Expresa diferencia significativa

Al determinar la diferencia significativa, se realizd la prueba de Tukey para
ambos tratamientos como se ve en la Tabla 10, de los cuales se demostro los siguientes resultados:
El tratamiento con mayor capacidad antioxidante entre los métodos DPPH y ABTS, se obtuvo en

la hoja en extracto etandlico (1428 + 39,7 ug/mL y 36,2 + 0,2 ug/mL) respectivamente.

El estudio demostré en el método DPPH, que los valores del latex tuvieron
resultados similares respecto a los tipos de solventes, por lo tanto, se consideran semejantes, de
igual forma, la hoja en solvente etandlico y la corteza en solvente acuoso tuvieron valores cercanos;

de igual manera que en los polifenoles totales mostrando que hay una interaccion que sugiere que
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los efectos de los tipos de droga no dependen del tipo de solvente, dado que no hay un solvente
predeterminado en los tipos de extracciones, esto sugiere que el impacto de un factor (muestra) en
la variable dependiente varia de manera inconsistente a lo largo de los diferentes niveles del otro

factor (solvente).

Tabla 10. Actividad antioxidante por el método DPPH y ABTS en hojas, cortezas y latex de B.

alicastrum.

Tipo de DPPH* ICso* ABTS* ICso’
droga Solvente (ug/mL) (ug/mL)
Latex Etanol 17185 + 246,2% 180,1+4,12
Latex Acuoso 16560 £ 641,1% 152,5+ 1,7°
Hoja Etanol 1428 + 39,7¢ 36,2+ 0,2
Hoja Acu0s0 4281 +21,2° 51,79 +0,3¢

Corteza Etanol 2893 £ 26,9° 140,36 £ 4,3°

Corteza Acu0so 1740 + 40,5¢ 86,67 + 1,3¢

!Los valores representan el promedio + DS (desviacién estandar). Diferentes superindices entre lineas, representan diferencia estadistica
significativa, prueba de Tukey (P<0,05).
Comparado al resultado que Mickely et al. (2021), obtuvo mediante el ICso en

DPPH* del Brosimum gaudichaudii (800 ug/mL), no difiere significativamente.

En relacion a estudios previos, se encontraron resultados en algunas Moraceae
con valores minimos de 1Cso en DPPH* como en la Ficus abutilifolia (38 £ 2 ug/mL) (Madeleine
et al., 2020), Artocarpus heterophyllus (643,3 + 2,9 ug/mL) (Guaman et al., 2021). A su vez, se
encontraron valores superiores de I1Cso en valores DPPH* y ABTS* como en la Ficus eléstica (2,4
mg/L y 3,7 mg/L), F. bullenei (3,9 mg/L y 3,0 mg/L), F. insipida (4,8 mg/L y 2,8 mg/L), F.
benjamina (5,4 mg/L y 2,9 mg/L) respectivamente (Furnieles, 2020).

Como también valores de DPPH* y ABTS* diversos de ICsg en otras especies:
Citrus. limetta (1080 + 5 ug/mL y 198,4 + 5,3 ug/mL), C. medica L. (1041 + 4,2 ug/mL y 206, 7 +
7,4 ug/mL), C. limonia (924 + 5,3 ug/mL y 180,9 + 6,1 ug/mL), C. jamibhiri L. (1853 + 4,4 ug/mL
y 234,6 £ 7,2 ug/mL), C. aurantifolia S. (1583 + 2,1 ug/mL y 210,3 + 7,8 ug/mL), C. sinensis L.
(1696 £ 3,8 ug/mL y 204 + 4,6 ug/mL) (Ordofiez, 2018); Palicourea andaluciana Standl (137,6
ug/ml y 3588 ug/ml), Topobea cf discolor (49,18 pug/mly 2886 pg/ml), Vismia laevis (35,64 pug/mi
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y 1865 pg/ml) Passiflora danielli (967,3 ug/ml y 2115 pg/ml), Blepharodon grandifolium (298,1
ug/mly 536 pug/ml) (Tovar, 2013); Opuntia ficus indica Mill “tuna” (1673 £ 4 ug/mL y 1087 + 1,4
ug/mL), Vitis Vinifera “uva” (1313 ug/mL y 1582 ug/mL) y Pourouma cecropiifolia “uvilla” (1621
+1,1ug/mLy 1720 + 0,7 ug/mL), respectivamente (Ordofiez, 2019).

Segun los criterios de clasificacion de Ramos et al. (2003), los valores ICsq del
DPPH* y el ABTS* obtenidos en esta investigacion, son considerados como bajo potencial (>100
ug/mL) y moderado potencial antioxidante (> 30ug/mL y < 100 ug/mL) respectivamente.

Al correlacionar entre la actividad antioxidante, el contenido de polifenoles
totales y los valores del ICso, se demuestra en los reportes, que los extractos con mayores
concentraciones de estos compuestos presentan valores minimos de 1Cso, su actividad antioxidante
sera alta. Por lo tanto, esta relacion de la actividad antioxidante viene a ser directamente
proporcional con los polifenoles totales, e inversamente con los valores del ICso (Plazas, 2015 y
Murillo, 2006).

El bajo nivel de capacidad antioxidante puede deberse al resultado de la
cantidad limitada de metabolitos secundarios como alcaloides y taninos presentes en ellas, ya que
se observo una baja presencia de estos metabolitos durante el tamizaje. Aungue se sabe que los
taninos tienen una alta capacidad antioxidante (Leonora et al., 2023 y Zenk et al., 2007), los
resultados confirman que hay una escasez de estos y otros tipos de metabolitos antioxidantes en las

tres drogas evaluadas.

Otra de las causas seria en el proceso de extraccion, ya que una extraccion con
solventes de polaridad creciente, logre concentrar compuestos hidrofilos y lipofilos en mayor
cantidad (Miranda, 2006). Hay pocos estudios que evallen simultdneamente las propiedades
antioxidantes hidrofilicas y lipofilicas. Un ejemplo de ello es un estudio realizado por Cano (2004),
en el cual se separaron selectivamente los componentes solubles en agua y los solubles en
disolventes organicos. Luego, se utilizaron métodos para estimar la actividad antioxidante
hidrofilica (AAH) y lipofilica (AAL), obteniendo la contribucién a una actividad antioxidante total
(AAT).

También podemos decir que el bajo nivel de antioxidantes sea por la

sensibilidad, la velocidad y el rango de absorcion que los radicales DPPH y ABTS presentan. Ya
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que el DPPH* es mas sensible a los antioxidantes hidrofilicos, como los acidos fendlicos, y a los
antioxidantes lipofilicos, mientras el ABTS* es mas sensible a los antioxidantes hidrofilicos y a los
antioxidantes con grupos aminos, pero a su vez, es el que mayor rango de absorbancia posee, lo
que permite medir la capacidad antioxidante de una muestra en una mayor gama de longitudes de

onda y obtener resultados mas rapidamente (Tovar, 2013 y Kuskoski et al., 2005).



a)

b)

V. CONCLUSIONES

Los resultados del tamizaje fitoquimico de hojas, corteza y latex de B. alicastrum, se mostro la
presencia abundante y moderada en saponinas, como moderada y regular presencia en
leucoantocianidinas, cumarinas y alcaloides, en diferentes extractos. Los ensayos de alcaloides
en el extracto de latex resultaron particularmente destacados, obteniendo reacciones rapidas.
Ademas, se observo una presencia regular de antocianinas, presencia escasa de taninos y nula

presencia en flavonoides y quinonas.

El estudio de la cuantificacion de polifenoles totales de hojas, corteza y latex de B. alicastrum
reveld una notable interaccion entre las diferentes partes de la planta y el tipo de solvente y se
demostro que la hoja en extracto etandlico presentd mayor contenido de polifenoles totales con
un valor de 2,09 + 0,0158 mg AGE/g de muestra seca, también se demostro que las hojas fueron
las muestras con mayor cuantificacion de polifenoles, por otra parte, el latex en extracto
etanolico revel6 un valor de 0,32 £ 0,00246 mg AGE/g de muestra seca, indicando un menor

contenido de polifenoles totales.

Los resultados mostraron una significativa variacion en la capacidad antioxidante de cada
muestra vegetativa en los métodos de DPPH y ABTS, revelando una interaccion entre las
diferentes partes de la planta y el tipo de solvente, asi mismo, la hoja tuvo un valor 1Cso de 1428
+ 39,7 ug/mL y 36,2 + 0,2 ug/mL, respectivamente, indicando una mayor capacidad
antioxidante. Sin embargo, se observd que el latex en solvente etanélico tuvo un valor de 1Cso
de 17185 * 246,2 ug/mL y 180,1 £ 4,1 ug/mL en ambos métodos, indicando poseer una menor

capacidad antioxidante.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Cualificar y cuantificar la cantidad de polifenoles, metabolitos secundarios y la actividad

antioxidante que presenta el B. alicastrum en diferentes zonas de la region de Leoncio Prado

Investigar mas a fondo el comportamiento de los metabolitos secundarios ante estrés

ambiental, radiacion, depredacion, resistencia a plagas y patégenos

Realizar una investigacion en la metodologia de extraccion para el latex de B. alicastrum

en su dilucion para realizar una lectura mas nitida y eficiente en el espectrofotémetro

Seria interesante una investigacion que indique las diferencias en contenido de polifenoles
y actividad antioxidante en hojas, corteza y latex en periodos de floracién, defoliacion,

fructificacion y maduracion/cosechas de semillas

Se podria investigar si los extractos de B. alicastrum tienen actividad antibacteriana y/o
antifngica in vitro y/o in vivo, y si esta actividad esta relacionada con la presencia de

ciertos compuestos fenélicos o antioxidantes.
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VIIl. ANEXOS



Figura 1. Extraccion de hojas y corteza de B. alicastrum.

Figura 2. Extraccion del latex de B. alicastrum.
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Figura 5. Muestra de latex de B. alicastrum.

Figura 6. Reconocimiento de triterpenos en hoja de B. alicastrum
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Figura 8. Reconocimiento de taninos en hoja de B. alicastrum.
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Figura 9. Reconocimiento de leucoantocianidinas en hoja de B. alicastrum.

Figura 10. Reconocimiento de saponinas en hojas de B. alicastrum.
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Figura 12. Reconocimiento de alcaloides utilizando Dragendorff en hoja de B.
alicastrum.
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Figura 13. Reconocimiento de cardiotonicos en hoja de B. alicastrum.

Figura 14. Reconocimiento de alcaloides utilizando valser en hoja de B. alicastrum.
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Figura 15. Reconocimiento de alcaloides utilizando mayer en hoja de B. alicastrum.

Figura 16. Reconocimiento de cumarinas en hoja de B. alicastrum.
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Figura 17. Reconocimiento de taninos en corteza de B. alicastrum.

Figura 18. Reconocimiento de saponinas en corteza de B. alicastrum.
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Figura 19. Reconocimiento de leucoantocianidinas en corteza de B. alicastrum.

Figura 20. Reconocimiento de flavonoides en corteza de B. alicastrum.
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Figura 21. Reconocimiento de alcaloides (Mayer) en corteza de B. alicastrum.

Figura 22. Reconocimiento de alcaloides (Valser) en corteza de B. alicastrum.
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Figura 23. Reconocimiento de alcaloides con dragendorff en corteza de B. alicastrum.

Figura 24. Reconocimiento de quinonas en corteza de B. alicastrum.
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Figura 25. Reconocimiento de cardiotonicos en corteza de B. alicastrum.

Figura 26. Reconocimiento de cumarinas en corteza de B. alicastrum.
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Figura 27. Reconocimiento de alcaloides con Dragendorff en latex de B. alicastrum.

Figura 28. Reconocimiento de alcaloides con mayer en latex de B. alicastrum.
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Figura 29. Reconocimiento de quinonas en latex de B. alicastrum.

Figura 30. Reconocimiento de cardiotonicos en latex de B. alicastrum.

73



Figura 31. Reconocimiento de alcaloides con valser en latex de B. alicastrum.

Figura 32. Reconocimiento de flavonoides en latex de B. alicastrum.
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Figura 34.

Reconocimiento de saponinas en latex de B. alicastrum.
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Figura 35. Reconocimiento de taninos en latex de B. alicastrum.

Figura 36. Reconocimiento de cumarinas en latex de B. alicastrum.

76



IRt

Figura 38. Cuantificacion de antioxidante con el reactivo DPPH* de B. alicastrum.
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Figura 39. Cuantificacion de antioxidante con el reactivo ABTS* de B. alicastrum.
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Anexo 2. Tablas de evaluacion.

Tabla 11. Concentracion y absorbancia de polifenoles.

Concentracion. ug/mL Absorbancia
1 0,094
2,5 0,257
5 0,508
7,5 0,766
10 1,017
1.2
10 @ y=0.1023x - 0.0036 A
R2=10.9999 l,f"
g 0.8 ._4-./
o et
ﬁ 0.6 -~
<04
0.2 e
o
0.0
0 2 4 6 8 10

Concentracion ug/mL

Figura 40. Curva patrén de acido galico.
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