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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
e Abs: Absorbancia
e AG: Acido galico
o AT: Acido Tanico
e ATTCC: American Type Culture Collection
e CCF: Cromatografia en capa fina
e Clso: Cantidad de concentracion necesaria para inhibir en un 50 % al radical
e CM: Concentracion madre
e CPG: Cromatografia de permeacién en gel
e DPPH: 2,2 - Difenil-1-Picrilhidrazil
o EAA: Espectroscopia de absorcion atémica
o EM: Extracto metandlico
e EHT: Extraccion hidro-alcohdlico de taninos
e FM: Fase movil
* K indice de consistencia
e IR: Infra rojo
e IC: Intervalo de confianza
o |P: Intervalo de prediccion
e MIC: Concentracion minima inhibitoria
e n indice de fluidez
e PhOH: Polifenol
e Sm: Solucion madre
e TTC: Cloruro-2, 3, 5 -Trifenil Tetrazolio

e UV-Vis: Ultra violeta visible

o %l Porcentaje de inhibicion

* T Esfuerzo de corte

oy Velocidad de deformacion
* MNepp: Viscosidad aparente

o O: Diametro del Halo

e n@50: (viscosidad aparente respecto a la velocidad de deformacién de 10 s'y10 s™)
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RESUMEN

El género Triumfetta tiene varias especies tales como Triumfetta pilosa Poth, con actividad
hipoglucemiante y antihelmintica (Deepak, 2011); Triumfetta rhomboidea Jaqgc, con actividad
antibacterial (Devmurari, 2010). La especie Triumfetta semitriloba Jaqgc ha sido muy poco
estudiada. Sélo se conoce un estudio de sus hojas, las que presentaron actividad giardicida.
(Barraza, 2011), sin embargo es muy utilizada en la medicina tradicional.

En este trabajo de investigacién se pretende contribuir al conocimiento fitoquimico de la corteza
de Triumfetta semitriloba” Jaqgc, puesto que los reportes de metabolitos de esta parte de la
planta son escasos.

Esta especie fue recolectada en la localidad de Generosa provincia de Chincheros
departamento de Apurimac region quechua (entre 1900 y 2500 msnm), y fue clasificada en el
Museo de Historia Natural como “Triumfetta semitriloba” Jacq, cuyo nombre vulgar es
“Moteccepo”.

Se acondiciono la corteza y se determiné 70,00 % de humedad; 2,76 % de ceniza, y mediante
el analisis de minerales se encontrd que posee una alta cantidad de Ca (4007,16 ppm). Luego
se realiz6 una comparacién de técnicas de extraccion, determinandose un mayor rendimiento
en la maceracién durante 2 semanas. Después se realizd la extraccidn sucesiva de la corteza
con solventes de polaridad creciente encontrandose mayor extraccion con agua (41,00 %) y
menor extraccion con acetato de etilo (0,37 %).

En la marcha fitoquimica de la corteza se comprobd la presencia de saponinas esteroidales,
taninos condensados, flavonoides y cumarinas. Al cuantificar polifenoles totales y taninos se
encontré 1184,96 mgAG/100g y 751,20 mgAT/100g respectivamente.

La evaluacion de la actividad antioxidante por el método del radical DPPH del extracto
metandlico y del extracto acuoso (mucilago liofilizado), reportd un Clso de 21,08 ug/mLy 169,90
ug/mL respectivamente. Luego se analizé los posibles metabolitos responsables de esta
actividad antioxidante, mediante el analisis de los extractos por CCF, espectroscopia UV-Vis,
IR y CPG encontrandose presencia de flavanoles de las proantocianidinas.

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto metandlico, se observé actividad
frente a Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, mientras que frente a Bacillus subtilis no.

Finalmente en la evaluacién del mucilago liofilizado se encontré 12,55 g(Glucosa)/100g de
carbohidratos totales y al analizar los parametros reolégicos del mucilago se determind un
comportamiento de fluido no Newtoniano, pseudoplastico.

Asi el mucilago de la corteza de “ Triumfetta semitriloba” Jacq, resultd ser un fluido con un futuro
promisorio para la elaboracion de fitofdrmacos, en la industria de los alimentos, etc.
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2. INTRODUCCION

El Peru es un pais con una diversidad de flora Unica en el mundo, alberga aproximadamente el
10% de todas las plantas existentes en el planeta, la misma que esta representada por mas de
25,000 plantas, de las cuales cerca de 1,400 tienen propiedades curativas y algunas fueron
usadas desde tiempos muy remotos. Debido a sus cualidades medicinales estas plantas se han
convertido en el principal insumo de la industria farmacéutica a nivel mundial convirtiéndose en

un valioso botiquin verde.

Asi el género Triumfetta de la familia de las Tiliaceaes, dedicado a Triumfetti, boténico italiano,
establecido por Plumier, adaptado después por Linneo y por todos los botanicos. (Ronquillo,
1876), tiene buena actividad en el tratamiento de diversas enfermedades, utilizadas en forma
de infusion como diurético y como astringente mucilaginoso (Meléndez, 2011), puesto que la
corteza de Triumfetta tiene la caracteristica de formar mucilagos al entrar en contacto con el

agua.

La mayor diversidad de especies del género Triumfetta, existen en los paises de Pera, México,
Paraguay, Brasil; Panama, Puerto Rico, etc. (Floro Peru, 1956).

En el Peru la especie Triumfetta existe en los departamentos como Apurimac, Cusco, Junin, La

Libertad, Loreto, San Martin, entre otros. (Tropicos.org, 2011)
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La especie “Triumfetta semitriloba” Jacq (Moteccepo) es utilizada en la medicina tradicional
para combatir diversas enfermedades tales como: Ulceras, disenteria, dolor de estomago,
afecciones renales, anti blenorragico, hemorroides, alivio de bilis, calculos renales, etc. Ademas
es usada como: cicatrizante de quemaduras y desinflamante (Atlas de las plantas de la
medicina tradicional Mexicana, 2009); sin embargo, no se dispone de informacion
farmacologica, experimental, ni historica de la corteza de “Triumfetta semitriloba’ Jacq que
certifique el uso terapéutico, solo los conocimientos medicinales son de origen y experiencia

colectiva de los pueblos (Avalos, 2009).
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4. OBJETIVOS GENERALES

El presente trabajo de investigacion pretende contribuir al conocimiento fitoquimico e identificar
los posibles compuestos responsables de la actividad antioxidante y antimicrobiana de la
corteza de “Triumfetta semitriloba” Jacq. Asi como también determinar las propiedades
reoldgicas del mucilago.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en la corteza de
“Triumfetta semitriloba” Jacq.

e Cuantificar polifenoles totales y taninos.

e Evaluar la actividad antioxidante del mucilago liofilizado y del extracto metandlico de la
corteza de “ Triumfetta semitriloba” Jacq.

o Evaluar a los posibles metabolitos responsables de esta actividad antioxidante, mediante el
analisis por CCF, espectroscopia UV-Vis, IRy CPG

e Evaluar la actividad antimicrobiana y determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)
del extracto metandlico (EM) frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, y Bacillus
subtilis.

e Aislar y cuantificar los carbohidratos totales del mucilago de la corteza.

e Analizar los pardmetros reoldgicos del mucilago.

5. HIPOTESIS

La corteza de “Triumfetta semitriloba” Jacq, contiene taninos en mayor cantidad en
comparacion a los demas metabolitos, los que posiblemente sean los responsables de la
actividad antioxidante y de la actividad antimicrobiana.

El mucilago extraido de la corteza de “Triumfetta semitriloba” Jacq tiene las caracteristicas

necesarias para ser utilizado en la industria farmacéutica, de los alimentos y cosmética.
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6. FUNDAMENTO TEORICO

6.1 GENERALIDADES
6.1.1 “Triumfetta semitriloba” Jacq

Arbusto de 1 a 2 m de alto, muy ramificado. Sus
hojas tienen forma rombica y puntiagudas, un poco
lobuladas, los bordes con dientes desiguales; por
ambas caras son velludas, pero por el reverso son
mas densos. Tienen flores amarillas, pequefas al
igual que los frutos, los cuales son redondos y con
muchas espinitas que se caen con el tiempo. (Ver
figura 1)

Originario de la region tropical, presente en climas
calidos, semiaridos y templados. Planta silvestre,
asociada a bosques tropicales, de montana, de
encino y de pino. (Novara, 1992)

6.1.2 Descripcion botanica

e Reino: Plantae.

e Divisién: Magnoliophyta.

e C(Clase: Magnoliopsida.

e Subclase: Dilleniidae.

e Orden: Malvales.

e Familia: Tiliaceae.

e Género: Triumfetta.

e Especie: “Triumfetta semitriloba” Jacq.

¢ Nombre vulgar: “Moteccepo”

Figura 2
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Sinénimos:
e Triumfetta hirta Vahl
e Triumfetta ovata DC.
e Triumfetta tiliifolia Vahl
o Triumfetta althaeoides Lam

e Triumfetta rubricaulis Kunth

6.1.3 Estudios realizados del arbusto de “ Triumfetta semitriloba” Jacq.

Los estudios realizados sobre el arbusto de “Triumfetta semitriloba” Jacq, son escasos; sin
embargo, se han encontrado reportes sobre su ecologia de polinizacion (Covalletti, 1998), asi
como el estudio de las hojas, reportandose una mezcla de estigmasterol y S-sitosterol, acido
1H-indol-3-carboxilico y flavonoides glicosidados (Barraza, 2011). También se han realizado
analisis quimico del aceite esencial de las hojas, encontrandose mayoritariamente trans-B-

cariofilono, B-pineno, «-copaeno y x-humuleno (Quintero, 2013).

Por dltimo hasta la fecha no han habido estudios sobre la corteza, solo se han reportado
estudios del extracto acuoso, indicando la ausencia de accién inhibitoria in vitro de la actividad
hidrolitica de la amilasa pancreatica porcina, lipasa y proteasa, como modelo para las enzimas
humanas (Arce y Urbina, 2003); por lo tanto, es la primera vez que se reporta el estudio
fitoquimico, andlisis instrumental, la actividad antioxidante y antimicrobiana de la corteza, asi

como el analisis de los parametros reoldgicos del mucilago.

6.2 ESTUDIO FITOQUIMICO

La Fitoquimica es una disciplina cientifica, donde se inicia la etapa de la investigacion
permitiendo detectar o determinar cualitativamente los principales metabolitos presentes y a
partir de alli orientar la extraccién, aislamiento, analisis, purificacion, elucidacion de la estructura
y caracterizacion de la actividad biol6gica de diversas sustancias producidas por los vegetales,
se puede nombrar de distintas maneras a este estudio como: marcha fitoquimica, escreening
fitoquimico, tamizaje fitoquimico, cribado, etc.
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6.3 METABOLISMO

En los organismos vivientes, los compuestos quimicos son sintetizados y degradados por medio
de una serie de reacciones quimicas mediadas por enzimas; a estos procesos se le conoce
como metabolismo, comprendiendo catabolismo (degradacién) y anabolismo (sintesis). Todos
los organismos poseen procesos metabolicos similares, sintetizando y utilizando ciertos
compuestos esenciales: azucares, aminoacidos, acidos grasos, acidos nucleicos y polimeros
derivados de ellos, polisacaridos, proteinas, lipidos, RNA, DNA entre otros, proceso conocido
como, metabolismo primario y los compuestos de estos procesos se les denomina metabolitos
primarios .

Por otro lado, muchos organismos, entre ellos las plantas, utilizan vias o rutas metabdlicas
alternas para producir compuestos, los cuales, usualmente se cree, no tienen utilidad aparente,
estos son conocidos como metabolitos secundarios y las rutas de sintesis y utilizacion
constituyen el metabolismo secundario. Avances en la fisiologia de las plantas, demuestran
que los metabolitos secundarios no son producidos al azar, pueden poseer funciones

esenciales en el crecimiento y desarrollo de

las plantas, al funcionar como defensa
contra bacterias, virus hongos, herbivoros y \
estrés ambiental, como la falta de agua, la ‘

radiacion ultravioleta, la temperatura y la |

I
fertilidad del suelo, entre otros (Salonkhe y
Chavan, 1990 ' OLISMO ucosa arbohidratos
) o
Los dos tipos de metabolismo estan METABOLISMO
CLi SECUNDARIO
i [ i i Unidades
interrelacionados, asi el metabolismo Fentprapancies ,L
primario provee ciertas moléculas que son " :
empleadas como materiales de construccion \ !
i roteinas : Acid’os grasos
para todas las rutas metabdlicas y algunos Alcaloides s

compuestos secundarios se originan de la

— Terpenos
Estoridus
combinacion de dos o mas rutas, al ‘

incorporar dentro de su estructura
subunidades de dos o mas rutas
(Mann,1978). FIGURA 3. Rutas biosintéticas generales para la

formacion de metabolitos en plantas.
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METABOLISMO
SECUNDARIO

[ SHIKIMATO ] [ ACIDO ] [AMINOACIDOS]

( MEVALONICO
POLIACETATOS |

ACIDO L
CINAMICO ALCALOIDES
QUINONAS

[ ANTRAQUINONAS ]

ACIDOS BENZOICOS
TANINOS HIDROLIZABLES
CUMARINAS
LIGNANOS

TERPENOS ESTEROIDES

FLAVONOIDES
TANINOS CONDENSADOS
ANTOCIANOS )

|

[ POLIFENOLES ]

Esquema 1. Subfamilias de metabolitos secundarios

6.4 COMPUESTOS POLIFENOLICOS

Los compuestos polifendlicos constituyen un grupo diversificado de metabolitos secundarios,
que poseen al menos un anillo aromatico con uno o méas sustituyentes hidroxilo y que pueden
encontrarse en la naturaleza en forma de distintos derivados (glicosidos, ésteres, metil éteres,
etc.).

Presentan principalmente forma de heterdsidos, con uno o mas restos de azucar ligados a uno
o varios de sus grupos hidroxilo, aunque también existen compuestos en los que el azucar se
encuentra unido directamente a un carbono aromatico (C-glicosidos).

Son también comunes las asociaciones con otras sustancias, como acidos carboxilicos, aminas
y lipidos, asi como la unién con otros fenoles. Sin embargo, para delimitar el grupo de los
compuestos polifendlicos, no es totalmente satisfactorio recurrir a una definicion puramente
quimica, dada la variedad de estructuras que incluyen y el hecho de que existen compuestos

de naturaleza fendlica pero con origen terpenoide.
]
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Por esta razén, es preferible una definicion biogenética. Asi, los compuestos fendlicos pueden
surgir biogenéticamente de dos vias: la via del shikimato, que conduce a fenilpropanoides,
como los acidos cinamicos y la via del acetato que produce quinonas diversas. Los flavonoides,
de lejos el mayor grupo de compuestos polifendlicos, derivan biosintéticamente de una
combinacién de ambas vias, ver esquema 1 (Harborne, 1989).

Hay una amplia variabilidad de compuestos polifendlicos, de modo que aun cuando se
encuentren distribuidos por toda la planta, la concentracion puede variar de forma importante
de una parte a otra (Harborne, 1989).

Este grupo de compuestos posee propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes
plaquetarios, antimicrobianas, antirradicales libres, antimutagénicas, anticarcinogénicas,

antiteratogénicas y quimioprotectoras, etc. (Hernandez, 1999)

Clasificacion de los polifenoles

Se han propuesto diversas clasificaciones de los compuestos fendlicos, dependiendo de su
esqueleto estructural, variando su naturaleza desde moléculas simples como los &cidos
fendlicos hasta compuestos de naturaleza polimérica como las proantocianidinas. Su
clasificacién se centra principalmente en el nimero de atomos de carbono que presenta su

estructura (ver figura 4).

Se diferencian dos grupos principales de compuestos polifendlicos, los derivados de acidos
benzoicos y los derivados de acidos cinamicos (Spencer, 2008).

Por razones de estudio solo trataremos a los derivados de los acidos cinamicos.
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Fenoles simples Acidos fendlicos Acido fenilacético

Ce Ce-Cy Ce-Ca
: H 3
HO HOOC™ F e
Acetofenonas Acidos Cumarinas
Ce-C,y hidroxicinamicos Ce-Cy
r\/© —
0 HOOC™ ™=
Benzofenonas ®antonas Naftoquinonas
Ce-Cy-Cg Ce-Ci-Ce Ce-Cy
]
o] 8]
~ Cr
=
© ]
Estilbenos Chalconas Flavonoides
Ce-Ca-Cs Cs-C3-C Ce-C-C
= ]
p ‘x' |‘x = = O,
0 CO
Ant roguinonas Lignanos Taninos hidrolizables
Ce-Cs-Cg Ce-C3-C5-Cs (Ce-Ciln

Ligninas
{Cﬁ'cj}n

Figura 4. Principales clases de compuestos polifendlicos en plantas,
representados sin los grupos hidroxilo sustituyentes.

6.4.1 DERIVADOS DEL ACIDO CINAMICO Y POLIACETATO

El grupo més importante de derivados del &cido cinamico y poliacetato
son las flavanonas, compuestos que poseen un esqueleto basico de

quince atomos de carbono, que en su nivel mas simple consta de dos

Figura 5
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anillos fenilo (anillos A y B) ligados por un puente tricarbonado, que en la mayoria de clases se
encuentra formando un tercer anillo heterociclico (anillo C) (ver figura 5).
La clasificacion mas habitual de los flavanonas se realiza de acuerdo a las caracteristicas

estructurales de este puente tricarbonado y es la que se encuentra recogida en el esquema 2.

[ ACIDO SHIKIMICO ]

v

[ AMINOACIDO AROMATICO ]

v

[ Ac. CINAMICO ]

& 4! POLIACETATO

y
[ CHALCONAS ]

A 4

FLAVANONAS

L3 v
FLAVONAS FLAVANOIfS ISOFLAVONAS
# | P
| 2 L m
S
CEIH £

FLAVONOLES TANINOS ANTOCIANIDINAS
& CONDENSADOS S

Esquema 2. Estructura basica del derivado del &cido cinamico y el poliacetato
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6.5 TANINOS

Son compuestos quimicos complejos resultantes de la combinaciéon de fenoles y azucares,
tienen masas moleculares relativamente elevadas, de sabor astringente, capaces de precipitar
ciertas macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa, gelatina), son también agentes
quelantes; por esta razdn se utilizan como antidoto en intoxicaciones causadas por metales
pesados (mercurio, plomo, estafo, cinc), se oxidan con facilidad, sobre todo en medio &cido, y
pueden actuar como reductores de ciertos compuestos. Los taninos se disuelven en agua
formando disoluciones coloidales, son solubles en alcoholes y en acetona. Suelen acumularse
en determinadas partes de la planta como las hojas, frutos, tallos, cortezas, semillas, raices y
en menor proporcion en las flores. De acuerdo a las caracteristicas estructurales se encuentra

clasificada en el esquema 3.

CLASIFICACION
DE TANINOS

TANINO NO TANINOS
TANINO
HIDROLIZABLES
HIDROLIZABLES o) FLOROTANINGS
\ CONDENSADOS
p | [ CONSTITUIDAS |
SE HIDROLIZAN TAMBIEN CONOCIDOS POR
| CON FACILIDAD COMO ACOPLAMIENTO
| PROANTOCIANIDINAS OXIDATIVO
UNICAMENTE DE
SE DIVIDEN EN | UNIDADES DE
/ \ FLOROGLUCINOL
| SON ESTRUCTURAS \
POLIMERICAS T
| —l COMPUESTAS POR LA
/ \ / \ UNION DE FLAVANOLES SE ENCUENTRAN
GALOTANINOS ELAGITANNINOS yZ EN ALGAS PARDAS
0 2 1
FLOROGLUCINOL
OH

) |-

Esquema 3. Clasificacion de Taninos
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6.5.1 Taninos condensados o proantocianidinas

Son polimeros de flavan-3-oles, presentan una estructura quimica similar a la de los
flavonoides, puesto que biogenéticamente proceden del mismo metabolismo. Quimicamente
se forman por condensacién de catequina o catecoles (flavanoles) con uniones directa C-C
entre C4-Cg y Cs-Ce.

OH

Figura 6. Estructura del tanino condensado

Este grupo de taninos presentan las siguientes caracteristicas:

7
0.0

Por calentamiento dan catecol.

3

S

Por hidrdlisis &cida se pueden obtener como productos: antocianidinas, catequinas y
flobafenos rojos.

3

S

Dan soluciones verdes con tricloruro de hierro.

3

S

Precipitan con solucién de bromo y acetato de plomo.

7
0.0

Es comudn encontrarlos en la madera de las plantas lefiosas.
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6.5.2 Flobafenos

Flobafenos o rojos de taninos son sustancias fendlicas amorfas solubles o insolubles en agua,
alcohol rojizas. Estas se pueden extraer de las plantas, o productos que resultan del tratamiento
del extracto de taninos con acidos minerales (Varro, 1979).

Su estructura aun no ha sido elucidada del todo, se cree que son polimeros de los flavan-4-
oles, en este grupo se encuentran el epiferol y el luteoferol. Se ha observado que la acumulacion
de los flobafenos produce coloraciones rojas.

P OH
HO 0

OH H

Figura 7. Estructura de un flobafeno, epiferol

6.5.3 Hidrdlisis y autocondensacion acida de taninos condensados

Cuando los taninos se calientan en presencia de acidos minerales fuertes, estos estan sujetas
a dos reacciones de competencia. La primera de degradacién que conduce a la formacién de
antocianidina y catequina, la segunda de condensacion como resultado de la hidrolisis de
anillos heterociclicos (enlaces p-hidroxibencil éter). Los iones p-hidroxibencil carbdnico
creados, condensan al azar interaccionando con centros nucleofilicos de otros taninos para dar
flobafenos.

También hay otro tipo de condensaciones en presencia de oxigeno atmosférico, sin embargo
en disoluciones alcohdlicas tienen lugar preferentemente la hidrélisis y formacion de
antocianidinas, sin excluirse la autocondensacion, mientras que en disoluciones acuosas

predomina la formacién de condensados insolubles o flobafenos.
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6. 5.4 ANALISIS QUIMICO DE TANINOS CONDENSADOS

6.5.4.1 Método de proantocianidina: Método especifico para taninos condensados; el método
implica la despolimerizacién de los taninos condensados por catdlisis acida en butanol y sulfato
ferroso para aislar proantocianidinas (Waterman y col, 1994).

La limitante del método radica en que los polimeros de taninos son separados en dimeros o
trimeros, en lugar de mondmeros, por lo que los resultados del contenido de taninos
condensados pueden ser subestimados; ademas exige el empleo de estandares especificos
para cada tipo de taninos.

6.5.4.2 Método de conversion de proantocianidinas en antocianidinas: Método basado en
la despolimerizacion de polifenoles, transformandose en carbocationes (antocianidinas) por la
accion de una hidroélisis &cida en bafo maria, tornandose en un color rojo intenso los cuales
son extraidas con alcohol amilico. Son detectadas a un maximo de absorbancia de 550 nm
(Mabry y Markham, 1982).

El principal inconveniente de este método es que la reacciéon no es completa ya que depende
de la estructura y grado de polimerizacién de las proantocianidinas. Ademas, puede haber otras

reacciones secundarias interferentes que absorben a la misma longitud de onda.

Este hecho, puede dar lugar a un error de estimacion y por lo tanto su aplicacién para el analisis
cuantitativo de proantocianidinas es limitado (Scalbert, 1992).

6.5.4.3 Método de vainillina — HCI: Este método es especifico para taninos condensados, por
medio de CCF, utilizandose el revelador de Vainilla/HCI y tomando como positivo la aparicién
de manchas de coloracién rosa o rojo cereza, es un tipo de reacciéon exo, donde la vainillina en

medio acido reacciona con el anillo A meta-substituido del flavano para formar un croméforo.

La principal desventaja de este método consiste en que se reduce la capacidad de reaccionar
la vainillina con el grado de polimerizacion de las proantocianidinas, porque la reaccién se da
preferentemente con las unidades terminales (Butler, 1982).
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6.6 ANALISIS QUIMICO DE POLIFENOLES Y TANINOS

6.6.1 Método de Folin-Ciocalteu: Es un método colorimétrico para determinar fenoles, muy
usado en productos naturales (Singleton, 1965).

El mecanismo de este ensayo se rige por una reaccion redox que consiste en la oxidacién de
los grupos hidroxilos, asi los fenoles reducen al acido fosfomolibdico en solucién alcalina
causando la aparicion de una coloracion azul que presenta un maximo de absorcién a 765 nm.
Se cuantifica por espectrofotometria tomando como referencia una recta patrén de acido galico
(cuantificacién de polifenoles totales) o acido tanico (cuantificacion de taninos). Se emplea
frecuentemente en el estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales para la
medida de la actividad antioxidante total.

6.7 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

6.7.1 Radicales libres

Los radicales libres son moléculas inestables porque contienen un electréon no apareado. Para
poder convertirse en moléculas estables, los radicales libres buscan electrones de otras
moléculas tales como el ADN, lipidos en las membranas celulares y en las proteinas de los
tejidos corporales. Cuando estas moléculas son atacadas por los radicales libres, su estructura
molecular se altera. Estas moléculas alteradas se convierten entonces en radicales libres que
buscan, atacan y dafian moléculas aledafnas, continuando asi una reaccion en cadena que crea

radicales libres y causa dafnos moleculares (Slater, 1984).

6.7. 2 Compuestos fendlicos y actividad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una cadena de propagacién
oxidativa, mediante la estabilizacion del radical libre, previniendo la aparicién de enfermedades
degenerativas como el cancer, el envejecimiento prematuro de la piel, entre otros. La estructura
quimica de los polifenoles tienen la capacidad de secuestrar radicales libres, debido a la
facilidad con la que el &tomo de hidrogeno es donado a la especie radical, y a la estabilidad de
la estructura resultante que soporta un electrén desapareado (Bravo, 1998).
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La actividad antioxidante de los polifenoles depende del nimero y la localizacién de los grupos
hidroxilo que contienen en su estructura, por ello resulta de gran utilidad la evaluacion del
contenido total de polifenoles, ya que de esta forma se podria determinar la relacién entre esta
y el Clsode la actividad antioxidante (Pannala, 2001).

Entre aquellos ensayos que se basan en la medicion de la capacidad antioxidantes para

reaccionar con un radical libre, se encuentran:

% Ensayo ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity, o capacidad de absorcion de
radicales libres)

% Ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, o capacidad antioxidante como
equivalente trolox)

% FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power, o poder antioxidante de la reduccion del
hierro)

% Ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y otros

6.7.3 Método del DPPH (2,2 — difenil-1-picrilhidrazil)

Este método se basa en la estabilidad del radical libre DPPH, a la cual se le atribuye la
deslocalizacion del electrén desapareado, esta deslocalizacién le otorga una coloracion violeta
que absorbe intensamente en el rango de 515 a 519 nm.

Asi al confrontar el radical con el antioxidante, el antioxidante dona un atomo de hidrégeno al
radical DPPH estabilizandola y tornandola de violeta a amarilla, esta pérdida de coloracién
violeta es monitoreada a través de un espectrofotometro (Brand-Williams, 1995).

Los parametros que se miden durante el transcurso de la reaccion es la evolucién en el tiempo
de la absorbancia, a partir de la cual se calcula el % | (porcentaje de inhibicion) y el Clso
(concentracion necesaria para inhibir en un 50 % al radical, se expresa en pg /mL). Cuanto
menor es el valor de Clso menor cantidad de extracto serd necesario para reducir 50 % del
radical libre DPPH y mayor serd la actividad antioxidante (Lima, 2008).

Sin embargo, este método presenta algunos inconvenientes ya que existen otros compuestos
que absorben a la misma longitud de onda que el radical, por lo que interferirian en los
resultados.
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Por otro lado, las moléculas pequerias tienen menor impedimento estérico para reaccionar con
el radical, por lo que darian mayor actividad antioxidante que moléculas con mayor peso
molecular (Prior, 2005).

Ademas el método no es adecuado para la determinacién de la capacidad antioxidante de las
proteinas, debido a que precipitan con el metanol del medio de reaccion (Sanchez y Moreno,
2002).
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Figura 8. Estructura del DPPH antes y después de la confrontacion con un antioxidante.

6.8 METABOLITOS DE PLANTAS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

Los compuestos derivados de plantas que poseen actividad antimicrobiana son los polifenoles
dentro de los cuales se encuentran: quinonas, flavonoides, taninos y cumarinas, otros son los
terpenoides, aceites esenciales, los alcaloides, lecitinas y polipéptidos, entre otros (Guerra,
2004).

La funcién antibacteriana de los taninos se produce fundamentalmente, al privar a los
microorganismos del medio apropiado para su desarrollo. Asi hay inhibicién enzimatica y
privacion del sustrato, accion en membranas y pérdida de iones metalicos, ademas los taninos

inducen cambios en la morfologia de algunas especies de bacterias (Reed, 1995).
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6.9 CARBOHIDRATOS

Los hidratos de carbono (CH:0),., sacaridos o glusidos se definen sencillamente, como
polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas y sus derivados. Los carbohidratos constituyen la
forma principal de almacenamiento de energia y son elementos estructurales de las células.

(Lehninger,1999). Asi estos se clasifican de la siguiente manera (ver esquema 4).

CLASIFICACION DE
CARBOHIDRATOS

CELULOSA HEMICELULOSA PECTINA NUMEROSAS /

GOMAS

AZUCARES ALMIDONES \

GLUCOSA, Y

CARBOHIDRATOS

FRUCTOSA, ,
SACAROSA, DE RESERVA POLISACARIDOS QUE
ETC. . . CONFORMAN EL

~— MATERIAL ESTRUTURAL

Esquema 4. Clasificacién de los carbohidratos

6.9.1 Polisacaridos

Los polisacaridos, tambien conocidos como glicanos, son sustancias polimericas compuestas
por varios cientos o miles de unidades de monosacaridos enlazados entre si por uniones
glicosidicas. Algunos de estos compuestos comunican rigidez estructural y fortaleza a las
plantas, mientras que otras sirven como fuente de reserva de alimentos (Reusch, 1979). Asi
podemos encontrar a los mucilagos, gomas, celulosa, pectina, etc. Por hidrélisis completa, con
acidos o con enzimas especificos, estos polisacaridos producen monosacaridos y/o derivados
sencillos de monosacaridos. La D-glucosa es la unidad monosacaridica predominante en los
polisacéridos, pero son tambien corrientes polisacéridos de la D-manosa, la D-fructuosa, la Dy
L-galactosa, la D-xilosa y la D-arabinosa. También se encuentran, generalmente, derivados de
los monosacéridos como productos de hidrolisis de los polisacaridos naturales, entre ellos la D-
glucosamina, la D-galactosamina, el acido D-glucorénico, el acido N-acetilneuraminico y el
acido N-acetilmuramico (Lehninger, 1999).

]
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6.9.1.1 Mucilagos vegetales o hidrocoloides vegetales

Es un polisacarido heterogéneo que contiene diferentes azlicares y en general llevan acidos
urénicos (Hoffman, W. 1985), de peso molecular elevado, superior a 200.000 g/mol, cuya
estructura molecular completa es desconocida. Estos se caracterizan por formar con el agua
disoluciones que se hinchan en ellas para dar una seudodisolucion gelosa, coloidal, viscosa,
coagulable al alcohol. (Bruneton, 2001)

Los mucilagos se forman en el interior de las plantas durante su crecimiento. Se asocia en
ocasiones con otras sustancias como los taninos. Se cree que almacena agua, facilita la
dispersidn y germinacién de las semillas, espesa las membranas y sirve de reserva alimenticia.
Puede ser utilizada para suspender sustancias insolubles y para aumentar la viscosidad de un
producto.

Estos mucilagos se suelen confundir con las gomas y pectinas, diferencidndose de estas solo
en las propiedades fisicas, por ello es dificil definir y se suele equiparar todo como gomas.
Actualmente se considera que la diferencia esta en que los mucilagos son constituyentes
normales de las plantas que producen coloides muy poco viscosos, que presentan actividad
Optica y pueden ser hidrolizados y fermentados; las gomas son productos que se forman en
determinadas circunstancias, mediante la destruccion de membranas celulares o la exudacién,
el cual se hincha en el agua para dar dispersiones coloidales gruesas; mientras que las pectinas
gelifican en contacto con el agua (Bruneton, 2001).

6.9.1.2 ANALISIS QUIMICO DE CARBOHIDRATOS

a) Método cualitativo de Fehling: La reaccion de Fehling es utilizado para identificar grupos
funcionales de azucares los cuales, se basan en la capacidad que tienen los azucares de
reducir los iones clpricos (Cu*?), ya que la solucién de Fehling es alcalina de Cu*? acomplejada
con iones tartrato (Fehling). Si una muestra analizada contiene un azucar reductor, el ion
cuprico se reduce al estado cuproso (Cu*) que al calentarse, precipita en forma de Cu20. Esta
reduccion del cobre se manifiesta en la desaparicion del color azul oscuro de la solucion del
reactivo debido al Cu*? y en la apariciéon de un precipitado rojo de CuxO (ver figura 9).
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Cu”

Complejo cuprico
tatarico soluble

Figura 9. Reaccion de glucosa con Fehling

b) Método de fenol-sulfurico: Este método espectrofotométrico UV-Vis, se fundamenta en la
reaccion de azucares con acidos fuertes originando furfurales, que se condensan cuando
reaccionan con fenol dando un compuesto de color naranja amarillo muy estable (la intensidad

del color es proporcional a la cantidad total de azlcares presentes) (Dubois, 1956).

La concentracion total de azucares de las soluciones problema puede ser medida con respecto
a una curva estandar y leida en la region del espectro visible. La forma en que procede la
reaccion no es estequiométrica y depende de la estructura del azucar (ver figura 10).

CH,OH
2‘:"!Ctt‘.!iH

HOHLC

Figura 10. Reaccion de hexosa con H2SO4
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6.10 REOLOGIA

El concepto fue propuesto por el cientifico estadounidense Eugene Cook Bingham (1878-1945)
en la primera mitad del siglo XX, es una disciplina cientifica que se dedica al estudio del flujo y
la deformacion de la materia, describe la interrelacion entre fuerzas, deformaciones y tiempo
de un cuerpo deformable, da informacion sobre la estructura interna de los materiales lo que
determina los diferentes comportamientos. Es asi que la reologia estudia el comportamiento
viscoso, elastico y plastico de los cuerpos.

Las propiedades que se encarga de estudiar la reologia son analizadas con instrumentos
conocidos como viscosimetros, reémetros, etc. Estos instrumentos posibilitan la realizacién de
deformaciones bajo control, midiendo los esfuerzos que se ejerce sobre un material y la
deformacidn que éste experimenta al fluir. Asi se puede determinar la viscosidad y el coeficiente
de esfuerzo, entre otras propiedades y a través de ecuaciones constitutivas o modelos
matematicos, es posible establecer un modelo acerca de la manera de comportarse de estas
sustancias, permitiendo obtener, en principio, las funciones o propiedades que caracterizan el

material.

Las caracteristicas reoldgicas de un fluido son uno de los criterios esenciales en el desarrollo
de productos en el ambito industrial, frecuentemente, éstas determinan las propiedades
funcionales de algunas sustancias e intervienen durante el control de calidad, tratamientos en
el comportamiento mecénico, el disefio de operaciones bdasicas: como bombeo, mezclado,
embasado, almacenamiento, estabilidad fisica y al momento del consumo.

Asi la reologia es aplicable en medicina, cosméticos, articulos de aseo, alimentos, geologia,
mineria, industria plastica, estudio de lubricantes, etc.

Por razones de estudio, solo trataremos los tipos de comportamiento reolégico en fluidos (Ver

esquema 5).
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PSEUDO PLASTICO

COMPORTAMIENTO <« SIN UMBRAL
REOLOGICO

DILATANTE

INDEPENDIENTES
NEWTONIANO DEL TIEMPO

. CON UMBRAL
NO NEWTONIANO PLASTICO REAL
TIXOTROPICO
DEPENDIENTES MODELOS
DEL TIEMPO ESTRUCTURALES
VISCOELASTICO ’ ' REOPECTICO '

Esquema 5. Tipos de comportamiento de fluidos y modelos

6.10.1 Ley de Ostwald o Ley de potencia Donde:

PLASTICO IDEAL

LEY DE
POTENCIA

Ne—

BINGHAM

MODELOS

HERSCHEL-
BULKLEY

\ /

OTROS

e T = Esfuerzo de corte, Pa

----------- Ecuacion (1) e 7Y = Velocidad de deformacion, s
e K = indice de consistencia

e n = indice de fluidez

®  Tapp = Viscosidad aparente

Linealizacion y regresion lineal para la obtencion del indice de fluidez y del
consistencia.

Si:
Ln(t) = Ln(K) + nLn(Y) .

Ecuacion para determinar la viscosidad aparente (1]app)

Tsoluto = Tsolucisn

KY" = NapwY ——| Napp= Ky

indice de

n < 1 Pseudopléastico
n > 1 Dilatante
n = 1 Newtoniano
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6.10.2 FLUIDOS NO NEWTONIANOS, INDEPENDIENTES DEL TIEMPO

La figura 11 presenta la viscosidad aparente versus velocidad de deformacién con la curva que
caracteriza cada modelo reolégico de fluidos independientes del tiempo. La figura 12 muestra

el reograma de cada uno de los comportamientos reolégicos.

Bingham

s

Herschel-Bulkley
(D<n<1)

<—Dilatante

P Pseudoplastico

Viscosidad aparente, Pa s

y

Newtoniano =

velocidad de deformacidn, gt

Figura 11. Curva de viscosidad aparente en fluidos independientes del tiempo

plastico ideal de Bingham

Herschel-bulckey

plastico real
fluido pseudoplastico

M—

fluido Newtoniano

fluido dilatante

Esfuerzo de corte, T{Pa)

Velocidad de deformacidn, 7 (51)

Figura. 12. Reograma de la curva de fluidos independientes del tiempo.
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6.11 ANALISIS INSTRUMENTAL

6.11.1 Espectrofotometria ultravioleta visible (UV-Vis)

La absorcion molecular en las regiones ultravioleta (190-400 nm) y visible (380-750 nm)
consiste en bandas formadas por lineas que estan muy cerca unas de otras. La absorcién UV-
Vis, se produce por lo general como consecuencia de la excitacién de los electrones de enlace,
debido a esto la longitud de onda de los picos de absorcidn se puede correlacionar con los tipos
de enlace de la muestra que se estudia. Por lo que la espectroscopia de absorcidn resulta

valiosa para la identificacion de los grupos funcionales de una molécula.

Es uno de los métodos mas comunes utilizado para la deteccion y cuantificacion de los distintos
tipos de polifenoles, gracias a los anillos fendlicos que presentan estos compuestos, los
polifenoles son excelentes croméforos, lo que facilita su deteccién con espectroscopia UV-Vis.
Las diferentes familias absorben a una longitud de onda caracteristica, la cual depende del

nuamero de sustituyentes del compuesto.

Asi, los flavanoles presentan su maximo de absorbancia a 280 nm, los flavonoles a 360 nm y
las antocianidinas a 550 nm. Existen varios métodos colorimétricos para la determinacion de
compuestos polifendlicos. Estos ensayos son generalmente utilizados para la deteccion y
cuantificacién de polifenoles en plantas.

Deuterig Tungsteno
T

f : Detector
\0) (e

| monocromador

Ll ]!,l=—=1
i\
" Lente

Fuente de luz

Celda  |amplificador
de muestra

Figura 13. Partes basicas del equipo UV-Vis
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6.11.2 Espectroscopia de absorcion atomica (EAA)

La espectroscopia de absorcion atémica, se basa en el principio en el que los atomos libres en
estado fundamental pueden absorber la luz UV-Vis a una cierta longitud de onda, donde la
absorcion es especifica, por lo que cada elemento absorbe a longitudes de onda Unicas.

La técnica analitica de EAA es aplicable al andlisis de trazas de elementos metalicos en
muestras organicas, aguas, geoldgicas, industrias quimicas y farmacéuticas, etc.

Selector de
longitud de onda

=] T

Lampara Llama Fotdmetro

'EL!_._',.- Nebulizador

Solucion

Figura 14. Partes basicas del equipo de EAA

6.11.3 Espectroscopia infrarroja (IR)

Equipo que permite la identificacion de grupos funcionales, de compuestos organicos e
inorganicos por transmision espectroscopica de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR),
en el rango espectral comprendido entre 400 y 4000 cm, la absorcion molecular de radiaciones
en estas zonas del espectro produce transiciones vibracionales y rotacionales. Por lo tanto,
todas las moléculas absorben en IR, excepto algunas diatémicas (Oz, N2, Cly) de elevada
simetria.

Las bandas de absorcion son muy estrechas y corresponden a enlaces muy especificos y a
menudo dependen de atomos mas préoximos. Un espectro de IR es como una “huella dactilar”
de la molécula y esto implica que es una técnica idonea para identificar compuestos puros, pero
no es tan adecuada para cuantificarla.
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6.11.4 Cromatografia de Permeacion en Gel (CPG)

La Cromatografia de Permeacion en Gel, conocida también como de exclusion molecular es
una potente técnica que utiliza particulas porosas para separar moléculas de diferentes
tamanos y determina pesos moleculares y distribuciones de pesos moleculares de polimeros.
Las moléculas que son mas pequenos que el tamafo de poro puede entrar en las particulas y
por lo tanto tienen una trayectoria mas larga y mayor tiempo de transito y el transporte de
moléculas mas grandes que no pueden entrar las particulas.

Los materiales de relleno de una columna son principalmente vidrio y poliestireno poroso
(entrecruzado e hinchado). Los cromatégrafos utilizados son similares a los de HPLC, siendo
la columna y el detector las partes mas importantes del instrumento (ver Figura 16).

Degasificador

de vacio Bomba de CPG Automuestreador

Solvente

Horno de columnas Lazo de’
y columnas injeccion

Detector de Detecor Detector de Detector
uv de dispersioén indice de viscosimétrico
de luz refracciéon

Figura 16. Partes basicas del equipo de CPG
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7. PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo experimental realizado ha sido esbozado en el Esquema 6.

7.1 MATERIAL VEGETAL

La especie fue recolectada en la localidad de Generosa provincia de Chincheros departamento

de Apurimac-Peru, regiéon quechua (entre los 1900 y 2500 msnm) y la caracterizacidén botanica

se realiz6 en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

La muestra de corteza entregada permitié la identificacion de la especie como “Triumfetta

semitriloba” Jacq, conocida vulgarmente como “Moteccepo”. (Ver certificado en anexo).

7.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS DE LABORATORIO:

a) MATERIALES

e Vasos de precipitado,

e Vviales

e Gradilla con tubos de ensayo
e Placa de toque

e Matraces de fondo redondo
e Ependorf

o Pipetas

e Micro pipetas

UNMSM

Celdas de plastico

Cromatofolio

Placa Petri

Columna cromatografica (3 cm de
diametro, 30 cm de largo y 6 cm de
punta).

Llave de holfman
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b) EQUIPOS

Evaporador rotativo (marca Boeco Germany RVO 400 SD)

Ultrasonido (marca Branson 1510)

Bomba de vacio (marca Vacuubrand GMBH + Cokg)

Vortex (Ika 33 Lab Dancer 65000)

Centrifuga 08 tubos (marca Greetmed)

Lampara de UV (marca UVP UVGL/254/365nm)

Espectrofotometro de UV-Visible, marca Thermo, modelo: Hehios Y, Software: vision
pro), marca Shimadzu, modelo: UV-1700, software: UV- Probe (Facultad de Quimica e
Ingenieria Quimica, UNMSM).

Espectrofotometro de FTIR, marca Shimadzu, modelo: IR Affinity software: IR solution
(Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica, UNMSM)

Espectroscopia de absorcién atomica, marca Shimadzu AA-6800 software: Wizaard
(Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica, UNMSM).

Cromatografia de Permeacion en Gel (CPG, marca Viscotek VE 2001, viscotek TDA
302). (Instituto de Quimica, Universidad Federal Rio Grande del Sur, Brasil)
Liofilizador, marca Risicor LE 300 (Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica, UNMSM).

Viscosimetro de Brookfield DV-III (Facultad de ingenieria, Universidad Peruana Unién)

c) REACTIVOS

Acido acético e Acetato de etilo ¢ Dicloro metano
Anhidrido acético e Ampicilina e DPPH

Acido galico e Arabinosa e FEtanol

Alcohol amilico e Benceno e Fehling

Agar Tripticasa de e Bi(NO3)3.5H-0 e FeCl;

soya e Butanol e FeS0.4.7H0
Agua de bromo e Caldo Tripticasa e Fenol

Agua destilada Soya (TSB, Oxoid) e Folin ciocalteu
Acetato de plomo e CaCOs e Formaldehido
Acido férmico e Ciprofloxacino, e Fructuosa
Acido picrico e Cloroformo e Galactosa
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Gelatina
Gentamicina
Glucosa
Hexano
HClcc

HgCl»

HNOs
H2SO4cc

l2(s)
KOH 5%
Ki

Limadura

de magnesio
Manosa
Metanol
Molibdato
de amonio
NaOH 5%
NaCl
Na2COs
Na>SO4

N-butanol

NH.OH
NazHPO4
Ribosa
THF
Vainillina

Xilosa
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7.3 ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

La corteza se separ6 del tallo, se pico en trozos de entre 1 a 1,5 cm y se llevo a secar a 40 °C
en la estufa durante 4 dias, luego se pulverizé.

7.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DE LA CORTEZA

Se trozé la corteza, se pes6 2 g en una placa Petri (placa previamente seca y pesada), este
proceso se realizd por triplicado y se llevo a la estufa a 110 °C durante 2 horas (hasta peso
constante).

7.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CENIZA EN LA CORTEZA

Del procedimiento anterior (contenido de humedad de la corteza) se pes6 1 g de corteza seca
en un crisol (crisol previamente seco y pesado) y se llevo a la mufla a 550 °C durante 2 horas.

7.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE MINERALES
El analisis de los minerales de la corteza, se realizé mediante la espectroscopia de absorcion
atomica, por la técnica de flama.

7.6.1 Preparacion de la Solucion estandar de las curvas de calibracion: Se prepar6 las
curvas de calibracidén utilizando estandares de Ca, Fe, Zn, Na, Mn, Cu y Cr (estandares
certificados de 1000 ppm).

7.6.2 Tratamiento de muestra: Se pesé6 0,50 g de ceniza de la corteza en un vaso precipitado
de 150 mL, se afiadi6 5 mL de agua ultra pura 'y 5 mL de HNOs ) y se esper6 hasta sequedad,
se anadid 3 mL de HCIO4 ), se calentd lentamente hasta eliminar los vapores, se enfrio y filtro
a un matraz volumétrico de fondo redondo de 100 mL (se usé papel filtro whatman N° 40).

Una vez lista las soluciones, se llevé a lectura al analito de interés con su respectivo estandar

en la espectroscopia de absorcion atémica.
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7.7 COMPARACION DE TECNICAS DE EXTRACCION DE LA CORTEZA

7.7.1 Maceracion en frio: Se dejé macerando 10 g de corteza con 200 mL de hexano durante
2 semanas, luego se concentr6 en el evaporador rotativo y se llevd a secar hasta peso

constante.

7.7.2 Extraccion por reflujo: Se extrajo 10 g de corteza con 70 mL de hexano durante 2 horas.
Pasado este tiempo, se filtré en el equipo de bomba al vacio, colectandose el filtrado en un
balén y afiadiendo hexano al residuo (proceso que se repitid por triplicado). Una vez terminada
la extraccion se concentrd en evaporador rotativo y fue llevado a estufa hasta peso constante.

7.7.3 Extraccion por ultrasonido: Se sonicd 10 g de corteza con 70 mL de hexano durante 1
hora. Pasado este tiempo, se filtr6 y se colecté el filtrado en un balén y luego se afnadié hexano
sobre el residuo (proceso que se repitié por triplicado). Una vez terminada la extraccion se
concentrd en evaporador rotativo y fue llevado a estufa hasta peso constante.

7.8 EXTRACCION SUCESIVA DE LA CORTEZA CON SOLVENTES DE POLARIDAD
CRECIENTE

La extraccion se realizd con solventes de polaridad creciente tales como: hexano, cloroformo,
acetato de etilo, metanol y agua destilada. Para la extraccién se pes6 200 g de corteza, se
introdujo en un balén de fondo redondo de 250 mL, se afnadié 100 mL de solvente y se sonicé
durante 1 hora a temperatura ambiente, luego se filtr6 con el equipo de bomba al vacio,
utilizdndose el papel whatman N° 42 (proceso que se repitié por triplicado), Se junto los filtrados
en un balén de 250 mL y se concentré en un rota evaporador y posteriormente se seco en la
estufa durante 3 dias.

Para continuar con la extraccion sucesiva al residuo se secé en la estufa a 40 °C hasta peso

constante, una vez seco se continué extrayendo con el siguiente solvente.

UNMSM 38



7.9 ANALISIS PRELIMINAR DE LA MARCHA FITOQUIMICA

La marcha fitoquimica se realiz6 utilizando la metodologia convencional de analisis cualitativo
(Tomas y Huaman, 2012).
Las muestras analizadas fueron la corteza pulverizada y las fracciones de los diferentes

extractos de la corteza, obtenidos a partir de solventes de polaridad creciente (ver Tabla 2).

Tabla 2. Metabolitos secundarios con sus respectivos reactivos de identificacion

METABOLITOS REACTIVOS DE IDENTIFICACION
Aceites esenciales Agua destilada
Prueba de la espuma
Reactivo de Salkowski
Variante A de reaccion de Salkowski
Variante B de reaccion de Salkowski
Reactivo de Liebermann- Burchard
NaOH 20%
Reacidificacion del NaOH 20%con HCI 1N
Proantocianidinas Adicion de NHs y reacidificacion
Acetato de plomo 5%
Distribucién de alcohol isoamilico y agua
Shinoda
FeCls
Gelatina-NaCl
FeCls
Agua de bromo
Formaldehido

Saponinas

Flavonoides

Taninos

Antocininas . D
y Todos los reactivos de antocianidinas

Betalainas
NaOH 5%
Quindnas y Borntranger
Antroquinonas Acetato de magnesio alcohdlico

Reduccién con Sn/HCI
Muestra en papel filtro con NaOH 10%, revelado

(CUTETTTES con lampara UV
Dragendorff
Alcaloides Mayer
Wagner
Carbohidratos Fehling Ay B
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7.10 OBTENCION DEL MUCILAGO Y DEL EXTRACTO METANOLICO (EM)

7.10.1 Extraccion y liofilizacion del mucilago

En un vaso de precipitado de 2000 mL se coloc6é 110 g de corteza (seca) y se anadié 1100
mL de agua destilada, al cual se dejé macerando durante 24 horas a temperatura ambiente,
se filtr6 el mucilago y se liofilizé durante 4 dias.

7.10.2 Extracto metandlico (EM)

Se pes6 270 g de corteza, se dejé macerando con 2500 mL de metanol durante 2 semanas a
temperatura ambiente, se concentré en el evaporador rotativo y se llevé a la estufa a 40 °C
durante 3 dias (hasta peso constante), obteniéndose asi el extracto metandlico (EM).

7.11 CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES

a) Preparacion de la curva de calibracion: Se preparé la curva de calibracion utilizando como
patron al acido galico.

Se pesé 25 mg del acido galico y se enras6 con agua destilada en un matraz volumétrico de
fondo redondo de 25 mL (Concentracién de 1000 ppm), se tom6 10 mL de la solucién de 1000
ppm y se enrasd en un matraz volumétrico de fondo redondo de 100 mL (Concentracion de 100
ppm), finalmente se tomé 5 mL de la solucion de 100 ppm y se enrasd en un matraz volumeétrico

de fondo redondo de 50 mL (concentracion de 10 ppm = Sm).

Se realiz6 la curva de calibracion tomandose concentraciones de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 ppm. Para
ello se tomé volumenes de Sm, de acuerdo a las concentraciones deseadas y se colocd en un
matraz volumétrico de fondo redondo de 10 mL, seguidamente se afiadié con una micro pipeta
1500 pL de Na>COs 20 % y 5 mL de agua destilada, después de 1 minuto se afnadi6é 500 uL de

Folin-Ciocalteu, se mezclé y se dej6 en reposo durante 1 hora.

b) Preparacion de muestra: En un matraz volumétrico de fondo redondo de 10 mL, se
introdujo 25 uL de EM, se anadié 1500 uL de Na-COs320 % y 5 mL de agua destilada, después
de 1 minuto se anadié 500 pL de Folin-Ciocalteu, se mezclé y se dejo en reposo durante 1 hora.
(Todo el proceso se realizé por triplicado). Pasado 1 hora de reposo, se llevé a lectura a 760
nm en el espectrofotémetro UV-Vis.
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7.12 CUANTIFICACION DE TANINOS CONDENSADOS

a) Extraccion hidroalcohdlica de Taninos (EHT): Se pesd 10,07 g de corteza, se afadié 500
mL de etanol al 50 %, se dejé macerando con agitacion durante 17 horas a temperatura
ambiente, obteniéndose al extracto hidroalcohdlico de taninos (EHT) (Gutiérrez, 2000).

b) Preparacion de la curva de calibracion: Se preparé la curva de calibracion utilizando como
patron al acido tanico.

Se pesd 25 mg del acido tanico y se enras6 con agua destilada en un matraz volumétrico de
fondo redondo de 25 mL (concentracion de 1000 ppm), se tomé 10 mL de la solucion de 1000
ppm y se enraso en un matraz volumeétrico de fondo redondo de 100 mL (concentracién de 100
ppm), finalmente se tomd 5 mL de la solucion de 100 ppm y se enras6 en un matraz volumeétrico
de fondo redondo de 50 mL (concentracion de 10 ppm = Sm).

Se realiz6 la curva de calibracion tomandose concentraciones de 1, 2, 3, 4, 5y 6 ppm. Para ello
se tomo volumenes de Sm, de acuerdo a las concentraciones deseadas y se coloc6 en un
matraz volumétrico de fondo redondo de 10 mL, seguidamente se afiadié con una micro pipeta
600 pL de Na:COs3 20 % y 5 mL de agua destilada, después de 1 minuto se anfadié 100 uL de
Folin-Ciocalteu, se mezclé y se dej6 en reposo durante 10 minutos.

c) Preparacion de muestra: En un matraz volumétrico de fondo redondo de 10 mL, se introdujo
300 pL de EHT, 600 pL de Na2COsal 20 % y 5 mL de agua destilada, después de 1 minuto se
anadié 100 uL de Folin-Ciocalteu, se mezclé y se dejé en reposo durante 10 minutos (se realizd
todo el proceso por triplicado). Pasado los 10 minutos de reposo se leyé a 755 nm en el
espectrofotdmetro UV-Vis.

d) Calculos correspondientes para la cuantificacidon de polifenoles totales, taninos y
carbohidratos.

Ecuacién para determinar concentraciones

[ ] Metabolto = [Dlecturaxvtxfd |........... Ecuacion (5)
etabolito W
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Donde:

Concentracion de metabolito (polifenoles, taninos, carbohidratos;
expresado en mg/100g de estandar o g/100g de estandar)
e []eura = Concentracion de lectura en el equipo (mg/mL)

L4 [ ]Metabolito

o Vi = Volumen total (mL)
o fd = Factor dilucién
o W = Peso inicial de muestra (Q)

7.12 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

7.13.1 Ensayo preliminar para la actividad antioxidante

Se sembrd con un capilar alicuotas del mucilago y del extracto metandlico (EM) en una placa
cromatografica, se esperd que secaran, se rocio el radical (DPPH) al 0, 2 % en etanol y luego
se examino la placa a la luz del dia. Los compuestos activos aparecen como manchas amarillo-

blancuzcas contra un fondo purpura (Kurt, 2008).

7.13.2 Determinacion de actividad antioxidante del acido ascérbico, EM y el mucilago.

a) Preparacion de la concentracion madre (CM): Se pes6 1,7 mg de acido ascérbico, 10,50
mg de EM y 33,50 mg de mucilago liofilizado se redisolvié con 5, 7 mL de etanol y 5 mL de
agua destilada, respectivamente. Siendo las concentraciones madre (CM) para el acido

ascorbico 340 ug/mL, el EM 1500 ug/mL y el mucilago liofilizado 6700 pg/mL.

b) Preparacion de DPPH: Se pes6 20 mg de DPPH y se disolvi6 con 50 mL de etanol,
tomandose 4 mL de esta solucion y llevandose a un matraz volumétrico de fondo redondo de
50 mL. Para asegurase que esta solucién de DPPH se encontrara en el rango de absorbancia
(1-1,4), se llevo a lectura en el espectrofotémetro UV-Vis.

c) Busqueda del factor dilucion (Fd): Para encontrar el factor diluciéon se hizo una serie de
confrontaciones entre el DPPH y la muestra (llevdndose a volumen total de 1000 pL). Asi el Fd
que se tomd fue aquella confrontacion que viré de violeta a amarillo y fue utilizado para los

célculos posteriores.
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e Acido ascérbico: 40 L (CM) con 960 uL (DPPH) siendo el Fd: 25
e EM: 10 uL (CM) con 990 uL (DPPH) siendo el Fd: 100
e Mucilago liofilizado: 200 uL(CM) con 800 uL (DPPH) siendo el Fd: 5

d) Diluciones sucesivas: Una vez conocida el factor dilucion se procedié a hacer los célculos
correspondientes para preparar las concentraciones deseadas.

e Acido ascérbico: 14,4; 14,1; 13; 12; 8; 4; 1 y 0,5 pg/mL.
e EM: 75,70, 60,50, 40,20, 10,5y 1 ug/mL.
¢ Mucilago liofilizado: 1340, 1000, 800, 500, 200, 100, 50 y 10 ug/mL.

e) Reduccion del DPPH (confrontacion):

e 25ul (diluciones del acido ascérbico) con 960 pL (DPPH)
e 10 pL (diluciones del EM) con 990 uL (DPPH)
e 200 uL (diluciones del mucilago liofilizado) con 800 uL (DPPH

Después de la confrontacion se dejé en incubacion todas las muestras durante 30 minutos,

pasado este tiempo se llevo a lectura a 517 nm en el espectrofotometro UV-Vis.

f) Calculos correspondientes para la evaluacion de la actividad antioxidante.

%l = ApppH — Amuestrax.I 00 e Ecuacién (2)
AppPH

f.1) La ecuacién para la curva de calibracion es:y =ax + b
Dénde: y=(%l)/2, x= Clso

f.2) Calculo para el Clso:

Clso = (%l)/2 —b| Ecuacion (3)

Donde:

e Apppy = Absorbancia del DPPH
e  Amuestra = Absorbancia de la muestra
e %I =Porcentaje de inhibicién

e Clso = Cantidad de concentracion necesaria para inhibir en un 50 % al radical DPPH
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7.14 ANALISIS DE LOS POSIBLES METABOLITOS RESPONSABLES DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

7.14.1 Mapeo de metabolitos con actividad antioxidante

Se sembro al extracto EM en una placa de silica gel y se desarrollé con el disolvente de elucion
(FM), se esperd que secara y se rocid con DPPH al 0,2 %. Finalmente se examiné el
cromatograma a la luz del dia y con la lampara UV, antes y después de 30 minutos.

Fase movil: - FM1: Hexano — cloroformo — acetato de etilo (6:1:1)

- FM2: Hexano — cloroformo — agua destilada (4:1:1)

- FM3: Butanol — acido acético glacial — agua destilada (6:1:2)
Revelador: Lampara UV

7.15 ANALISIS QUIMICO DE TANINOS CONDENSADOS

De acuerdo al analisis preliminar de la marcha fitoquimica de la corteza, se sabe que uno de
los metabolitos presentes son los taninos condensados y al cuantificarlos, se encontré mayor
cantidad de ellos. Mediante el ensayo del mapeo de metabolitos con actividad antioxidante,
se sabe que presenta caracter polar lo cual indicaria presencia de estos taninos, por ello se le

analizara a continuacién.

7.15.1 Analisis de proantocianidinas: Se coloc6 500 uL del extracto EM (1:10) en un tubo de
ensayo con tapa rosca, afadiéndose 7 mL de reactivo (mezcla de 5 mL de HCI ) con 0,07 g
de FeS0,4.7H20 y se enraz6 a un matraz de fondo redondo de 10 mL con butanol) y se llevo a
ebullicién en bafio maria durante 1 hora, una vez fria la soluciéon se hizo un barrido en el

espectrofotémetro UV-Vis.
7.15.2 Conversion de proantocianidinas en antocianidinas

Se tomd 1 mL de EM se llevo a sequedad y se redisolvido con 5 mL de HCI 2 N, se llevo a
ebullicién en bafo maria durante 1 hora, después de este tiempo, se coloc6 en una pera de
decantacién de 50 mL y se afnadié alcohol amilico, observandose la aparicion de color rojo
intenso en la fase amilica, luego se hizo un barrido en el espectrofotdmetro UV-Vis.
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7.15.3 Analisis de antocianidinas

¢ Cromatografia unidimensional: Se sembré en cromatofolios alicuotas del extracto EM
y de la fraccion amilica, se esperd que secaran las alicuotas (mancha de producto
depositado) y se desarroll6 con el disolvente de elucion (FM).
o Fase mévil (FM): Sec-butanol-acido acético-agua destilada (14:1:5)

e Revelador: Lampara UV.

b) Cromatografia bidimensional: Después de conseguir las separaciones del producto
depositado (cromatograma unidimensional), se volvié a colocar el cromatograma en la
cubeta (cubeta previamente acondicionada con otra fase mavil) con un giro de 90 °C.

e Fase movil: Acido acético al 6 %

e Revelador: Ldmpara UV.

7.15.4 Monitoreo de aislamiento de antocianidinas:

Este andlisis se realizd a la fraccion amilica mediante la CCF y el barrido en el
espectrofotdmetro UV-Vis.

e Fase mévil: - Forestal: acido acético — HCl ) — agua destilada (30:3:10)
- Férmico: acido formico — HCI ) — agua destilada (5:2:3)
- BAA: butanol: acido acético — agua destilada (6:1:2)

e Revelador: Lampara UV.

7.16 Aislamiento del metabolito a partir del extracto EM para analisis por CPG
7.16.1 Preparacion de la fraccion hexanica (método de particion)

Se disolvié 1 g del extracto EM con 50 mL metanol, se separd por particiéon, colocandose el
extracto EM en una pera de decantacion de 250 mL, se afadié 50 mL de agua destilada y 50
mL de hexano (formacion de dos fases), se colect6é la fase hexanica y se continuo con la
separacion de la fase acuosa para ello se anadié 50 mL de acetato de etilo, observandose dos
fases que se recolectaron y se llevaron a estufa a 40° C hasta peso constante, obteniéndose 3

fraccion: de hexano, acetato de etilo y agua.
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7.16.2 Empacado y acondicionamiento de la columna cromatografica

Se pesd 70 g de silica, se humedecié con metanol hasta observar pastosidad, seguidamente
se vacié en la columna cromatografica dejandose que fluya el metanol de la columna y
agregandose constantemente el mismo metanol recolectado, manteniendo a la silica siempre
sumergida con el solvente (proceso que se repitié de 3 a 4 veces para evitar burbujas de aire y
un mejor control de empacado de la columna). Una vez empacada la columna se agregé el
solvente de elucion (cloroformo) hasta desplazar todo el metanol de la columna dejandose
reposar durante un dia (proceso de acondicionamiento).

7.16.3 Preparacion de la muestra para corrida en la columna cromatografica

En un vaso de precipitado de 100 mL, se mezcl6 0,1 g de la fraccion hexénica con 1 g de silica
y 15 mL de cloroformo (se agregd de apoco hasta homogenizar totalmente la muestra, evitando
que se vuelva pastosa), se dejo secar durante un dia y se colocé en la columna cromatografica,
anadiéndose luego los solventes de elucion (MeOH: CHCI3). La elucion consistié en partir del
solvente mas apolar (CHCI3) y afiadiéndose 2%, 7%, 15%, etc. de MeOH (mezcla de metanol-
cloroformo) hasta llegar al 100% de MeOH (cada solvente de elucién fue afadida por triplicado
o hasta observar que las manchas que se iban separando se recolectora en un vaso o vial). Asi
se obtuvo 60 fracciones y se analiz6 en una placa cromatografica con solventes de elucion

(Hexano-cloroformo-acetato de etilo (6:1:1)).

Las fracciones 13 y 14 se juntaron obteniéndose 1,2 mg del metabolito aislado y se determind
el peso molecular mediante el andlisis de CPG con solvente de elucién THF y columna PS/DVB.

7.17 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO EM
7.17.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana

El enfrentamiento de los patégenos con el EM se realizé mediante el método de difusion por
pocillos (MDP). Para lo cual se utilizaron placas con agar Tripticasa de soya, se sembraron los
cultivos activos de los patégenos por hisopado, colocandose 30 uL y 50 uL de muestra en cada
pocillo y se utilizaron antibiéticos de referencia (Ciprofloxacino, Gentamicina y Ampicilina, como
control positivo de inhibicion).

UNMSM 46



Finalmente se dej6 en incubacién durante 24 horas a 37 °C, pasado este tiempo se examinaron
los resultados.

Patogenos: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 13706 y Bacillus
subtilis ATCC 6633.

7.17.2 Evaluacion cuantitativa de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

En esta evaluacion las cepas fueron mantenidas en Caldo tripticasa de soya, con crecimiento
a 37°C de incubacion. (Karthy, 2009)

Se prepard una suspension bacteriana calibrada a 0,5 de la escala Mc. Farland, a partir de un
cultivo en fase exponencial y los extractos fueron resuspendidos en sus respectivos solventes,
se prepararon diluciones 1:2 de dicha suspensiones, aplicando 10 yL de cada una en los
pocillos de micro dilucién (microplacas). Posteriormente, 80 pL de caldo Tripticasa de Soya 2X
(doble concentracion) se vertieron y se mezclaron con la suspensién de prueba.

Finalmente, 10 pL de la suspensién bacteriana fue vertida en cada uno de los pocillos y llevada
a incubacién durante 24 horas a 37 °C, transcurrido el tiempo se vertié 40 pL de Cloruro - 2, 3,
5 -Trifenil Tetrazolio (TTC; 5 mg/mL) a cada uno de los pocillos y se llevé nuevamente a
incubacién por 20 minutos. El viraje de amarillo a rojo fue considerado como indicativo de
crecimiento microbiano y se tomé el valor de la CMI a la menor concentracion del extracto en

la que no hubo crecimiento.

Patogenos: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922 y Bacillus
subtilis ATCC 6633.

Muestras: EM Antiguo (6 meses de extraido), EM fresco y extracto de acetato de etilo.

Diluciones:

e Concentracion madre (CM): 174,0 mg/mL
e Diluciones a partir de (CM): 100; 50; 25; 12,5 mg/mL
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7.17.3 Calculos correspondientes para la evaluacion de la actividad antimicrobiana

a) Calculo para determinar el halo (mm)

[Q _ Dinhibicion ] ........... Ecuacion (6)
2

b) Célculo para determinar porcentaje de inhibicion (%l)

D; hisice — D 'z
o) | = —mhibicion = ¥Disco o4 | oo Ecuacion (7)

Dinhibicién
Donde:
e O = Valores de los halos
e %I = Porcentaje de inhibicion

®  Dinnibicisn = Didmetro de inhibicidén
Diametro de disco

d DDisco

7.18 ANALISIS DE CARBOHIDRATOS DEL MUCILAGO

7.18.1 Aislamiento de carbohidratos: Se pesaron 0,52 g de mucilago liofilizado en un tubo
de centrifuga con tapa rosca, se afiadié 5 mL de metanol y se sonicé durante 3 horas a 67 °C,
luego se centrifugd durante 30 minutos a 2500 rpm, se eliminé el sobrenadante y al residuo se
le anadié nuevamente 5 mL de metanol (proceso para eliminar los polifenoles presentes en la

muestra, se repitid 2 veces).

Luego se cambi6 de solvente, anadiéndose 5 mL de acetona sobre el residuo y se sonicé
durante 3 horas, se eliminé el sobrenadante y al residuo se anadié éter etilico, llevandose a
centrifugar durante 30 minutos (proceso para secar el residuo por intercambio de solventes).
Finalmente se llevo a estufa durante 3 horas a 40 °C hasta peso constante.

Posteriormente se pesaron 100 mg de la muestra seca y se afnadié 5 mL de H>SOs 2 Ny se
llevé a ebullicién durante 2 horas, la solucién acida fue neutralizada con Na>CQOs (sélido) y
centrifugada a 2500 rpm durante 10 minutos (muestra tratada).
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7.18.2 Andlisis cualitativo preliminar

a) Prueba de Fehling: A un tubo de ensayo se anadié 1 mL Fehling Ay 1 mL Fehling B, luego

se adiciond 3 gotas de muestra y se llevo a calentar en bafno maria durante 10 minutos.

b) Cromatografia en capa fina (CCF): Este analisis se realiz6 en cromatofolios, empleandose
kit de carbohidratos (estandares de 0,1 % de azucares); glucosa, fructuosa, galactosa, manosa,
arabinosa, ribosa y xilosa, luego se sometié al sistema de elucién (FM).

e Fase mévil (FM): butanol-etanol-agua destilada (52:33:15)

e Revelador: vainillina

7.18.3 Cuantificacion de carbohidratos totales: Método espectrofotométrico Fenol-
acido sulfarico

a) Preparacion de la curva de calibracion: Se preparé la curva de calibracion utilizando como
patrén la glucosa.

Asi se introdujo 25,00 mg de glucosa en un matraz volumétrico de fondo redondo de 25 mL y
se enraso con agua destilada (concentracion de 1000 ppm), se tomd 10 mL de solucién de 1000
ppm y se enraso en un matraz volumeétrico de fondo redondo de 100 mL (concentracién de 100
ppm = Sm). Luego se realizé la curva de calibracion en tubos de ensayo de 15 mL, se tomé de
la Sm, volimenes de 0,1 mL; 0,2 mL; 0,3 mL; 0,4 mL; 0,5mL; 0,6 mL; 0,7 mL 0,8 mL; 0,9
mL; 1 mL; se completd a 1 mL con agua destilada y se anadié 1000 uL de fenol 5 %, 5 mL de
H2SO0s4 o), luego se agitd y se llevd a bano de agua fria durante 20 minutos para el desarrollo
del color amarillo — naranja. Pasado los 20 minutos, se ley6 a 486 nm en el espectrofotémetro
UV-Vis.

e Preparacion de muestra: Se tomé en un tubo de ensayo 300 uL de muestra aislada, se
afadio 1000 pL de fenol 5 % y 5 mL de H2SOu4cc), Se agitd y se llevd a bafno de agua fria durante
20 minutos (tiempo en que desarrolla el color). Pasado los 20 minutos, se ley6 a 486 nm en el
espectrofotémetro UV-Vis.
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7.19 ANALISIS DE LOS PARAMETROS REOLOGICOS DEL MUCILAGO

7.19.1 Obtencion del Mucilago

La extraccién del mucilago se realizé en la proporcion de: corteza-agua (1 g: 10 mL), dejandose
en maceracion durante 24 horas. (Este proceso se realizd por duplicado)

El mucilago obtenido después de 24 horas, fue sometido a la medida de la viscosidad, luego
para su conservacion se llevé a congelar, mientras que la otra muestra mucilaginosa fue
liofilizada a estos procesos de extraccion y conservacion se les denominé tratamiento

tecnolégico, asi las muestras utilizadas para medir la viscosidad fueron:

e Mucilago fresco
Tratamiento tecnologico Mucilago congelado
e Mucilago liofilizado

7.19.2 Medida de la viscosidad

500 mL del mucilago a temperatura de 22°C fue sometido a rangos de rotacién de entre 5 y
120 rpm con el viscosimetro de Brookfield y spindle # 2, tomandose medidas cada 0,5
segundos. Los valores de porcentaje de torque a las revoluciones por minutos fueron tratados
mediante la metodologia de Mitschka (1982) en el software Microsoft Office Excel,
obteniéndose el esfuerzo de corte (t, Pa) y la velocidad de deformacion (y, s™), mediante la
linealizacién del modelo de ley de potencia se calculd los parametros reoldgicos de indice de
consistencia (K, pa.s™') e indice de fluidez (n), con estos valores se calcularon la minima y

maxima viscosidad aparente (n).

Finalmente estos resultados fueron analizados en el Software Statgraphics Centurion XVI.1.18
mediante disefios experimentales de factorial mixto 2 x 3 y factorial 22 .
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8. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD Y CENIZA DE LA CORTEZA
La Tabla 3 muestra la determinacién del contenido de humedad y ceniza de la corteza.

Tabla 3. Porcentaje de humedad y ceniza.

MUESTRA HUMEDAD CENIZA
% %

8.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE MINERALES DE LA CORTEZA

La Tabla 4 muestra algunos minerales analizados de la corteza, donde el calcio analizado de

entre los minerales, se encuentra en mayor cantidad.

Tabla 4. Valores de concentracién de minerales en ppm.

Ca Fe Zn Na Mn Cu Cr

4007,16 41,83 9,27 70,95 5,37 5,65 2,23

8.3 COMPARACION DE TECNICAS DE EXTRACCION DE LA CORTEZA

Se encontré mayor rendimiento, mediante la técnica de maceracién en frio. En esta técnica el
solvente se encuentra en contacto con los componentes de la corteza por mucho mas tiempo,
siendo la técnica mas recomendable porque evita la degradacion de los metabolitos, puesto
gue no se encuentra expuesta a temperaturas altas (reflujo), ni a vibraciones (ultrasonido), etc.
(Ver Tabla 5)
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Tabla 5. Rendimiento de extraccion de la corteza con hexano.

TECNICAS

MUESTRA Maceracion en Extraccion Extraccion por
frio por reflujo ultrasonido
RENDIMIENTO (%) 2,90 0,63 0,53

8.4 EXTRACCION SUCESIVA DE LA CORTEZA CON SOLVENTES DE POLARIDAD
CRECIENTE

El extracto acuoso presenta mayor rendimiento, esto indica que la mayoria de los componentes
de la corteza tienen una mayor afinidad con el agua, por tanto tienen caracter polar.

(Ver Tabla 6).

Tabla 6. Valores del porcentaje de rendimiento de los extractos

N° MUESTRA RENDIMIENTO (%)
1 EXTRACTO HEXANICO 0,53

EXTRACTO CLOROFORMICO 0,48
EXTRACTO 0,37

DE ACETATO DE ETILO
EXTRACTO ETANOLICO 0,59
EXTRACTO ACUOSO 41,00

8.5 ANALISIS PRELIMINAR DE LA MARCHA FITOQUIMICA

La Tabla 7 muestra los distintos metabolitos encontrados en la corteza mediante el analisis de
la marcha fitoquimica, encontrandose lo siguiente:

Corteza pulverizada: saponinas esteroidales (abundante), flavonoides (escaso), taninos
catéquicos (abundante), cumarinas (escaso) y azucares reductores (abundante).
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Extractos: En el extracto hexanico y cloroférmico saponinas (moderado), en el extracto de
acetato de etilo saponinas (poco), antocianidinas (moderado), flavonoides y taninos
(moderado), en el extracto etandlico saponinas (poco), proantocianidinas (abundante),
flavonoide (poco), taninos catéquicos (moderado), cumarinas (poco), alcaloides (poco), en el
extracto acuoso saponinas (poco), proantocianidina (abundante), taninos (abundante.).

Por otro lado, de acuerdo a la literatura solo se puede confirmar la presencia de alcaloides si 4
de los ensayos son positivos, por lo que la corteza no contiene alcaloides.

Tabla 7. Metabolitos encontrados en la corteza

DA » =Te A A @ ARD
O =
orteza p e ada --- + + +
++ + ++ + +++ --- ++-
. - ++ + +-- +-- + + -
> T P
= A P
++- --- --- --- --- --- ---
@ + + - - - - --- - - -
+ ++- + +-- ---
: + ++ + + - ++ - +-- +--
+ ++ + ++ + + - -
Leyenda:
o AE: Aceites esenciales e ALCA: Alcaloides
e SAP: Saponinas e CARB: Carbohidratos
e PRO ANTO: Proantocianidinas e Nula(---)
e FLAV: Flavonoides e Poco (+--)
e TAN: Taninos e Moderado (++ -)
¢ ANT: Antocianinas e Abundante (+ + +)
e BET: Betalainas e Cuadros en blanco (No se realiz6 el
e QA: Quinonas y antraquinonas ensayo)

e CUM: Cumarinas
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8.6 DETERMINACION DEL pH DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

El pH de los extractos utilizados para los analisis posteriores, presentan comportamientos

ligeramente acidos, lo cual indicaria presencia de acidos fenélicos (Bruneton, 2001) (ver

Tabla 8).

Tabla 8. Valores de pH de los extractos.

Extracto

EM
EHT

Mucilago

pH
4,5

55
6,5

8.7 CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES

La Tabla 14 muestra valores de concentracion y absorbancia de la muestra (EM), al realizar

g

los calculos correspondientes mediante la ecuaciéon 5, se encontr6 1184,96 —— (AG) de

polifenoles totales.

Tabla 14. Valores de
Concentracion y
absorbancia

de muestras.

Abs

[mg/L] (760nm)
3,194 0,104
3,024 0,098
3,556 0,116

m
100g

UNMSM

Abs

0,301
0,251
0,20
0,151
0,10
0,05

0,004 @

Abs = - 0.008752 +0.03517 [mg/L]

—— Regresion
— — IC de 95%
~——~ [P de 9%

S
R-cuad.
R-cuad.(ajustado)

0,0066506
99,6%
99,5%

Figura 17. Curva de Acido Galico
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8.8 CUANTIFICACION DE TANINOS

La Tabla 15 muestra valores de concentracién y absorbancia de la muestra (EHT), al realizar
los calculos correspondientes mediante la ecuacién 5, se encontrd 751,20 %(AT) de taninos

condensados.

Tabla 15. Valores de Abs(755cm) = - 0.001707 +0.03117 [mg/L]
Concentracion y 0,20 "~ | [—— Regresén

. Y, — — IC de 95%
Absorbancia

-~~~ IPde95%

S 0,0033767
R-cuad. 99,8%
R-cuad.(ajustado) 99,8%

Muestras [mg/L] Abs
(755nm)

Abs(755nm)
P
"
o

0,05 4

0,00 -

Figura 18. Curva de Acido Tanico

En este andlisis se encontr6 mayor cantidad de taninos condensados, quedando

mg
100g

aproximadamente 433,76 (AG) de los otros metabolitos polifendlicos (flavonoides,

cumarinas, etc.), presentes en la corteza de “Triumfetta semitriloba” Jacq.

8.9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

8.9.1 Ensayo preliminar de actividad antioxidante

Las manchas amarillo-blancuzcas contra un fondo purpura del

cromatofolio, indican que el mucilago y el extracto metandlico
(EM), muestran actividad antioxidante frente al radical DPPH (ver
Figura 19).
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8.9.2 Determinacion de la actividad antioxidante

Las Figuras 20, 22 y 24 muestran la decoloracion del DPPH de violeta a amarillo (gréfica de
dispersion de % | vs (ug/mL)) y las Figuras 21, 23 y 25 muestran graficos de andlisis de

regresion de % | vs. (ug/mL) para determinar el parametro del Clso.

8.9.2.1 Determinacion de la actividad antioxidante del acido ascorbico

Grafica de dispersion de % I vs. (ug/mL)

90
80
704
60 -

501

%0l

401
30
20
10-

0 2 4 6 8 10 12 14 16
(ng/mL)

Figura 20. Decoloracion del color violeta del radical DPPH al ser confrontado
con el &cido ascorbico

Grafica de linea ajustada de % I vs. (ug/mL)
%Il = 5,414 + 13,12 conc (pg/mL)
100 —— Regresion
— — 1Cde9%%
1P de 95%
75 S 1,78355
R-cuad. 99,7%
R-cuad.(ajustado) 99,5%
50 4
S
25
04
0 1 2 3 4
(ng/mL)

Figura 21. Andlisis de regresién para determinar el parametro de Clso del
acido ascorbico
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8.9.2.3 Determinacion de la actividad antioxidante del EM

UNMSM

Grafica de dispersion de % I vs. (ug/mL)

90 -
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70
60 -
50
& 40
30+
20
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
(ug/mL)
Figura 24. Decoloracion del color violeta del radical DPPH
al ser confrontado con el EM
Grafica de linea ajustada de % I vs. (pg/mL)
% I= 8.022 +1.195 conc (ug/mL)

90 —— Regresién

~ — — IC de9%%

1P de 95%

S 2,44349
R-cuad. 99,3%

R-cuad.(ajustado) 99,0%

%1

10 20 30 40 50 60
(ug/mlL)

Figura 25. Andlisis de regresion para determinar el parametro de Clso del
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8.9.2.2 Determinacion de la actividad antioxidante del mucilago

UNMSM

Grafica de dispersion de %] vs. (ug/mL)

50
40
301
g
201
10
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
(ng/mL)
Figura 22. Decoloracion del color violeta del radical DPPH
. al ser confrontado con el mucilago.
Grafica de linea ajustada de %l vs. (ug/mL)
%I = - 6,516 +0,1710 conc (ug/mL)
50 4 ——— Regresién
— — ICde%%
IP de 95%
40 e °
-7 s 1,20744
i R-cuad. 99,6%
301 - R-cuad.(ajustado)  99,1%

%ol

50 75 100 125 150 175 200
(ng/mL)

Figura 23. Anélisis de regresién para determinar el parametro de Clso del

mucilago.
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Para verificar esta técnica se determin6 la actividad antioxidante del acido ascorbico
encontrandose un Clso 2,90 ug/mL demostrandose asi que esta técnica fue eficaz al comparar
con la bibliografia (Khalaf, 2007 y Cuentas, 2008).

Por otro lado en la evaluacién del extracto EM, se determin6é que este extracto, tiene mas
actividad antioxidante que el mucilago, puesto que el Clso es 21,08 pg/mL y 169,90 pg/mL

respectivamente.

8.10 ANALISIS DE LOS POSIBLES METABOLITOS RESPONSABLES DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

8.10.1 Mapeo de metabolitos con actividad antioxidante

Cromatograma Cromatograma # 1 Cromatograma # 2 | Cromatograma # 3 |
vista a la luz del Figura 26a Figura 27 Figura 28a 3
dia. _

EM EM + DPPH EM EM + DPPH

al revelarse de
con lampara
UV de onda
larga

(365 nm)
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Los cromatogramas 1, 2 y 3 muestran el desarrollo del EM con los disolventes de elucién apolar
(cromatograma # 1), entre apolar y polar (cromatograma # 2) y polar (cromatograma # 3),
analizadas a la luz del dia y con la ldmpara UV.

En este mapeo, se observa que los cromatogramas a la luz del dia presentan, manchas
amarillo-blancuzcas contra un fondo purpura, por lo que el extracto EM, tienen buena actividad

antioxidante.

Al revelarse los cromatofolios con la lampara UV, las manchas amarillo-blancuzcas (partes
reducidas del DPPH) son las manchas rojas y celestes, los cuales posiblemente sean los
compuestos activos que reducen los radicales libres, tal como se puede deducir del andlisis de
los cromatofolios. (Ver figuras 26, 27 y 28) Estas manchas que reducen los radicales libres
tienen caracter polar, ya que los cromatofolios # 1 y # 2 se desarrollan con solventes apolares
(manchas amarillo blancuzcas que se encuentran en la parte inferior del cromatofolio) y el
cromatofolio # 3 se desarrolla con solventes polares (manchas que se encuentran en mayor

proporcion en la parte superior del cromatofolio).

8.10.2 Analisis quimico de taninos condensados
8.10.2.1 Conversion de proantocianidinas en antocianidinas

Luego de la Conversién de proantocianidinas en antocianidinas
mediante la hidrdlisis acida y la aparicién del color rojo intenso
secuestrada por la fase amilica, indicaria la presencia de taninos
condensados (ver Figura 29).

8.10.2.2 Analisis de antocianidina

Para este mapeo se analiz6 unidimensional y bidimensionalmente el extracto (EM) (extracto
no tratado) y la fraccién tratada de la fase amilica (antocianidina) sometidos ambos a distintos
solventes de elucién. Asi se observo con la ldmpara UV, presencia de antocianidina (mancha
de color rojo) en la fraccién de la fase amilica; pero no en el extracto (EM) (ver Figuras).
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a) Cromatografia unidimensional

Revelado con lampara UV de onda corta Revelado con lampara UV de onda larga

Antocianidina

\ \

)

Figura 30 Figura 31

b) Cromatografia bidimensional

Antocianidina
Revelado con lampara

UV de onda corta

(254 nm)

Figura 32

Antocianidina
Revelado con
ldampara UV de
onda larga

(365 nm)

Figura 33
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8.10.2.4 Monitoreo de aislamiento de antocianidinas

La CCF de la fraccion amilica sometida a los solventes de elucion, mostraron Rfs semejante a

los de las antocianidinas (ver Figura 34).

Forestal

Solvente de elucion Férmico

Experimental 23 75 90 rojo

FM: Férmico FM: Forestal FM: BAA

Figura 34

8.11 ANALISIS INSTRUMENTAL DE UV-VIS E IR DE LOS EXTRACTOS DE LA CORTEZA
8.11.1 Espectros UV-Vis de extractos y taninos aislados.

Espectros UV-Vis de muestras extraidas con solventes de polaridad creciente y muestras
aisladas para el andlisis de taninos condensados, considerando como patrén al espectro UV-

Vis de la Quercetina.
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Figura 35. Espectro de bandas de absorcién del patron de la quercetina.
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Figura 36. Superposicién de espectros de bandas de absorcién de extractos
(obtenidos con solventes apolares a partir de la corteza).
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-0,5

e Etanol
—— agua destilada
180 280 380 480 580 680

Longitud (nm)

Figura 37. Superposicion de espectros de bandas de absorcién de extractos
(obtenidos con solventes polares a partir de la corteza).

0 4
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700

Figura 38. Espectro de bandas de absorcién del extracto metandlico (EM).
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Figura 39. Espectro de bandas de absorcién de la muestra aislada
(Proantocianidina del tanino condensado)
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Figura 40. Espectro de bandas de absorcion de la muestra aislada (antocianidina)
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El perfil de la Quercetina es semejante al perfil de los extractos de hexano, agua destilada, EM,
proantocianidina y antocianidina, ademas los precursores de la Quercetina (flavonoide) y los
taninos condensados son las flavanonas. Esto indicaria la presencia de flavanonas en la

corteza y con ello a las proantocianidinas (ver Tabla 12)

Tabla 12. Valores de longitud de onda teédricos y experimentales para las bandas (Bl) y (BIl)
de los distintos tipos de flavanonas.

Extractos Longitudes de onda
(nm)
Flavanona y B(ll) 275-298, Hombro [
Tedrica dihidroflavonoles B(l) 300-330
(Lock, 1994) Isoflavonas B(ll) 245-275, Hombro
B(l) 310-300
Quercetina B(ll) 205, Hombro
B(l) 297
Hexano B(ll) 206.5, Hombro
B(l) 293
Cloroformo B(ll) 251
B(l) 294,5
Acetate de etilo B(ll) 290
B(l) 329,5
Etanol B(ll) 203
Experimental
Acuoso B(ll) 290,5
B(I) 329
Extracto metandlico (EM) B(ll) 287,5
B(l) 336,5
Proantocianidina B(ll) 249,5, Hombro
B(l) 320,5
Antocianidina B(ll) 288,5 nm
B(l) 334,5 nm

UNMSM 66



8.11.2 Espectros IR de extractos obtenidos con solventes de polaridad creciente

Las Figuras del 41 al 46 muestran bandas caracteristicas de los grupos funcionales de los
extractos obtenidos con solventes de polaridad creciente.
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Figura 46. Espectro del mucilago liofilizado

Estos valores de las bandas caracteristicas de los grupos funcionales, a partir de las
transiciones vibracionales, indican la presencia de grupos aromaticos (fenoles) (ver Tabla 13).
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Tabla 13. Valores de las bandas caracteristicas de los grupos funcionales.

Grupo funcional

Tensiéon O-H

Estiramiento Ar-H

Tension -CH2-

Tension -CH3

Tension C=0

Estiramiento C=C

Flexion OH

Flexion C-OH

Estiramiento C-O-C

Flexion Ar-H

8.11.3 Aislamiento del metabolito a partir del extracto EM para analisis por CPG

Vibracién experimental

(cm™)
Mucilago
Clorf AE EtOH H20
liofilizado
3350 3321,42 3269,34 3248,13
3000 3100
2912,51 2916,37 2918,30 2926,01 2925 292216
2846,93 2848,86 2848,86 2900
1712,79 1687,71
1705,07 1606,70 1726,29 1732,08
1693,50 1631,78
1469,76 1566,20 1568,13
14,54,33 1454,33 1514,12
1444,68 1556,55 1556,55
137717 137717 137717 1384,89
1257,59
1238,30 1261,45 1244,09 1249,87
1236,37
1072,42 1043,49 1037,70
1170,79 1016,49 1031,92
1020,34 1031,92
574,17
717,52 700,16 775,38
746,45

Andlisis de las fracciones 13 y 14 en una placa cromatografica con solventes de elucion

(Hexano-cloroformo-acetato de etilo (6:1:1)), (Ver Figura 47),
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Revelado con lampara UV de Revelado con lampara UV de
onda corta onda larga

Figura 47.

Determinacion del peso molecular de las fracciones aisladas mediante Cromatografia de

Permeacién en Gel (CPG).
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Figura 48. Cromatograma de permeacion en gel de la fraccion 13y 14.

El cromatograma de permeacion en gel muestra 2 pesos moleculares promedio en peso uno
de 371 Da con volumen de retencién de 40,14 mL y una polidispersion de 1,040 y la otra de
1946 Da con volumen de retencion de 38,56 mL y una polidispersion de 1,416.
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8.12 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO
METANOLICO (EM)

8.12.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana

La Tabla 18 muestra halos de inhibicién y la Tabla 19 el porcentaje de inhibicién frente a los
patégenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli 'y Bacillus subtilis. Por lo que en esta
evaluacion el extracto (EM) presentd actividad antimicrobiana (ver tablas).

Tabla 18. Valores de los diametros de halos (&, mm).

o (Staphylococcus aureus) (7] (Escherichia Coli) o (Bacillus subtilis)

(mm) (mm) (mm)
EM
Ampicilina
Cipromicina
Gentamicina

Tabla 19. Porcentaje de inhibicion (%l) del extracto EM.

%I(Staph ylococcus aureus) %l (Escherichia Coli) %l (Bacillus subtilis)
EM
Ampicilina

Cipromicina

Gentamicina

8.12.2 Evaluacidn cuantitativa de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Las pruebas de CMI, del extracto metandlico (EM), indicd buena actividad inhibitoria frente a
las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, mostrando actividad bactericida a
concentraciones de 25 mg/mL y 12,5 mg/mL respectivamente. Mientras que para la cepas de
Bacillus subtilis, no presenté actividad inhibitoria. Se debe considerar que los patégenos usados

para esta evaluacién no son los mismos que para la evaluacién cualitativa.
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8.13 ANALISIS DE CARBOHIDRATOS DEL MUCILAGO

8.13.1 Prueba de Fehling

Se observé precipitado rojo ladrillo, lo que indica presencia de azlucares

Figura 49

reductores (ver Figura 49).

8.13.2 Cromatografia en capa delgada (CCF)

Los Cromatogramas muestran patrones de monosacaridos (Figura 50) y mucilago hidrolizado
(Figura 51), donde los valores encontrados de Rfs, nos indican que el mucilago posiblemente
este compuesto de glucosa, galactosa y fructuosa, por otro lado las manchas de color rojo
cereza (ver Figura 51), son flavanoles precursores de las proantocianidinas, que al reaccionar
con la vainillina presentan este color caracteristico.

Leyenda:

—_

Glucosa: Rf=0,45

Fructuosa: Rf = 0,47

Galactosa: Rf = 0,45

Manosa: Rf=0,50

Arabinosa: Rf = 0,51

Ribosa: Rf=0,55

Xilosa: Rf = 0,59

Maltosa: Rf=0,39

Mucilago hidrolizado: Rf = 0,46;
0,079

Figura 50

Figura 51
e -

© ® N O O AN

1 23456 738

En

8.14.3 cuantificacion de carbohidratos totales: Método espectrofotométrico fenol- acido
sulfarico

La tabla 16 muestra valores de concentracion y absorbancia del estdndar (glucosa) y muestra
(mucilago hidrolizado) y mediante la ecuacion 5 se encontr6 12,55 g/100g(Glucosa) de
carbohidratos totales.
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Tabla 16. Valores de
Concentracion y
absorbancia

de las muestras.

Abs
[mg/L] (486 nm)
4,89 0.257
4,76 0.25
4,67 0.245

Abs (486,00nm)

Abs (486,00nm) = - 0,00597 + 0,05378 Conc(mg/IL)

0,81

=)
o)}
L

=)
EN
N

=}
N

0,0

——  Regresion
— — IC de 9%
~~ IP de95%

S
R-cuad.
R-cuad.(ajustado)

0,0220380
99,4%
99,3%

4 6 8 10
Conc(mg/IL)

T
16

Figura 52. Curva de glucosa

8.14 ANALISIS DE LOS PARAMETROS REOLOGICOS DEL MUCILAGO

La Tabla 17 muestra resultados calculados mediante el Excel de los parametros (k y n), los

tratamientos tecnoldgicos (mucilago fresco, congelado, liofilizado) y el célculo de la viscosidad

aparente (n) a las velocidades de deformacién minima (y=10s™") y maxima (y=50s").

Tabla 17. Valores de los parametros reoldgicos y la viscosidad aparente (1)

1.5755

1.927

2.144

0.7834 0.6459 0.5622

2.9777 2.3196 2.2779

0.5934 0.5952 0.5509
0.956793921 0.852671436 0.782392684
1.167564659 0.913299248 0.809906071
0.675183009 0.482254664 0.38673699
0.606847738 0.476069153 0.393121889
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Figura 53. Curva de la viscosidad aparente del mucilago de la corteza, bajo

tratamiento tecnoldgico, versus velocidad de deformacion.

Tabla 18. Valores de los parametros reoldgicos y la viscosidad aparente (n), minimo (min),

promedio (prom) y maximo (max), calculados en Excel.

UNMSM

1,849981825 2,129973779 2,389556269 [
1,569695896 1,9273889 2,144022429
1,331875358 1,744072161 1,923717903
0,97276168 0,604582323 0,492165377
0,676346971 0,482354213 0,386756697
0,470254159 0,384836901 0,303923741
1,267230307 1,014991181 0,942804924
0,956311242 0,852845832 0,782419518
0,721677177 0,716603285 0,6493181

75



mailto:h@50%20max
mailto:h@50prom%20max
mailto:h@50%20min
mailto:h@10%20max
mailto:h@10prom%20max
mailto:h@10%20min

Tabla 19. Valores de los parametros reoldgicos y la viscosidad aparente (n), minimo (min),

promedio (prom) y maximo (max) calculados en Excel.

3,335802696 2,410431748 2,543094301
2,991942008 2,319638416 2,277905663
2,683527113 2,232264981 2,040370349
0,764689216 0,518826764 0,501964631
0,605575367 0,476109776 0,393129243
0,479569369 0,436909842 0,307891417
1,401745118 0,976025987 0,978561254
1,168414533 0,913351341 0,809915818
0,973923508 0,854701291 0,670334769

Luego de realizar los calculos en el Excel, estos resultados de los efectos principales en el
sentido de deformacién (ida y vuelta) y el tratamiento tecnolégico la viscosidad aparente
respecto a la velocidad de deformacién a 10 sy 50 s' (@10 y n@50, fueron analizados en
el Software Statgraphics Centurién XVI.1.18, mediante disefios experimentales factorial mixto
2 x 3. Observandose que la viscosidad aparente del mucilago fresco y liofilizado es semejantes,
mientras que la viscosidad del congelado si varia. Por ello se evalu6 nuevamente solo al

mucilago fresco y congelado mediante el disefio experimental de factorial 22 (Ver Figura 54).

Grafica de efectos principales para n@50
0.68 F =
058 - 3
3 B ]
Q 048 -
£ I ]
0.38 ]
028 4
4.0 1.0 1.0 1.0
Sentido de la deformacién Tratamiento tecnolégico

Figura 54. Andlisis en el Software Statgraphics mediante disefio experimental de factorial 22.
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Leyenda:

Sentido de la deformacion Tratamiento tecnol6gico
% -1 (Vuelta) % -1 (Fresco)
% +1 (Ida) % +1(Congelado

Al analizar todo estos valores y graficos el mucilago presenta un comportamiento de tipo fluido
no Newtoniano, pseudoplastico que cumple con la ley de potencia en los tratamientos
tecnologicos (mucilago fresco, congelado vy liofilizado).

El indice de fluidez (n) no varian en los tres tipos de tratamiento tecnoldgico es decir se
mantienen constante, sin embargo, el material se deforma al ser sometido a rotaciones altas.
Por otro lado el indice de consistencia (K) varia con los distintos tipos de tratamiento tecnolégico
y con el sentido de la deformacién debido a que los sélidos suspendidos se diferencian en su
comportamiento plastico. Finalmente la viscosidad aparente (n) respecto al mucilago fresco y
liofilizado no varia, pero respecto al congelado si, es decir el material se deforma, pero la
variacion no es trascendental.
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9. CONCLUSIONES

Entre los minerales que se detectaron al analizar las cenizas de la corteza de Triumfetta
semitriloba Jacq, se encontré6 mayor cantidad de calcio (4007,16 ppm).

De acuerdo a los ensayos realizados, la técnica de maceracion en frio es la mas
adecuada, puesto que se obtiene 2,90 % de rendimiento en comparacién a las técnicas
por reflujo con 0,63 % y ultrasonido con 0,53%. y segun los reportes con otras
bibliografias, macerar como minimo por 2 semanas es la mas recomendable. Ademas

esta técnica permite un mejor control de degradacién de los metabolitos secundarios.

En la extraccidon sucesiva de la corteza con solventes de polaridad creciente, se obtuvo
mayor cantidad de extracto con el agua destilada (41 % de mucilago). Esto indica que
los componentes de la corteza tienen mas afinidad por el agua destilada y tienen
caracter polar.

La marcha fitoquimica de la corteza y los extractos indicaron la presencia de saponinas

esteroidales, taninos catequicos, cumarinas, flavonoides y azucares reductores.

El contenido de polifenoles 1184, 96 (AG) y el de taninos 751,20 (AT) por lo

que se deduce que hay mayor cantidad de taninos presentes en la corteza que los
demas metabolitos polifendlicos (flavonoides y cumarinas) encontrados mediante la

marcha fitoquimica, quedando asi 433, 76 entre flavonoides y cumarinas.

Se comprobd que el método utilizado para la evaluacién de la actividad antioxidante era
eficaz, ya que previamente se analiz6 la actividad antioxidante del acido ascérbico,

determindndose un Clso 2,90 ng/mL, similar a los reportes en la bibliografia.

Se determin6é que el extracto metandlico con un Clsp de 21,08 pg/mL tiene mayor

actividad antioxidante que el mucilago con un Clso 169,90 pg/mL
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Al someter la corteza a hidrélisis acida, las proantocianidinas polimerizan menos al estar
en solvente etandlico, por ello casi todo el andlisis de taninos se trabajé con el extracto

metandlico.

En el mapeo de los posibles metabolitos responsables de la actividad antioxidante, se
observé claramente que la mayor actividad antioxidante esta en la mancha roja. Segun
el analisis quimico e instrumental de esta mancha, posiblemente se trata de las
flavanoles de las proantocianidinas, ademas presentan un caracter polar, propio de los

taninos.

El cromatograma de permeacién en gel muestra 2 pesos moleculares promedio en peso
uno de 371 y 1946 Da, estos pesos moleculares dan indicios de la presencia de
antocianidina y taninos respectivamente, puestos que las antocianidinas presentan un
peso molecular de alrededor de 250 y 400 Da, mientras que los taninos presentan pesos
moleculares de 500 a 3000 Da.

Las pruebas de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto metandlico, indico
actividad frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922,
mostrando actividad bactericida a concentraciones de 250 mg/mL y 12,5 mg/mL

respectivamente, mientras que frente a Bacillus subtilis no.

El Rf del mucilago hidrolizado es 0,46 semejante a los Rfs de la glucosa (0,45),
galactosa (0,45) y fructuosa (0,47), lo que confirmaria presencia de estos
monosacaridos en la corteza.

En la cuantificacion de carbohidratos totales se determin6 12,55 1(;Log((alucosa), esto
indica un alto contenido de carbohidratos en el mucilago.

El mucilago de la corteza, presenté un comportamiento de fluido no Newtoniano,
pseudoplastico y la viscosidad aparente (n) respecto al mucilago fresco vy liofilizado no
varian; pero respecto al congelado si, es decir el material se deforma, debido a que al
congelarse el mucilago sufre ruptura polimérica por la dilatacion anémala del agua
perdiendo parcialmente su viscosidad, sin embargo estas variaciones no son

trascendentales por lo que se concluye que la viscosidad promedio en los tres casos
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seria 0,86 y 0,51 a la velocidad de deformacién minima (10 s™) y maxima (50 s™)
respectivamente. Estos resultados darian lugar a la aplicacion del mucilago en diversos
productos que requieren determinadas condiciones de comportamiento, tales como
agente espesante o estabilizante.

Finalmente estos resultados pueden ser empleados cémo punto de partida para
posteriores estudios que involucren el andlisis de las propiedades medicinales y
alimenticias, etc.
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10 RECOMENDACIONES

1. Para obtener los extractos, sobre todo en productos naturales, es recomendable utilizar
la técnica de maceraciéon en frio, dejando macerar la matriz vegetal como minimo
durante 2 semanas, asi se evitaria la degradacion de los metabolitos mediante las otras

técnicas de extraccion.

2. En la evaluacién de la actividad antioxidante, se recomienda realizar un ensayo
preliminar de cromatografia en capa fina, de esta manera se estaria evitando una

evaluacidén vana sobre muestras que no tengan actividad antioxidante.

3. Para la evaluacion de la actividad antioxidante de polimeros (polisacaridos (mucilagos),
proteinas, etc.), no es recomendable la evaluacion mediante el método del DPPH, sobre
todo si este polisacarido no tiene buena actividad frente a los radicales, esto debido a
que el DPPH en agua precipita, de la misma manera el polisacarido (soluble en agua)
precipita con el alcohol, por ello se recomienda trabajar con otros métodos compatibles

a muestras acuosas.

4. Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana se recomienda trabajar con un solo

tipo de cepa, de lo contrario esto dara distintos resultados.

5. Antes de cuantificar los carbohidratos totales, se recomienda someter a la matriz vegetal
a una hidrolisis acida, para asegurarse la presencia de los azucares libres y si fuera
posible tratar de identificarlos.

6. En el andlisis de los pardmetros reoldgicos se recomienda antes de someter la muestra

a las medidas con el viscosimetro, acondicionarla durante 10 minutos.

7. Se recomienda continuar con los estudios de la corteza de “ Triumfetta semitriloba’ Jacq,
sobre todo completar el andlisis de permeacion en gel (CPG), elucidando los metabolitos
presentes mediante técnicas instrumentales como HPLC-masas, RMN, etc.
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12 ANEXO

12.1 ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

A —
Figura 64
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12.3 MARCHA FITOQUIMICA DE EXTRACTOS DE LA CORTEZA, OBTENIDOS A PARTIR
DE SOLVENTES DE POLARIDAD CRECIENTE.

a)Saponinas

Reactivo de salkowski

Rxn.+(amarillo a rojo sangre,

presencia de saponinas)

Variante A de reaccidn de salkowski
Rxn.+(rojiza grosella - -sap. triterpénicas)
( Azul verdosa--sap. esterpidales )

Variante B de reactivo de salkowski
Rxn.+(rojo azulado-- 3ap.esteroidales)
(rojo---colesterol)

leactivo de liebermann- Burchard
Rxn.+(rosado,pirpura. = sap.triterpenoidales)
(azul- verdoso---esterpidales)

Reactivo de shinoda
Rxn.+(color naranja
intenso)

Reaccidn con cloruro férrico

rxn.+ (verde oscuro casi negro--indica
compuestos fendlicos y taninos)

Reaccidn con NaOH 20%

Rxn.+(coloracidn naranja)

Rxn. con gelatina -
cloruro de sodio

Rxn.+ (pp.de color blance--
presencia de taninos)

Rxn. con cloruro férrico
Rxn.+ (coloracidn verde

derivado de 1a catequina)
Rxn. de precipitacidn

con de bromo
Rxn.+ ?pp.presencia de
tanino categuico)

Rxn. con formaldehido
Rxn.+ (pp.)

Rxn. con acetato de
plomo

Rxn.+ (formacidn de
Figura 69 o -
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d) Antocianinas y Betalainas

Rxn. NaOH 20%
Rxn.+ (decoloracitn
rapida a amarillo)

Rxn. NHy Rxin.+ (8 color
permanece violeta por un tiempo)

Rxn. IN Rxns (da un color
vigleta mas oscurp)

Adicidn de acetato de Pb 5%
Rxn.+ (pp.rojo marrdn)

Distribucidn entre
alcohol isoamilico

Rxn.+ (fase alcohdlica no adquiere
color rojo)

Rxn con NaOH §% Rxn.+ (&l camblo
de coloracidn —-presencia de
compuestos quindnicos)

Rxn. de
Rxn.+ (formacion de una

coloracion rosada a roja)

Ensayo de magnesio
aslcoholico Rxn.+

(adquieren coloracidn)

Ensayo de reduccién

moderada Rxn.+ (pierden
su color original, pero al
oxidare con el oxigena del aire
reaparece su coloracid)

Reactivo de Dragendorff

Rxn.+ (aparece un pp que
va del naranja al rojo)

Reactivo de Mayer
Rxn.+ (pp. que va del
naranja al rojo)

- : ' Reactivo de Wagner
' Rxn.+ (pp. de color

Figura 72 marrdn)
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g) Azucares reductores

a3 b c d e o Reactivo de
£ 6c @eeer”
‘ ) | o Rxn.+ (pp de color
Figura 73 ‘ ¢ rojo ladrillo
Leyenda:

a. Extracto de hexano d. Extracto de etanol

b. Extracto de cloroformo e. Extracto de agua

c. Extracto de acetato de etilo f. en blanco

12.4 OBTENCION DEL MUCILAGO DE LA CORTEZA

g Figura74

Figura 75
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12.6 LIOFILIZACION DEL MUCILAGO

Figura 76

12.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

a) Busqueda del factor dilucién

|

Figura 77

b) Confrontacién

Flgura 78
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12.8 CONVERSION DE PROANTOCIANIDINAS EN ANTOCIANIDINAS

Figura 79

12.9 CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES

12.10 CUANTIFICACION DE TANINOS

Figura 81

12.11 CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES
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12.12 COLUMNA CROMATOGRAFICA

Figura 83

12.13 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO
METANOLICO (EM)

12.13.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana.

Enfrentamiento de patdégenos con EM

_/—\
Escherichia
coli \

i — i
| Staphylococcus [|f ) i
\ aureus f

Figura 84
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12.13.2 Control positivo: Enfrentamiento de patégenos con antibiéticos y solventes.

Staphviococcus aureus | | Escherichia coli | Bacillus Subtilis

Figura 85

12.13.3 Evaluacion cuantitativa de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Figura 86

12.14 ANALISIS DE LOS PARAMETROS REOLOGICOS DEL MUCILAGO

12.14.1 Muestras:

Fresco Liofilizado Congelado

Figura 87 Figura 88
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12.14.2 Datos de lectura del viscosimetro (% torque, n, VNE) y los valores de los

calculos matematicos de las variables (z, y, n ).

a) Muestra: Mucilago Fresco

10.05 10 10 404 4.8076 3.38298256 0.60372072
14.23 20 5 284 6.7592 6.76596511  0.5200553
18.79 30 3.33333333 250.67 8.948919 10.1489477 0.47659757

22.8 40 2.5 228 10.8528 13.5319302 0.44798449
27.18 50 2 217.6 12.9472 16.9149128 0.42697886
33.91 60 1.66666667 226 16.1364 20.2978953 0.41054926
39.72 70 1.42857143 226.86 18.897438 23.6808779 0.39715244
43.49 80 1.25 217.5 20.706 27.0638605 0.38590147
50.13 90 1.11111111 222.67 23.847957 30.446843 0.37624226
55.95 100 1 224 26.656 33.8298256 0.36780685
58.64 110 0.90909091 213.09 27.893481 37.2128081 0.36033914
61.24 120 0.83333333 204 29.1312 40.5957907 0.35365412
62.08 120 0.83333333 207 29.5596 49.3942878 0.60859691

61.6 110 0.90909091 224 29.3216 45.2780971 0.63061012
53.85 100 1 215.2 25.6088 41.1619065 0.65563767
53.13 90 1.11111111 236 25.2756 37.0457158 0.68446186
48.37 80 1.25 242 23.0384 32.9295252 0.71818727
46.53 70 1.42857143 265.71 22.133643 28.8133345 0.75843624
40.95 60 1.66666667 273.33 19.515762 24.6971439 0.80771326
37.13 50 2 296.8 17.6596 20.5809532 0.87014448
33.55 40 2.5 335 15.946 16.4647626 0.95315861
26.95 30 3.33333333 360 12.852 12.3485719 1.07197507

21.9 20 5 438 10.4244 8.23238129 1.26500618
14.87 10 10 596 7.0924 4.11619065 1.67888179
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Esfuerzo de corte, t (Pa)

35
30
25
20
15
10

5

0

y = 1.5755x07834
R2=0.9841

y = 2.9777x05934

0

Velocidad de deformacién, y (S%)

20 40

60

R?=0.9937

¢ Ida

A Vuelta

Figura 89 Reograma de curva de fluidez del mucilago fresco T vs y

b) Muestra: Mucilago congelado

10.2 10 10 408 4.8552 3.87288705 1.1932925 |
15.3 20 5 306 7.2828 7.74577411 0.93358216
18.7 30 3.33333333  249.33 8.901081 11.6186612 0.80872122
22.2 40 2.5 222  10.5672 15.4915482 0.73039565
27.3 50 2 218.4  12.9948 19.3644353 0.67490471
30.9 60 1.66666667 206  14.7084 23.2373223 0.63270967
34.7 70 1.42857143  198.29 16.517557 27.1102094 0.59909913
37.6 80 1.25 188  17.8976 30.9830964 0.57143102
39.7 90 1.11111111 176.44 18.896724 34.8559835 0.54808859
44.5 100 1 178 21.182 38.7288705 0.52801723
47.2 110 0.90909091 171.64 22.467676 42.6017576 0.51049441
47.7 120 0.83333333 159  22.7052 46.4746446 0.49500559
50.3 120 0.83333333  167.67 23.943276 49.1881583 0.47927511
46.8 110  0.90909091 170.18 22.276562 45.0891451  0.4964563
445 100 1 178 21.182 40.9901319 0.51598378
41.1 90 1.11111111 182.67 19.563957 36.8911187  0.5384655
39.1 80 1.25 1955  18.6116 32.7921055 0.56475947
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35.9 70 1.42857143 205.14 17.088162 28.6930923 0.59612542
33.2 60 1.66666667 221.33 15.802962 24.5940791 0.63450716
29.4 50 2 235.2 13.9944 20.4950659 0.68310538
25.5 40 2.5 255 12.138 16.3960528 0.74767898
21.8 30 3.33333333 290.67 10.376919 12.2970396 0.8400172
16.6 20 5 332 7.9016 8.19802638 0.98984416
11.5 10 10 460 5474 4.09901319 1.31044403

30 - y = 1.9274x0-64>

g_cti , R2 =0.995

l_)

@ 20 y = 2.3196x0-5952

S 15 - R? = 0.9992

()

T 10 -

o

N 5 -

(]

= 0 ¢ Ida

w T T 1

L 0 20 40 60

A Vuelta

Velocidad de deformacion, y (s™)

Figura 90 Reograma de curva de fluidez de mucilago congelado t vs y

b) Muestra: Mucilago liofilizado

9.8 10 10 392 4.6648 4.2646599 1.13624622
14.7 20 5 294 6.9972 8.5293198 0.83885063
19.2 30 3.33333333 256 9.1392 12.7939797 0.70241489

23 40 2.5 230 10.948 17.0586396 0.61929393
25.9 50 2 207 12.3165 21.3232995 0.56165628
29 60 1.66666667 193 13.7802 25.5879594 0.51856821
32 70 1.42857143 182 15.1606 29.8526193 0.48472708
32.5 80 1.25 162 15.4224 34.1172792 0.45720293
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35.6 90 1.11111111 1568.22 16.945362 38.3819391 0.43422514
37.2 100 1 148.8 17.7072  42.646599 0.41465108
37.3 110 0.90909091 135.64 17.755276 46.9112589 0.39770542
38.7 120 0.83333333 129 18.4212 51.1759188 0.38284068
40.2 120 0.83333333 134 19.1352 51.9029686 0.38658948
38.7 110 0.90909091 140.73 18.421557 47.5777212 0.40199506
38.2 100 1 152.8 18.1832 43.2524739 0.41957538
37.4 90 1.11111111 166.22 17.802162 38.9272265 0.43990561
33.7 80 1.25 168.5 16.0412 34.6019791 0.46380122

33 70 1.42857143 188.57 15.707881 30.2767317 0.49246552
27.3 50 2 200.4 11.9238 21.6262369 0.57279777
23.5 40 2.5 235 11.186 17.3009895 0.6331742
20.4 30 3.33333333 272 9.7104 12.9757422 0.72049783
15.9 20 5 318 7.5684 8.65049477 0.86439955
10.3 10 10 412 4.9028 4.32524739 1.18006479

N
(%3]
)

N
o
1

[EEN
(%
1

[uny
o
1

(2]
1

Esfuerzo de corte, t (Pa)
o

20

40

60

Velocidad de deformacion, y (s')

y = 2.144x05622
R2=0.9927

y = 2.2779x0:5509
R2=0.9932

¢ Ida

A Vuelta

Figura 91 Reograma de curva de fluidez del mucilago liofilizado t vs y

UNMSM

101




12.14 Constancia de clasificacion botanica de “ Triumfetta Semitriloba” Jacq.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pera, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Integracién Nacional y el Reconocimiento de Nuestra Biodiversidad”

CONSTANCIA N°90-USM-2012

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM), DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (completa), recibida por el alumna MILAN TOLEDO
NAUTO, estudiante de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, ha sido estudiada y clasificada

como: Triumfetta semitriloba Jacq., y tiene la siguiente posicién
taxonémica seguin el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: MALVALES
FAMILIA: TILIACEAE
GENERO: Triumfetta
ESPECIE: Triumfetta semitriloba Jacq.,

Nombre vulgar: “Moteccepo”
Determinado por: Dra. Haydeé Montoya Terreros (Blgo. Paul Gonzales).

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada y para los
fines de investigacion.

. HAYDEE gNTOYA

JEFA

Yrene H.
Av.Arenales 1256, Jesis Marda Telfs. (511)471-0117, 470-4471, e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii 470-7918, 619-7000 anexo 5703 hetp://museohn.unmsm.cdu.pe
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12.5 Publicacién en el IV congreso Iberoamericano de Productos Naturales en Patagonia — Argentina

UNMSM

ESTUDIO PRELIMINAR DE LA CORTEZA “TRIUMFETTA
SEMITRILOBA™ JAC@ (MOTECCEPO)

Milan Toledo Mauto, Mzgaly Basdales Fojas, Isabel Cabello Lin, Tulio Santiazo Contreras

Linivarsislad Vasinnal Maver de San Marsos, Fasuliad de Quinita ¢ fnpanitris Judniza, ds Vengzuels DOV Lima
O, Perii]

E-mail: miles eencm femail com
La aspacie Triumfetta semiiriloba Jang e= usada en la medicing tradicionzl como desmflamante
¥ en al ratzmisnto de herides, guemaduras, Ulcerss, hemarroides, afecciones remales, etc. Sin
entharsa, mo se dispone de informacian cientifica gue avale el uso terapsutico.

Ex este trabajo da investizacion se pretende contribuir 2l conocimiento fitoquimico de 12 corteza
va que loz repartes de metsholitos son ezcazos [1]. Parz ello =3 recolactd la corteza vegetsl
{Apurimar - Perd), se clasifico en el Moseo de Histaria Matral 2e polverizd, == extraje con
metanal v oze realizd el soeening ftoquimico comprobandose la presenciz de Saponinass
externidzles, Tanincs catequicos, Furanocumarines v Flavanoides.

%e obtovo 11,85 mz'g de polifencles (exprazado como equivalentes de acido Galica), 46.70% de
temings, T000% da homedad, 2.7§% de cenizas v loz mineralss encontrados foerom: 4007148
ppen de Ca, 133 ppm de Fe, 537 ppm de hin, 70,94 ppen de 1Ma, 5,65 ppm de Co v 827 ppm de
Zn S evalud la activided antiomidamte por el metodo del radical DPPH (2,2-Difeni -1-
picylverazy]) reportindosze 21,08 ugiml de concentracion inhibitoria en um cibcussta par clamto
{1Cs).

Las prushas de Conrentraridn Minima Tnbibitoriz (CMD), del extracto metandlic indico buenz
actividad inhibitoria frente a lax cepas de Stpiplacoccus qurews ATCC 65335 y Excherichia coli
ATCC 23071 mostrandp actividad bactericida 2 concsmtraciomes de 230000 pgml ¥
12300 pz/ml respectivamanta,

Estos resultados presemtan wa fitwro promizorio parz el empleo del esracte metanclico de
Triunyira semitriloba Jacq como materia prima natural para la elsbaracion de ftofarmaces.
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