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RESUMEN

La diabetes ha tenido un fuerte impacto en la calidad de vida econoémica de la poblaciéon mundial, siendo
Meéxico uno de los principales paises afectados por esta enfermedad. Las plantas kina (Exostema
caribaeum (Jacq.) Roem & Schult) y guarumbo (Cecropia obtusifolia Bertol), son fuentes de compuestos
hipoglucemiantes, mismos que estan relacionados a mecanismos de accion antioxidante. Al respecto, el
presente proyecto de investigacion tuvo por objetivo evaluar la actividad antioxidante y el contenido de
polifenoles totales, asi como detectar familias de compuestos quimicos de extractos organicos de hojas de
E. caribaeum y C. obtusifolia. Para lograr lo anterior, se evalud la actividad antioxidante (AA), el
contenido de polifenoles totales (CPT) y la deteccion de las familias de compuestos hipoglucemiantes,
mediante la prueba DPPH, método de Folin-Ciocalteu y pruebas quimicas de deteccion como la
reacciones de oxido reduccion y cromatografia de capa fina (CCF), respectivamente. En la evaluacion de
la bioactividad y la deteccion de compuestos antioxidantes, la extraccion asistida por ultrasonido no afectd
la presencia de compuestos polifenolicos, asi como la AA. Los extractos metanoélicos acidificados de hojas
de kina mostraron mayor CPT con respecto a guarumbo. En contraste, se obtuvo mayor AA en extractos
hidrometanolicos de hojas de guarumbo, que en kina. Mediante las pruebas de 6xido reduccion de
deteccion de compuestos, se observo la presencia de metabolitos secundarios como los alcaloides, acidos
fendlicos, lactonas insaturadas y saponinas en los diferentes extractos hidroetandlicos acidificados
fraccionados con hexano, acetato de etilo y diclorometano de hojas de kina y guarumbo, sin embargo, no
se observo la presencia de triterpenos y esteroles. Los resultados de CCF de los extractos hidroetanolicos
acidificados de hojas de kina y guarumbo mostraron la presencia de metabolitos secundarios como el
acido clorogénico, acido fendlico abundante en especies de la familia Rubiaceae, que junto con otros
compuestos explica los efectos antioxidantes de estas plantas. Finalmente, el amplio intervalo de familias
de compuestos identificados, sugiere que hubo una efectiva interaccion de los constituyentes quimicos
presentes en los extractos de las plantas y los solventes de extraccion. El presente estudio, mostrd que,
mediante pruebas de AA, CPT y tamizaje quimico, es posible establecer las bases para la deteccion de
compuestos antioxidantes en forma rapida, y relativamente econdmica, mismos que podrian analizarse en
ensayos de compuestos hipoglucemiantes y emplearse como ingredientes funcionales para el desarrollo de

alimentos o medicamentos, alternativos para el tratamiento de la diabetes.
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1. INTRODUCCION

La diabetes es una de las enfermedades con mayor prevalencia en el mundo, que afecta al 5.1% de la
poblacion de 20 a 79 afios de edad (Cafarte-Baque et al., 2018; Franco et al., 2018). En México, es una de
las principales causas de muerte, la cual esta asociada al aumento de casos de obesidad (Escobedo-de la

Pena et al., 2011; Davila-Torres et al., 2014; Pérez-Diaz, 2016).

El tratamiento farmacologico de la diabetes, se ha basado en la administracion de insulina e
hipoglucemiantes orales como sulfonilureas, biguanidas, tiazolidindiona e inhibidores de las glucosidasas
(Vintimilla et al., 2019), sin embargo, parte de la poblacion mexicana recurre a la automedicacion,
haciendo uso de infusiones o extractos de plantas (Paniagua et al., 2018), los cuales presentan diversas
propiedades bioactivas por su contenido de compuestos antioxidantes, como los acidos fenolicos y los
flavonoides (Andrade-Cetto et al., 2005). Al respecto, se ha reportado que el consumo de alimentos ricos
en compuestos antioxidantes, es uno de los factores que disminuye el riesgo de padecer diabetes mellitus

(Barreira et al., 2008).

Entre los compuestos con actividad antioxidante, los compuestos fendlicos parecen estar relacionados con
la actividad hipoglucemiante al inhibir a las enzimas o-glucosidasa y a-amilasa (Ramirez-Ortiz et al.,

2016), quelar metales e inhibir la lipoxigenasa (Rojas, 2019).

Las plantas kina (Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult) y guarumbo (Cecropia obtusifolia Bertol),
poseen compuestos antioxidantes y han sido estudiados por su actividad hipoglucemiante (Pérez-Vasquez
et al., 2013; Rivera-Mondragén et al., 2019). Ambas especies son utilizadas en la preparacion de tés
(Ordonez et al., 2020), se distribuyen ampliamente en climas tropicales y subtropicales (Borhidi et al.,
2002; Steinmann, 2009; IBUNAM, 2021), siendo abundantes en la Costa de Oaxaca (Steinmann, 2009;
Librado, 2016).

Hasta el momento, para guarumbo no se han reportado estudios de composicion quimica de extractos
elaborados a partir de métodos asistidos por ultrasonido, asi mismo, no se han utilizado solventes como

acetato de etilo y diclorometano, para la extraccion de compuestos antioxidantes.

La extraccion asistida por ultrasonido, es un método que ofrece alta reproducibilidad, aumento de
rendimiento, ahorro de energia, tiempos de extraccion relativamente cortos y facilita la penetracion de los

disolventes (Lavilla et al., 2017; Ojha et al., 2020).

Los métodos analiticos y los solventes de extraccion de compuestos bioactivos de plantas, influyen en

capacidad para determinar la abundancia de dichos constituyentes, como son los antioxidantes (Soto-
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Garcia et al., 2016). Por otro lado, se sabe que los solventes tienen distinta capacidad de extraccion por sus
caracteristicas fisicoquimicas, como polaridad, presion de vapor, grado de pureza, estabilidad, grado de

recuperabilidad, densidad, etc. (Moldoveanu et al., 2015).

Por otro lado, se conoce que los extractos metandlicos de tallos de E. caribaeum (Jacq.) Roem & Schult,
poseen actividad antiplasmodial (Pérez-Vasquez et al., 2013). De acuerdo con Guerrero-Analco et al.,
(2007), los extractos metandlicos de corteza de Hintonia (H. Standleyana) y kina poseen actividad
hipoglucemiante en ratones con diabetes inducida con estreptozotocina (SZT). Sin embargo, se desconoce
la actividad antioxidante, el contenido de polifenoles totales, composicion de flavonoides y otros

antioxidantes de extractos organicos de las hojas de kina.

Por lo anterior, el objetivo de este proyecto fue evaluar la actividad antioxidante y el contenido de fenoles
totales, asi como detectar familias de compuestos de extractos organicos de hojas de E. caribacum (Jacq.)

Roem & Schult y C. obtusifolia Bertol.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Definicion de la diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica causada por elevados niveles de glucosa en sangre (Antonio,
2006), inicia cuando el pancreas no produce suficiente insulina o deja de utilizarla eficazmente (World
Health Organization, 2020). Se caracteriza por tener alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas

y proteinas (Kahn et al., 2005).

Puede ser clasificada en 2 categorias: diabetes tipo 1 que resulta de la destruccion progresiva de las células
B productoras de insulina en los islotes de Langerhans, que conducen generalmente a una deficiencia
absoluta de insulina y diabetes tipo 2 resultado de una pérdida progresiva de la secrecion de insulina de
células B, por lo que se necesita mas insulina para controlar las concentraciones de azicar en la sangre

(Zazworsky et al., 2006; American Diabetes Association, 2019).

Asimismo, en esta clasificacion se contempla la diabetes gestacional, otro tipo de diabetes en donde los
niveles de glucosa se elevan durante el embarazo, en una mujer que previamente no habia sido

diagnosticada con diabetes, pero estos sintomas pueden desaparecer después del parto (Flores et al., 2006).
2.2 Situacion de la diabetes en México

La diabetes es considerada una de las enfermedades con mayor impacto en la calidad de vida de la
poblacion mundial y constituye un problema serio de salud (Reyes, et al., 2016; Sun et al., 2018).

La prevalencia mundial de diabetes se ha ido duplicando desde 1980, aumentando de 4.7% a 8.5% en la
poblacion adulta de los paises con bajos y medianos ingresos (WHO, 2016). En 2014, se estim6 que a

nivel mundial 422 millones de adultos vivian con diabetes (WHO, 2016).

Para el 2019, de acuerdo con el International Diabetes Federation, el pais con mayor niimero de personas
con diabetes fue China con 116.4 millones, mientras que México se encontrd en el sexto lugar con 12.8
millones. Esta enfermedad ha llegado a ser uno de los principales problemas de salud mas graves,
asociandole la causa de muerte y los costos economicos elevados de atencion, (ISSSTE, 2019; Bello-
Chavolla et al., 2017), que son de aproximadamente 7.7 mil millones de ddlares, por lo cual se ha

declarado una emergencia epidemiologica (Basto-Abreu et al., 2020).

Se estima que para el afio 204,5 México se encontrara en el 5° lugar con mayor nimero de personas con
diabetes (IDF, 2019), este aumento puede deberse al envejecimiento de la poblacion, incremento en la
prevalencia de la obesidad relacionada con cambios en los estilos de vida (como el aumento en la densidad

calorica de la dieta y el sedentarismo), asi como otros factores (Rojas-Martinez et al., 2017).
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Para reducir el impacto degenerativo de la diabetes, son necesarios diversos factores como la correcta
alimentacion, la ejercitacion fisica, asi como el empleo de tratamientos que tienen como objetivo reducir
el riesgo de aparicion de complicaciones micro y macro vasculares, disminuir la sintomatologia, reducir la

mortalidad y aumentar los afos de la vida del paciente (Antonio, 2006).
2.3 Tratamiento de la diabetes

Para controlar la diabetes se hace uso de medicamentos tradicionales o farmacoldgicos, pero uno de los
problemas que enfrenta este ultimo medicamento es su costo y hace que el paciente abandone el

tratamiento y la enfermedad se complique.

Los medicamentos farmacologicos entre los que se encuentran la insulina, sulfonilurias, biguanidas,
inhibidores de la alfa-glucosidasa y glinidas, han ido en aumento y han hecho posible que los proveedores
de la salud no solo elijan terapias basadas en la fisiopatologia subyacente de la diabetes, sino también el
uso de medicamentos que funcionan sinérgicamente al abordar diferentes anormalidades fisiopatologicas.
Los beneficios de estos medicamentos son que permite el uso de dosis submaximas de diferentes agentes,
con un mejor control glucémico y una reduccion de los efectos adversos (Kahn, et al., 2005; Antonio,
2006). Sin embargo, el consumo de estos medicamentos representa un gasto econdémico elevado para los
pacientes con diabetes (WHO, 2016; Pinto, 2017), debido a que hay ocasiones en que la enfermedad
puede tener complicaciones (WHO, 2016) y también a la modificacion genérica de los medicamentos
(McEwen et al., 2017), se buscan opciones terapéuticas efectivas y seguras, como es el uso de derivados

de plantas medicinales (Pinto, 2017).

El uso de plantas medicinales, como materia prima para la elaboracion de extractos medicinales o para el
aislamiento de sustancias puras, ha aumentado y se han realizado estudios que evidencian su seguridad y
eficacia (Chikezie et al., 2015; Cruz, 2016). Por otro lado, los pacientes muestran una preferencia por los
productos a base de plantas medicinales principalmente, ya que generalmente son mas baratos, disponibles

y culturalmente aceptable (Chikezie et al., 2015).
2.3.1 Medicina alternativa

La medicina alternativa y complementaria conocida como etnomedicina o tradicional (Wagner, 2020), es
aquella que incluye terapia para la conexion de mente y cuerpo (Edge et al., 2001; Barrett, 2003;
Sakagami, 2012;), asi como atencion fisiologica de las enfermedades mediante derivados de plantas

(Wieland et al., 2011; Flores et al., 2014).
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Debido al escaso acceso de la medicina farmacolédgica, la OMS ha buscado implementar las terapias de
medicina alternativa y complementaria en los sistemas de salud de diversos paises. Algunas de estas
terapias, han sido utilizadas para el tratamiento de enfermedades como la diabetes (Zevallos-Morales et

al., 2016).

La OMS, ha estimado que un 80% de la poblacion mundial hace uso de la medicina tradicional para
atenciones de salud no graves y algunos de los tratamientos hace uso de extractos de plantas o sus
principios activos (Bermudez et al., 2005). En México, el 69 % de la poblacion decide utilizar la medicina
alternativa, siendo sus creencias la principal razon por la cual acuden a ella con la intencion de mejorar su
calidad de vida, mientras que solo para el 8% de los casos el tratamiento fue recomendado por personal de

la salud (Argaez-Lopez et al., 2003).

Por otra parte, otros de los factores que interviene en la decision de acudir a la medicina tradicional, es
buscar alternativas seguras, que eviten los efectos secundarios de los medicamentos aldpatas, su costo,

facil acceso y la dificultad para manejar una dieta saludable (Saucedo, 2006).
2.3.2 Plantas medicinales

Existen plantas medicinales con propiedades antioxidantes e hipoglucemiantes (Gallegos et al., 2017), de
las cuales, se conoce que poseen principios activos, que se encuentran principalmente en sus raices, hojas
y corteza (Lopez, 2002; Martinez, 2003), los cuales varian en su proporcion y concentracion dependiendo
de la especie vegetal, de la parte vegetal utilizada y de la época del afio en que se cultiva y se cosecha
(Garcia et al., 2009), lo que ha permitido que tenga varias aplicaciones (Bermudez et al, 2005; Rasool,

2012; Kumar, 2016).

Para poder usar estos principios activos es necesario extraerlos, Eichele (2010), menciona que diferentes
partes de las plantas medicinales se preparan mediante maceracion, precolacion o destilacion (Horak et al.,
2015). Se sabe que muchas de las propiedades de estas plantas son aprovechadas en el sector alimentario

funcionales y condimentos, entre otros (Lopez, 2002).

Los metabolitos presentes en las plantas medicinales, son compuestos que se pueden clasificar en
metabolitos primarios como glucosa, almidon, polisacaridos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos, que son
benéficos para la salud y en metabolitos secundarios, como alcaloides, flavonoides, saponinas,

terpenoides, esteroides, glucosidos, taninos, aceites volatiles (Kumar, 2016).

En América, las plantas medicinales han sido ampliamente utilizadas por varios grupos étnicos de México,

Honduras, Nicaragua, El Salvador, Costa Rica y Panama (Hota, 2007). Govea-Salas et al. (2017),
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mencionan que México cuenta con una amplia variedad de plantas medicinales, en diversas condiciones
de clima y suelo. Su uso con diferentes propdsitos ha sido registrado desde tiempos prehispanicos
(Alonso-Castro et al., 2017). Por otro lado, Muiieton reportd en 2009 que México ocupa el segundo lugar

en las plantas registradas a nivel mundial con 4500.

El uso de plantas medicinales en nuestro pais es una practica que se mantiene en tiempos recientes para el
tratamiento de enfermedades como la diabetes, hipertension, hipercolesterolemia e incluso tipos de cancer

(Lopez, 2008).

Se sabe que, los productos naturales de plantas son fuente de farmacos hipoglucemiantes de los cuales
muchos se distinguen por sus propiedades antioxidantes, sin embargo, no todos los constituyente quimicos
se han evaluado a nivel de laboratorio o clinico, por lo que se necesita seguir haciendo estudios para

determinar sus efectos y mecanismos de accion hipoglicemiante (Xu et al., 2018).

Con respecto a las propiedades medicinales de las plantas se han realizado investigaciones por su eficacia
terapéutica, asi como por la viabilidad econdémica y su posible bajo riesgo de efectos secundarios (Kumar,

2016).
2.3.3 Plantas hipoglucemiantes en México

Las plantas medicinales han sido utilizadas como fuentes de principios activos utilizados en la produccion
de diversos farmacos aldpatas, disponibles para el tratamiento de la diabete, muchos de los cuales se
caracterizan por su potencial antioxidantes (Patel et al., 2012). Las plantas mas comunes con potencial
antioxidante e hipoglucemiante son el nopal, noni, anona, caiapo, arandano, agrimonia, sabila, alpiste, ajo,

cebolla, higo y fresa, entre otras (Lopez, 2006; Garcia et al., 2009; Kooti et al., 2016).

La flora de México tiene mas de 20,000 plantas registradas (Soumyanath, 2006; Villasefior & Ortiz,
2014), de las cuales 1,000 son plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de la diabetes debido a

sus efectos hipoglucémicos (Coman et al., 2012).

Aunque es necesario realizar un mayor nimero de ensayos clinicos controlados sobre el potencial de
especies vegetales con actividad hipoglucemiante, los resultados en los ultimos afios son positivos, por la
eficacia y la escasa toxicidad a las dosis recomendadas, por lo que podrian utilizarse durante un periodo

determinado (Lopez, 2006; Jiménez-Corona et al., 2019).

La actividad hipoglucemiante depende de los mecanismos de accion de los compuestos que constituye a
cada planta, como puede ser la capacidad de restaurar la funcion de los tejidos pancreaticos al estimular un

aumento en la produccion de insulina, inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa, proteccion de
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células B mediante mecanismos de accion antioxidante, disponibilidad de metabolitos en los procesos que
dependen de la insulina, estimulacion de la secrecion de insulina de las células beta de los islotes,
reduccion de la resistencia a la insulina, proporcionar elementos necesarios como calcio, zinc, magnesio,
manganeso y cobre para células beta, asi como aumento de tamafos y células en los islotes de Langerhans
(Malviya et al., 2010; Kaushal et al, 2019). Por otro lado, de algunas especies de plantas hipoglucemiantes
en México, se han extraido sus compuestos bioactivos responsables del efecto terapeutico (Saad et al.,
2017). Las principalmente familias de compuestos bioactivos que se han extraido de estas plantas son
polisacaridos, alcaloides, terpenoides, flavonoides, carotenoides, taninos, esteroides, entre otros (Malviya

et al, 2010; Saad et al, 2017).

En la actualidad, la investigacion de las plantas y productos de origen bioldgico, para el control y
tratamiento de la enfermedad, es justificado debido al costo de medicinas y sus posibles efectos
secundarios (Gushiken et al., 2015). En el Anexo 1, se consignan algunas plantas de México con potencial

hipoglucemiante.

Varios productos naturales provenientes de plantas hipoglucemiantes imitan, los efectos de
concentraciones muy bajas de insulina endogena o aumentan los efectos de insulina endogena, pero
ninguno ha causado la ausencia total de la insulina. Entre los productos naturales con actividad
hipoglucemiante, se pueden encontrar compuestos derivados de fuentes microbianas, como los inhibidores
enzimaticos acarbosa, miglitol y voglibos y compuestos fitoquimicos como a-pineno, sitosterol,

estigmasterol y acido clorogénico, entre otros (Castro et al., 2014; Rios et al., 2016).

Los modelos animales insulinodependientes, utilizados para la evaluacion de diabetes, proporcionan
informacion sobre la eficacia de los posibles complementos de la terapia con insulina en estados

severamente hipoinsulinicos (Soumyanath, 2006).

Los principales modelos dependientes de insulina en los que se hacen pruebas de los principios activos,
son ratones con sindrome espontaneo (raton BioBreeding, raton Non Obese Diabetic, raton LEW-1-
AR1/Ztm-iddm) (Figura 1) y con diabetes inducido experimentalmente con aloxano, estreptozocina (STZ)
o quirtirgicamente por pancreatectomia (Figura 2) (Soumyanath, 2006; Mortady, 2018). Los ratones,
pasan por una pérdida extensa o completa de células  pancreaticas, y la consiguiente falta de insulina,

causa hiperglucemia con glucosuria, poliuria, polidipsia, hiperfagia y pérdida de peso.
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Figura 2. Ratones con diabetes experimentalmente inducidos. Fuente: Vilchez et al., 2018.

Cabe destacar, que los compuestos de origen vegetal podrian ser evaluados en diferentes niveles clinicos
de diabetes con la posibilidad de que sean empleados en combinacion con la medicina aldpata (Lopez,
20006).

2.4 Potencial antioxidante de fitocompuestos

Los antioxidantes tienen un papel muy importante como factor protector de la salud, ya que reducen el
riesgo de enfermedades cronicas, como el cancer y la diabetes. Se ha reconocido que los antioxidantes de
origen vegetal como la vitamina C, vitamina E, acidos fenolicos tienen potencial de reducir el riesgo de
enfermedades (Shekhar et al., 2014). La mayoria de los antioxidantes con potencial hipoglucemiante son

de origen vegetal (Rivas et al., 2015).

Las fuentes primarias de antioxidantes naturales son cereales integrales, frutas y verduras, siendo los
taninos, lignanos, estilbenos, acidos fendlicos, catequinas, antocianinas algunos de los compuestos con
potencial quimiopreventivo en bioensayos con modelos de animales, mismos a los que se les ha asociado

la actividad antioxidante (Franco-Quino et al., 2016).
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La actividad antioxidante es propia de las sustancias que previenen la oxidacion dafiina causada por
sustancias quimicas reactivas en reacciones metabolicas o factores exogenos, dicho mecanismo ha
permitido el uso de antioxidantes como parte importante del tratamiento de enfermedades degenerativas
provocadas por la accion de radicales libres (Cajas & Merchan, 2021). La mayoria de los antioxidantes

con potencial hipoglucemiante son de origen vegetal (Rivas et al., 2015).

De acuerdo con Cui et al. (citado por Kedare et al., 2011), los antioxidantes intervienen en cualquiera de
los tres pasos principales, iniciacidon, propagacion y terminacion, del proceso oxidativo mediado por

radicales libres.

Se ha publicado que los fitocompuestos antioxidantes pueden inhibir a la enzima alfa-glucosidasa, que
degrada al glucdgeno en la sintesis de la glucosa, y a la vez estimula la secrecion de la insulina por el
pancreas con el fin de controlar el nivel de azlicar en sangre, igualmente inhibe la gluconeogénesis y/o

aumenta la captacion de insulina por sus receptores (Gonzales-Llontop et al., 2020).

De acuerdo con Carrillo (2019), existen métodos que permiten determinar el estrés oxidativo para la
estimacion del potencial de farmacos antioxidantes, entre los que se encuentran los ensayos in vitro ¢ in
vivo. Los métodos in vitro mas utilizados son el ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato),
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidazil), FRAP (por sus siglas en ingles, Ferric Reducing Antioxidant Power),
TBARS el cual analiza los niveles de lipoperoxidacion y TAC (por sus siglas en inglés, Total Antioxidant
Capacity). Entre los métodos in vivo se encuentra, el método para evaluar la carbonilacion de proteinas (3-

nitrotiosina) o la oxidacion de ADN (8-hidroxideoxiguanosina) (Castafieda et al., 2008).

Por otro lado, cabe sefialar que, para el caso de bioensayos con productos naturales, se estd buscando
fraccionar y purificar compuestos de extractos vegetales y analizar su actividad farmacologica en sistemas

in vitro, ya que los resultados de estas pruebas se obtienen en forma rapida y economica (Castafieda et al.,

2008).
2.4.1 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Para evaluar la actividad antioxidante se acude al método de DPPH, el cual determina la actividad de
captura de material radicalario, en presencia de una sustancia antioxidante, midiendo el potencial de
inactivacion de dicho radical en medio acuoso, ademas, es un método rapido, simple, economico y

ampliamente utilizado (Kedare et al., 2011; Jiménez et al., 2012).

La actividad antioxidante puede, entre otros factores, depender del tipo (posicion y nimero de hidroxilos

en la molécula) y concentracion de compuestos fendlicos, y de la presencia de metales de transicion.
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De acuerdo con Yang et al. (citado por Jiménez et al., 2012), el uso de bafio ultrasénico mejora la
homogenizacion de la muestra, provocando que los compuestos antioxidantes puedan estar accesibles al

radical libre.

El método de ensayo de DPPH se basa en la reduccion de DPPH (radical libre estable). El radical DPPH
con un electron impar, se detecta a una absorcion maxima a 517 nm (color purpura), cuando los
antioxidantes reaccionan con el DPPH para evaluar la actividad antioxidante, este se empareja en
presencia de un donante de hidrogeno, se reduce al DPPH-H (Difenilpicrilhidrazina) y como consecuencia

la absorbancia del DPPH disminuye (Figura 3), perdiendo el color purpura.
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Figura 3. Reaccion del DPPH

El radical DPPH-H, resulta en decoloracion (color amarillo) con respecto al nimero de electrones

capturados. Si hay mas decoloracion, mayor sera la capacidad reductora (Shekhar et al., 2014).

Este método es tnico en llevar a cabo la reaccion de la muestra con DPPH en metanol/agua, lo que facilita

la extraccion de compuestos antioxidantes de la muestra (Kedare et al., 2011).

El analisis de antioxidantes por otros métodos puede limitarse a aquellos compuestos solubles en los
disolventes seleccionados. La ventaja de este método es que se permite que el DPPH reaccione con toda la
muestra y el tiempo suficiente en el método permite que reaccione lentamente incluso con antioxidantes
débiles (Prakash, 2001). El método DPPH se puede utilizar en disolventes organicos acuosos y apolares y

se puede utilizar para examinar antioxidantes hidrofilos y lipofilos.
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2.5 Contenido de polifenoles en extractos de plantas

Los compuestos fenolicos tienen una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios

anillos fenolicos (Ruiz et al., 2018) (Figura 4).

OH 0O

0
HO =
OH

Fenol Acidos Fenolicos Flavanoides

Figura 4. Estructuras molecular de compuestos fenolicos

Generalmente estos compuestos se encuentran como ésteres o glucoésidos mas que como compuestos libres
(Vermerris et al., 2008). Se pueden clasificar en fenoles no carboxilicos y acidos fenélicos y flavonoides
(antocianos, flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles, taninos condensados y lignanos), asi como en
grupos basados en el nimero de carbonos en la molécula (Harbone & Simmonds, 1964; Gimeno, 2004)

(Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de compuestos fenolicos

Estructura Clase de compuesto fendlico
Cs Fenoles simples
Cs-Ci Acidos fendlicos y compuestos relacionados
Ce-C2 Acetofenonas y acidos fenilacéticos
Cs-C;5 Acidos cinamicos, aldehidos cinamilicos, alcoholes cinamilicos
Cs-Cs Cumarinas, isocumarinas y cromonas.
Cis Chalcones, aurones, dihidrochalcones
Cis Flavanos
Cis Flavonas
Cis Flavonones
Cis Flavanonoles
Cis Antocianidinas
Cis Antocianinas
Cso Biflavonilos
C-C1-Cg, Cs-Cr-Cs Benzofenonas, xantonas, estilbenos
Cs, Cro, C14 Quinonas
Cis Betacianinas
Lignanos, neolignanos Dimeros u oligdmeros
Lignina Polimeros
Taninos Oligémeros o polimeros
Flobafeno Polimeros

C: Numero de carbonos caracteristicos del compuesto fendlico
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Los compuestos fenolicos son unos de los responsables de las actividades antioxidantes, ya que tienen la
capacidad de proteger a las células contra el dafio oxidativo y por lo tanto, limitan la accion de las enzimas
que biodisponen a la glucosa en sangre y el riesgo de varias enfermedades degenerativas asociadas al
estrés oxidativo causado por radicales libres, asimismo, presentan propiedades fisiologicas tales como
hipoglucemiantes, anticancerigenas, antialergénicos, antiinflamatorio, antimicrobiano y cardioprotector
(Gutiérrez et al., 2008; Gallego, 2016; Phuyal et al., 2020).

Se han generado diferentes métodos para detectar a los compuestos fendlicos, siendo el método de Folin-
Ciocalteu, el mas utilizado para cuantificar el contenido de polifenoles totales (Naspud, 2018; Cosme et

al., 2020).
2.5.1 Meétodo de Folin Ciocalteu

Si bien, la cromatografia en sus diferentes pruebas analiticas, se considera la herramienta mas importante
para la determinacion cuantitativa de compuestos fendlicos, pero con mayor frecuencia se emplea métodos

que son de facil disponibilidad (Cicco et al., 2011).

Para cuantificar el contenido de polifenoles en extractos de plantas, cominmente se utiliza el Método
Oficial AOAC (Folin-Ciocalteu), que es un método colorimétrico basado en una reaccion de oxidacion de
los fenoles (considerado también como un método de medida de la actividad antioxidante), previamente
extraidos en agua/alcohol y luego se hacen reaccionar con el reactivo Folin-Ciocalteu (una mezcla
compleja de wolframato soédico y molibdato de sodio en acido fosforico) en presencia de alcali (carbonato
de sodio), se produce una concentracion apreciable de iones fenolato (Espinosa-Leal et al., 2015; Kupina

et al., 2018).

El carbonato de sodio juega un papel muy importante, ya que previene la formacion de precipitados, asi
como también ayuda a obtener un alto contenido de iones fenolatos (Cicco et al., 2011). Los fenolatos
reducen al reactivo de F-C (amarillo) transforméandolo en un croméforo de color azul, constituido por un
complejo fosfotingstico-fosfomolibdeno, donde la absorciéon méaxima de los cromodforos depende de la
solucion alcalina y de la concentracion de compuestos fenolicos (Cicco et al., 2011; Blainski et al., 2013;

Garcia et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5. Reaccion de reduccion del agente Folin-Ciocalteu

La intensidad del color azul es proporcional a la cantidad de compuestos fendlicos reactivos en la muestra,
que es medida espectrofotométrica (UV/VIS) a 765 nm, donde la cuantificacion de los polifenoles se
obtiene interpolando las absorbancias obtenidas, en la curva de calibracion de las absorbancias de las
diluciones del 4acido galico utilizado como un compuesto estandar a concentracion conocida. Los
resultados son expresados en equivalentes de acido galico por gramos de muestra seca (Naspud, 2018). El
método también dara resultados positivos para extractos que contengan acido ascorbico, aminoacidos o

azucar (Kupina et al., 2018).

Este método es facil de realizar, rapido y aplicable en el uso rutinario de laboratorio, y de bajo costo, pero
se deben considerar algunos factores que pueden afectar el resultado final del método, entre los que se
encuentran la sustancia de referencia elegida, volumen de un extracto y el reactivo para el procedimiento
analitico, el tiempo de reacciéon Optimo, la longitud de onda para las mediciones, la temperatura para el

desarrollo de color, etc. (Hudz et al., 2019).
2.6 Caracterizacion botanica y quimica de la kina (Exostema caribaeum)

Exostema caribaeum (Jacquin) Roemer y Schultes (Rubiaceae), comunmente conocida como copalchi,
copalche, kina, melena de ledn, entre otros, son un género neotropical de 25 especies de arboles y arbustos
(Figura 6 y 7), pertenecientes de las familias Rubiaceae y algunas Euphorbiaceae (McDowell et al., 2003;
IBUNAM, 2021). Una de las caracteristicas principales de la familia Rubiaceae, es que muchas de sus

plantas no se producen alcaloides (Froelich et al., 2006).
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Figura 6. Arbol de kina (Exostema caribaeum) Figura 7. Hojas de kina

Esta planta esta en riesgo de saqueo, y es ademas una de las 50 especies medicinales silvestres
comercializadas (Cristians et al., 2018). Se distribuye del centro de México a Costa Rica y en las Antillas

(McDowell et al., 2003).

Las cortezas de su tallo son extremadamente amargas, se utilizan en el tratamiento de la diabetes,
paludismo, malaria, dolencias gastrointestinales y fiebre ocasionada por dengue, asi como sustituto de la

quinina (Froelich et al., 2006; Guerrero-Analco et al., 2007; Pérez-Vasquez et al., 2013).

Se han realizado ensayos clinicos del efecto hipoglucemiante de los extractos metanolicos de corteza de
hintonia (H. standleyana) y kina, evaluados en ratones con diabetes inducida con STZ, demostrando una
disminucion de los niveles de glucosa en sangre, por la presencia de principios activos como las 4-
fenilcumarinas (neoflavonoides), cucurbitacina y acido clorogénico (Guerrero-Analco et al., 2007; Pérez -

Vasquez et al., 2013).

Pérez-Vasquez et al. (citado por Noster y Kraus, 1990), publicaron que diferentes extractos metanolicos de

corteza de tallo de E. Caribaeum, posee actividad in vitro anti parasitaria sobre Plasmodium falciparum.
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2.7 Caracterizacion botanica y quimica del guarumbo (Cecropia obtusifolia)

El género Cecropia pertenece a la familia Urticaceae y consta de 61 especies de arboles de rapido
crecimiento, ampliamente distribuidos en la selva tropical y subtropical, desde México hasta América
Central y del Sur (Tenorio-Galindo et al., 2008; Rivera-Mondragoén et al., 2019), entre estas especies se

destaca la C. obtusifolia Bertol, conocida comunmente como guarumbo (IBUNAM, 2021).

El guarumbo, es un arbol de 20 a 25 m de altura, con un tronco recto y hueco con inflorescencias
dispuestos en racimos digitados, hojas de color verde intenso en el haz y gris en el envés IBUNAM,
2021) (Figura 8 y 9), es utilizada principalmente para el control de la diabetes mellitus (Pérez-Guerrero et

al., 2001; Nicasio-Torres et al., 2009).

Figura 8. Arbol de guarumbo (Cecropia obtusifolia) Figura 9. Hojas de guarumbo

En la etnomedicina de México, se utilizan las hojas de esta planta mediante infusiones acuosas como
agente antiglucémico, antiinflamatorio, gripa, asma, bronquitis y fiebre (Rivera-Mondragén et al., 2017;

Fortis-Barrera et al., 2019; Rivera-Mondragon et al., 2019).

Asi mismo, se han realizado diversos estudios farmacologicos con extracto etandlico de las hojas y corteza
de C. obtusifolia aislando compuestos fenolicos, como el acido clorogénico y la isoorientina, dos
flavonolignanos, acido tormentoso, [-sitosterol, alcaloides, glucdsidos, cardiotonicos, taninos,

triterpenoides y glucosidos de saponina los cuales han mostrado propiedades medicinales como
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antipaludicos, antihipertensivos, hipoglucémicos, hipolipidémicas, antioxidantes y diuréticos (Pérez-
Guerrero et al., 2001; Revilla-Monsalve et al., 2007; Nicasio-Torres et al., 2009; Rivera-Mondragon et al.,
2019).

En contraste, atn no se evaliian todos los compuestos bioactivos, por lo que en la actualidad ha surgido la
necesidad de identificar todos los compuestos presentes de la hoja de C. obtusifolia para producir
extractos que permitan el desarrollo de farmacos para resolver algunos problemas de salud (Revilla-

Monsalve et al., 2007; Nicasio-Torres et al., 2009).

Por otra parte, se ha mencionado que la C. obtusifolia tiene un efecto hipoglicemico similar a la
glibenclamida sin hepatoxicidad ni efectos desfavorables en ratas normales, hiperglucémicas y diabéticas
inducidas por estreptozotocina inhibiendo la accioén de la a-glucosidasa, mientras que para humanos se
encontré que se puede disminuir la hiperglucemia, colesterol y triglicéridos (Andrade-Cetto et al., 2001;

Revilla-Monsalve et al., 2007; Nicasio-Torres et al., 2009; Fortis-Barrera et al., 2019)

Los extractos acuosos de C. obtusifolia induce la secrecion de insulina a través de la inhibicion de los
canales de K sensibles al ATP, que despolarizan las células para abrir posteriormente los canales de Ca**
que inducen la secrecion de insulina, por lo que también es importante identificar a los compuestos

responsables de la accion inhibitoria (Fortis-Barrera et al., 2019).
2.8 Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

La extraccion es una técnica utilizada para la identificacion y separacion de compuestos bioactivos de
plantas medicinales y depende del tipo de planta que se va a utilizar, asi como de la naturaleza quimica de

los compuestos bioactivos y las propiedades farmacologicas (Guerra, 2005).

Para elegir el método de extraccion, se debe tomar en cuenta la naturaleza del material biologico de origen
y de los compuestos a aislar, asi como los objetivos como compuestos bioactivos desconocidos, estudio
biodirigido de compuestos, grupo de compuestos relacionados estructuralmente, todos los metabolitos

secundarios e identificacion de los compuestos (Sarker et al., 2006).

Asimismo, Sarket et al. (2006) mencionan que las extracciones pueden ser selectivas o totales. Si una
extraccion es selectiva, el material vegetal se extraera usando un solvente de polaridad apropiado, por
ejemplo, no polar (rn-hexano, éter, cloroformo), polaridad media (acetato de etilo, diclorometano) y polar
(agua, etanol, metanol). El uso de estos solventes va a permitir que se tenga una separacion preliminar de
los metabolitos presentes en el material. Mientras que, si una extraccion es total, se empleara un solvente

organico polar (etanol, metanol o una mezcla alcohdlica acuosa), en un intento de extraer todos los
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compuestos posibles, esto se basa en la capacidad de los disolventes alcoholicos para aumentar la
permeabilidad de la pared celular, facilitando la extraccion eficiente de grandes cantidades de compuestos

de polaridad media baja.

Entre los métodos mas comunes de extraccion se encuentran la extraccion solido-liquido, la maceracion,
extraccion soxhlet, extraccion liquido-liquido extraccion por fluidos supercriticos y ultrasonido, entre
otros (Thangaraj, 2016). La extraccion solido-liquido, se define como un proceso de separacion en el que
ciertas sustancias se disuelven de una matriz solida mediante un solvente liquido. El disolvente utilizado
debe ser capaz de disolver las sustancias presentes en el solido; por tanto, su seleccion es importante para

la eliminacion cuantitativa de ellos y el rendimiento del proceso

La maceracion es un método facil y econdmico realizado a pequefia escala para obtener compuestos
bioactivos. Su procedimiento se basa en la molienda de la planta en particulas pequefias, para aumentar el
area superficial y asi obtener un mejor contacto con el agente extractor, enseguida se mezcla con el
disolvente elegido, se da un tiempo de reposo y se separa el extracto mediante filtracion al vacio. Para que
la maceracion se lleve a cabo, es necesario hacer uso del proceso de agitacion, con el propdsito de
aumentar la difusion del solvente entre las particulas vegetales y eliminar la solucién concentrada de la

superficie de la muestra y obtener un mayor rendimiento de extraccion (Azmir et al., 2013).

Cabe mencionar que los aceites comestibles, provienen de extracciones con solventes (Casado, 2018). La
extraccion mas utilizada es la lixiviacion, requiriendo ademas de un proceso de eliminacion de los
solventes (Pilco, 2015). Asimismo, es importante mencionar que varios aceites comestibles al final de su
produccion quedan con pequefios residuos de solventes, a nivel de lo que disponen las Normas Oficiales

(Gonzalez & Aramburo, 2011).

La extraccion Soxhlet es utilizada para la comparacion de varias alternativas de extraccion. Se basa en
colocar una pequefia cantidad de muestra seca en un cartucho, el cual se coloca junto con el disolvente
dentro de un matraz de destilacion hasta llevar a ebullicion del solvente, finalmente se evapora hasta un
condensador a reflujo y es recuperado. El proceso se repite la cantidad de veces que sea necesario hasta

que la muestra quede agotada (Azmir et al., 2013; Nuiez, 2008).

Otro método de extraccion es el liquido-liquido y se define como la separacion selectiva de sustancias de
una mezcla liquida utilizando combinaciones de solventes no miscibles o casi no miscibles, tiene como
ventaja el alto rendimiento, mientras que el consumo de energia es minimo, ademas de que la temperatura

del proceso es mas baja y se tiene un control directo de la selectividad (Othmer, 2018).
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Por otra parte, la extraccion de fluidos supercriticos tiene como objetivo principal la recuperacion del
100% del analito para fines de cuantificacion. El principal disolvente de esta técnica es el dioxido de

carbono por sus caracteristicas fisicas de calidad alimentaria (Azmir et al., 2013).

Finalmente, el ultrasonido es un método basado en el fendmeno de la cavitacion (produccion, crecimiento
y colapso de burbujas) utilizado de manera efectiva para la extraccion de compuestos bioactivos de plantas
facilitando la lixiviacion (Azmir et al., 2013). El ultrasonido involucra dos principales fendmenos fisicos
que son la difusion a través de la pared celular y el contenido final de los compuestos en la célula después
del rompimiento de las paredes (Azmir et al., 2013). Las ventajas de utilizar ultrasonido como método de

extraccion es la reduccion del tiempo, la energia y uso 6ptimo del solvente.

Para obtener una buena y eficiente extraccion es necesario cumplir con los factores contenido de humedad

de la muestra, grado de molienda, tamafio de particula y solvente a utilizar (Azmir et al., 2013).
2.9 Métodos analiticos para la identificacion de compuestos bioactivos

Los fitocompuestos bioactivos de los grupos alcaloides, flavonoides, taninos, fenoles, entre otros son
caracterizados mediante diferentes métodos analiticos, destacando las reacciones de coloraciéon u

oxido/reduccion.

Los alcaloides son solubles en solventes organicos poco polares como cloroformo, mezclas derivadas de
¢éste como son el éter o HCI al 5 %. De acuerdo con Sierra-Sarmiento et al. (2018), citado por (Codina et
al., 1993), el método de extraccion y fraccionamiento de los alcaloides consta de una eliminacion de los
pigmentos mas lipofilos del extracto metanodlico y acidificado de las particulas de las partes de la planta en

estudio, hasta obtener diversos extractos enriquecidos de diferentes alcaloides.

Por otro lado, los flavonoides son compuestos polares y solubles en agua y etanol, su caracter fenolico y
su intensa absorcion en la region ultravioleta y visible espectro son caracteristicas a tomar en cuenta. Para
realizar su estudio son importantes sus propiedades de solubilidad y comportamiento ante reacciones de
color, asi como las técnicas de cromatografia (Mufioz, Alvarado-Ortiz et al., 2014; Sierra-Sarmiento et al.,

2018).

Los taninos son compuestos quimicos de caracter fenolico, forman con el agua soluciones coloidales de
reaccion acida y sabor astringente. Su estudio se basa en un ensayo con cloruro férrico que permite

reconocer la presencia de compuestos fenolicos o taninos (Sierra-Sarmiento et al., 2018).
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2.9.1 Cromatografia

Otros de los métodos mas utilizados para la identificaciéon de compuestos bioactivos presentes en las

plantas es la cromatografia (Garcia, 2016).

La cromatografia se basa en la elucion de los componentes de una muestra mediante una fase movil a partir
de una fase estacionaria, proporcionando la informacion necesaria sobre los componentes que se han
separado, asi como también el tiempo de retencion caracteristico de la estructura del compuesto y la sefial

de intensidad que esta relacionada con la cantidad del compuesto (Garcia, 2016).

Los métodos cromatograficos mas empleados son la cromatografia de capa delgada, cromatografia de gases
y cromatografia de liquidos de alta resolucion (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008). La cromatografia de
gas es la mas utilizada para analisis de compuestos volatiles y no polares, en la actualidad es acoplada con
la espectrometria de masas, permitiendo la facilidad de medicion del peso molecular y la identificacion de

cualquier compuesto (Garcia, 2016; Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Por otro lado, la cromatografia de liquidos de alta resolucion es un método utilizado para el aislamiento de
productos naturales y es combinada con el detector UV proporcionando separaciones altas y rapidas. La

fase estacionaria mas utilizada es la columna C18 empleando agua, acetonitrilo o mezclas de metanol.

2.9.1.1 Cromatografia de capa fina
La cromatografia de capa fina (CCF), es un método utilizado para el analisis cualitativo de compuestos
organicos simples o mezclas de éstos, siendo la fase estacionaria una capa delgada. El fundamento de esta

cromatografia se basa en la distancia de migracion de los componentes de la muestra durante un tiempo

(Reich & Schibli, 2006) (Figura 10).

Totally unretained solute

Solvent front @ —-------e--

oiute @0 00
R, = Zsolute_ PR
A d dolvent
solvent @ @ © © ©
® dsolute
Starting line @ — e e o e o
. - .
Totally retained solute
Reading of TLC slide Detection of analyte on TLC slide

Figura 10. Cromatografia capa fina. Fuente: Sajid et al., 2018.
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Es el tipo de cromatografia mas simple y econdmico, ya que no requiere mucha instrumentacion y se

pueden separar varias muestras (Lundanes et al., 2014).

La separacion de los compuestos se puede lograr utilizando diferente tipos de fases estacionarias, la mas
utilizada es la de silica gel (F2s4), la F significara que estas placas tienen propiedades fluorescentes cuando
se irradian una lampara UV a 254 nm (Reich et al., 2006). Su actividad esta relacionada con el contenido

de agua en la placa, cuanto menor es el contenido de agua, mayor sera la actividad (Lundanes et al., 2014).

Asimismo, es importante mencionar que la fase movil, debe ser miscible y volatil de modo que puedan
retirarse facilmente de la placa de CCF, antes de la deteccion. De acuerdo con Cai (2014), se consideran
tres criterios para elegir una fase movil solubilidad, afinidad y resolucion. La fase movil debe
proporcionar la mayor solubilidad mientras equilibra la afinidad de la muestra por el disolvente, y la fase
estacionaria para lograr la separacion. La resolucion se mejora optimizando la afinidad entre la muestra, el
disolvente y la fase estacionaria. La mayoria de los sistemas de solventes de CCF contienen un solvente

polar y un solvente cromatograficamente menos polar.

En la actualidad, se han desarrollado una variedad de sistemas de elusion en CCF para la separacion de
acidos fenolicos. Los componentes mas polares que se adsorben fuertemente en la superficie de silice son
el acido clorogénico, elagico o rosmarinico, haciendo uso de solventes que consisten en acetato de etilo:
acido formico: agua en diferentes proporciones (8:1:1, 65:15:10, 88:6:6). El acido formico puede ser
reemplazado por metanol, 1-propanol o 1-butanol. También se ha investigado la posibilidad de utilizar
placas HPTLC de silice de aminopropilo, debido a la fuerte adsorcion de este tipo de adsorbente y a la

obtencion de resultados satisfactorios (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Por otro lado, para llevar a cabo la separacion de cumarinas por CCF, se utilizan solventes polares débiles
como éter de petrdleo: dietiléter, tolueno:acetato de etilo y hexano:acetato de etilo, los cuales han

demostrado un mejor desplazamiento de adsorcion (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Finalmente, para flavonoides se recomienda que el extracto a utilizar se encuentre concentrado a 25 o0 30%
y los solventes a utilizar sean mezclas de acetato de etilo: acido formico: acido acético glacial: agua en

una composicion de 100:11:11:26 (Wagner et al., 1984).

De acuerdo con Lundanes et al. (2014), las separaciones de CCF, se pueden realizar de dos formas,

desarrollo vertical o ascendente y horizontal.

Desarrollo vertical o ascendente, es la forma mas comtn de realizar la CCF, en este tipo de desarrollo se

aplican muestras y patrones en la parte inferior de la placa, que posteriormente se coloca en una camara
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cerrada que contiene cierta cantidad de fase movil. Las fuerzas capilates permiten que la fase movil se
eleve hacia la parte superior de la placa. Por otra parte, es importante mencionar que la evaporacion de la

fase movil en la superficie juega un papel importante ya que tiene efecto sobre la separacion (Figura 11).

Cémara TLC

Linea de

partida Placa TLC

Figura 11. CCF ascendente. Fuente: Lundanes et al., 2014.

En el desarrollo horizontal, la placa cromatografica con las muestras aplicadas se coloca mirando hacia
abajo sobre espaciadores. Las fuerzas capilares mueven la fase movil hacia el centro de la placa (Figura

12). La ventaja mas importante es que la placa se puede utilizar para varias muestras.
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Abertura del capilar
Frente del solvente

Z \
\

L ‘

S\

Base

Espacio del tanque de disolvente Placa de vidrio

Figura 12. CCF horizontal. Fuente: Lundanes et al., 2014.

Para calcular el movimiento de un compuesto se utiliza el factor de retencion (Ry). El Rrde un compuesto
se describe como la distancia a la que eluye un compuesto dividido por la distancia desde la linea de
aplicacion hasta el frente de una fase movil. Cuanto mayor sea el Ry, menor sera la interaccion entre el

compuesto y la fase estacionaria (Sherma et al., 2003).

Una vez revelada la placa, la fase movil debe eliminarse por vapor. Los compuestos separados pueden ser
detectados a simple vista por su color (natural) o por fluorescencia (después de la irradiacion con UV). Si

se compara el tamafio y la intensidad de las manchas de la muestra con el tamafio y la intensidad de las
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manchas de los estandares, se puede hacer una buena estimacién de la concentracion. Cuando los
compuestos tienen propiedades absorbentes de rayos UV, las placas pueden ser impregnadas con

reveladores fluorescentes, los cuales favorecen a la deteccion (ver Anexo 2).
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3. ESTADO DEL ARTE

De acuerdo con estudios realizados por Andrade-Cetto, en el 2001, se reportan para México algunas
plantas con efecto hipoglucémico, entre las que se encuentran el guarumbo (Cecropia obtusifolia Bertol) y
la kina (Exostema Caribaeum (Jacq.) Roem & Schult). Por lo anterior, se realiz6 una busqueda de

informacion acerca de estas plantas, con el objetivo de emplearlas para este proyecto.

A continuacion, se muestra los estudios més recientes para cada planta (Tabla 2 y Tabla 3).

Tabla 2. Investigaciones previas sobre la bioactividad de extractos de Exostema caribaeum

Planta Tipo d?, Bioactividad Referencia
preparacion
e Se hizo uso de cromatografia liquida de
ultra alta resolucion - matriz de fotodiodos
(UHPLC-PDA).
Infusiones e Los principales principios activos son 4- , ,
. . . . Pérez-Vasquez et al.,
acuosas de fenilcumarinas (2-8) y acido clorogénico. 2013
corteza e La estructura del nuevo compuesto '
obtenido  fue:  5-O-[B-D-xilopiranosa-
(1—-06)- B-D-glucopiranosal-7,3°,4’-
E. caribaeum trihidroxil-4-fenilcumarina
e Tiene un efecto hipoglucemiante.
Extractos

o Estos extractos poseen actividad in vitro
anti parasitario (controla: Plasmodium
falciparum)

metanolicos de
corteza

Guerrero-Analco et

Extract
XUactos al., 2007

metanodlicos de e Reduccion de glucosa en sangre

tallos y corteza e Demostrado en ratas estreptozotocina.
de unamezcla e Principios activos son: 4-fenilcumarinas
con Hintonia

Actividad antioxidante e identificacion de metabolitos secundarios de hojas de Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult y Cecropia
obtusifolia Bertol.

23



Tabla 3. Investigaciones previa sobre la bioactividad de extractos de Cecropia obtusifolia

Planta Tipo d?, Bioactividad Referencia
preparacion
Identificacion de compuestos mediante HPLC.
Extractos Principios activos antimalaricos: dos flavonolignanos Rivera-
etanodlicos de (1-2), acido tormético y el B-sitosterol. Mondragoén
hojas Actividad  antiparasitaria ~ sobre  Plasmodium etal., 2019
Salciparum.
Extractos Efectos analgésicos, antiinflamatorios, depresores del —Pérez-
acuosos de sistema nervioso central, baja toxicidad. Guerrero et
hojas al., 2001
Cuantificacion de acido clorogénico mediante HPLC.
Extracto Efecto hepatoprotector. Fortis-
acuoso de Se hicieron pruebas sobre la secrecion de insulina en Barrera et al.,
hojas células RINmSF y sobre el metabolismo de 2019
carbohidratos en ratones (STZ)
Se indujeron en medio Murashige y Skoog (MS)
C. obtusifolia Extractos suplementado con regulac?ores .de cr.ecimientos..
i1 Se observo que los cultivos in vitro mantuvieron la
metanolicos de ., . .
produccion de compuestos bioactivos
callos de

hipoglucemiantes (isoorientina y acido clorogénico).

meristemos de ) .. ) .. Nicasio-
. Se corrobord la actividad hipoglucémica en ratones.

yema apical. ) o Torres et al.,
Representa una alternativa para la multiplicacion de 2009
plantas con potencial bioactivo.
Mediante HPLC se cuantificd la isoorientina y acido

Extractos -

i1 clorogénico.

metandlicos de . .

hojas Ambos son compuestos hipoglucemiantes,
hipolipidémicos y antioxidantes

Extractos Se determinaron constituyentes quimicos por HPLC.

acuosos de Los extractos fueron administrados diariamente a Revilla-

hojas pacientes con diabetes tipo 2. Monsalve et
Hubo reduccion de glucosa a partir de la cuarta al., 2007

s€mana.

Uno de los métodos mas utilizados para conocer el potencial hipoglucemiante de las plantas es la
evaluacion de la actividad antioxidante, promovida por diversos constituyentes quimicos como son los
compuestos fenodlicos, entre los que destacan la isoorientina, una isoflavona de la que se desconoce su
mecanismo de accion hipoglucemiante, y el acido clorogénico que posee actividad antiviral y

hepatoprotectora (Gomez, 2013; Chaves-Ulate et al., 2019).
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Las principales investigaciones de los compuestos polifenodlicos y otros con potencial antioxidante

presentes en plantas, se consignan en la Tabla 4.

Tabla 4. Investigaciones previas sobre principales compuestos con potencial antioxidante e

hipoglucemiante presente en las plantas medicinales

Familia de Constituyentes quimicos Via metabélica
compuesto de accién

Referencias

Catarantinas, vindolina,
vindolina vinblastina,
vincristina.

Accion captadora
de radicales libres

Regeneracion de
células B
pancreaticas y
secrecion de
insulina.
Secrecion de

Aegelin, marmesin,
Alcaloides marmelosin

Singh et al., 2003.
Al masri et al., 2009.

Kamalakkannan & Prince, 2005.
Ponnachan et al., 1993

Harmine, pinoline insulina y Cooper et al., 2003.
’ regeneracion de Kirtikar & Basu, 1993.
células B
Crisina, isoquercitrina Roman-Ramos et al., 1995.
Flavanoles, flavonas, Liu et al., 2004
flavanonas Secrecion de Vuksan et al., 2000.
o g,y 20
). ’ Jellin et al., 1994
7-0-glucosido
Naringenina Waltner-Law et al., 2002.
. .. .. Lemus et al., 1999.
Flavonoides Kaempferitrina Glucolisis Jorge et al., 2004
(+) Catequina, (-) Grover & Vats, 2000.
epicatequina, acido Actividad Kar et al., 2003.
clorogénico, liquiritigenina,  insulinomematica ~ Wadood & Shah, 1989.
isoliquiritigenina Van de Venter et al., 2008.
Actividad

Kaempferol, isorhamnetina  captadora de
radicales libres

Jellin et al., 1999.

Regeneracion de
células B
pancreaticas y

Taninos, acido galotanico .,
secrecion de

Polifenoles y

. insulina.
derivados
Acido elagico, acido Digestion y
corosolico, acido 4- absorcion de

hidroxibenzoico, acido 3-O-  carbohidratos,

Hannan et al., 2006.

Naisheng et al., 2008.
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metil protocatecuico, acido
cafeico, acido p-cumarico,
kaempferol

Mangiferin

secrecion de
insulina.

Actividad
inhibidora de la a-
glucosidasa

Yoshikawa et al., 2001.

Saponinas

Estigmasterol, quercitol,
acido gimnémico IV
3-O-B-D-glucopiranosido
3-heptadecanoato, 4cido 8-
hexadecenoico, acido
hexadecenoico.

Regeneracion de
células B
pancreaticas y
secrecion de
insulina.

Sugihara et al., 2000.
Preuss et al., 2004.
Alipour et al., 2014.
Mathews et al., 2006.

Durante los ultimos 40 afios, se cuentan con avances en la investigacion de la extraccidon, deteccion,
identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos, como constituyentes medicinales y alimentarios
(Soler, 2009). Para detectar la presencia de polifenoles totales y otros compuestos antioxidantes de
extractos de plantas, se utilizan pruebas de deteccion por 6xido-reduccion principalmente, que, aunque su
uso suele remplazarse por técnicas de HPLC, siguen siendo pruebas rapidas, eficaces, reproducibles y
relativamente econdmicas, ademas se pueden optar por una amplia gama de disolventes ajustados a las

necesidades de las muestras de interés (Khoddami et al., 2013; Thangaraj, 2016). En la Tabla 5, se pueden

encontrar las herramientas rapidas de analisis utilizadas para la determinacion de principios activos.

Tabla 5. Investigaciones previas sobre las herramientas andliticas relativamente rapida utilizadas para la

determinacion de principios activos

Herramienta de

Muestra L. Principio Referencia
analisis
Extractos de flores, tallos . Lozada-Ramirez et al.,
) ) IR Flavonoides
de silybum marianum 2021.
Extractos etanolicos de , .. .. ,
Voltamperometria Actividad antioxidante Pérez-Cabeza et al., 2017

Spinacia oleracea

Extractos etanoélicos de
Cimicifugae rhizoma

Extractos acuosos de
cascarilla de arroz

Electroforesis capilar

IR

Extractos metandlicos de
hojas de distinas especies CCF

de curcuma

Acidos fenolicos

Compuestos fenolicos

Compuestos fenolicos
(4cido cafeico, acido
ferulico)

Mao et al., 2019

Sanchez-Molina et al.,
2018

Burman et al., 2019,

IR: Espectroscopia infrarroja, CCF: cromatografia capa fina
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Debido a que se tiene el interés de incrementar la investigacion sobre la composicion quimica de
guarumbo (Cecropia obtusifolia Bertol) y kina (Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult), se propone
realizar la determinacion de sus compuestos, mediante métodos analiticos de deteccion por reacciones de
oxidoreduccion y cromatografia de capa fina, lo cual podria ser una estrategia efectiva, rapida y

econdmica, para conocer cuales son los compuestos antioxidantes.
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4. JUSTIFICACION

De acuerdo con la Federacion Internacional de la Diabetes y la OMS en 2019, México se encontr6 en el
sexto lugar en prevalencia mundial de diabetes (WHO, 2020). La prevalencia promedio de diabetes en
adultos es del 14%. Desde el 2015 hasta el 2019, se ha ido incrementando en regiones con bajos ingresos
economicos, lo que dificulta el acceso a los medicamentos farmacologicos para su tratamiento (WHO,

2016).

Muchos compuestos antioxidantes, son utilizados en tratamientos de control de la diabetes basados en la

inhibicion de la a-glucosidasa y la a-amilasa.

En la actualidad, se han elaborado productos para el tratamiento de la diabetes a base de plantas
medicinales con actividad hipoglucemiante y antioxidante, como farmacos, alimentos funcionales,

nutracéuticos, condimentos y saborizantes para bebidas (Puentes, 2016).

Entre las mas de 5000 plantas medicinales empleadas en México, se encuentran la kina (E. caribaeum) y
el guarumbo (C. obtusifolia), las cuales poseen actividad hipoglucemiante (Juarez-Rosete et al., 2013;
Castro et al., 2014; Aguirre, et al., 2016). A pesar de que se conocen algunas caracteristicas botanicas y
etnomédicas de estas plantas, se desconoce la diversidad de compuestos quimicos con potencial

antioxidante una propiedad que se aprovecha para el control del indice glucémico.

Es por esto, que ante las estadisticas de la diabetes en México y la disponibilidad de estas dos plantas con
actividad hipoglucemiante, se pretende identificar los principales compuestos antioxidantes presentes en

las plantas kina y guarumbo mediante pruebas analiticas rapidas de deteccion.

Se conoce que la abundancia y tipos de compuestos antioxidantes, relacionados con el potencial
hipoglucemiante, varian de acuerdo a los métodos y solventes de extraccion utilizados, por ejemplo, la
extraccion asistida por ultrasonido, es un método que ofrece selectividad, alta reproducibilidad, aumento
de rendimiento, ahorro de energia, tiempos de extraccion relativamente cortos, facilidad de penetracion de

disolventes, entre otros (Lavilla et al., 2017; Ojha et al., 2020).

Por su parte, los disolventes poseen caracteristicas fisicoquimicas particularmente importantes en la

extraccion efectiva de compuestos bioactivos (Soto-Garcia et al, 2016; Van Ngo et al., 2017).

Ante la disponibilidad de kina y guarumbo en México, especificamente en la Costa de Oaxaca, y
ante la propuesta de métodos de extraccion no convencionales (bafio ultrasonico, extraccion solido-
liquido y liquido-liquido) en combinacién con solventes de extraccion de polaridad media (acetato de

etilo y dicloruro de metilo), y pruebas rapidas de deteccion de principios quimicos, este proyecto
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pretende sentar las bases para la extraccion de compuestos antioxidantes, como una alternativa
relativamente econdmica, considerando que dichos compuestos podrian ser utiles como ingredientes

funcionales para el desarrollo de nuevos alimentos y/o medicamentos con potencial para el control de la

diabetes.

Actividad antioxidante e identificacion de metabolitos secundarios de hojas de Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult y Cecropia 29
obtusifolia Bertol.



5. HIPOTESIS

Los extractos organicos de polaridad media de hojas de E. caribaeum (Jacq.) Roem & Schult y C.

obtusifolia Bertol, poseen familias de compuestos antioxidantes.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antioxidante y contenido de fenoles totales, asi como determinar familias de
compuestos de extractos organicos de hojas de Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult y Cecropia

obtusifolia Bertol.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la actividad antioxidante de extractos de hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia, mediante el

método 2,2,-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH).

2. Evaluar el contenido de polifenoles totales (CPT) de extractos de hojas de E. caribacum y C.

obtusifolia, mediante el método Folin-Ciocalteu.

3. Detectar familias de compuestos quimicos de las fases organicas y acuosas de los extractos de hojas de

E. caribaeum y C. obtusifolia, mediante reacciones quimicas y cromatografia de capa fina.
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8. MATERIALES Y METODOS

Como se describe en la Figura 13, en este proyecto las hojas secas de kina y guarumbo se sometieron a
diferentes procesos de extraccion solida-liquida y liquida-liquida, asistida por ultrasonido y solventes
polares (agua, metanol y etanol acidificado). Posteriormente se determind la actividad antioxidante (AA) y
el contenido de polifenoles totales (CPT). Fnalmente, para la determinacion de la presencia de alcaloides,
acidos fendlicos, lactonas insaturadas, saponinas, esteroles y triterpenos se utilizaron pruebas de oxido

reduccion, y se utilizéo CCF para la deteccion de compuestos flavonoides y acidos fendlicos.

A continuacion, se presenta el diagrama general de flujo de la metodologia utilizada para la realizacion de

este proyecto (Figura 13).
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8.1 Colecta e identificacion de muestra

Las plantas de E. caribaeum y C. obtusifolia se recolectaron en el municipio de San Isidro Apango
(Longitud 15.820678; Latitud -96.353739) y San Pedro Pochutla (Longitud 15.821080; Latitud -
96.353977) Oaxaca. El material bioldgico fue recolectado en la mafiana y fue transportado al laboratorio,
siguiendo las buenas practicas de manejo de muestras. Se prepard un ejemplar de cada planta para su envio

al herbario y su respectiva identificacion botanica.

El ejemplar fue preparado de acuerdo a lo indicado por Pérez et al. (2021), en donde hojas maduras y flores
de las plantas fueron colocadas en una hoja de periddico doblada a la mitad (45 x 30 cm), cuidando que
todas las partes de la planta quedaran extendidas. Posteriormente, se prosiguio a colocar las hojas de papel
entre dos cartones corrugados de las mismas dimensiones. Finalmente, se prensaron los ejemplares con una
rejilla de madera y se ataron para ejercer la presion. Los datos de campo, se registraron en una libreta, los
cuales incluyeron nombre comun, estado, punto de referencia, coordenadas geograficas de latitud y altitud,

hora y fecha de recoleccion.
8.2 Preparacion de las muestras

Se separaron las hojas de las plantas, posteriormente, se pesaron y se secaron en una estufa de vacio (JP
Selecta, Vaciotem-T) convencional a temperatura de 37 °C durante 2 horas, se trituraron hasta un tamafio

aproximado de particula de 0.25 pm utilizando un molino pulverizador Krups®.
8.3 Determinacion de la humedad de hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia

Para la determinacion de la humedad de las hojas de cada una de las plantas, se pesaron por triplicado 3 g
de hojas recolectadas en una balanza digital electronica (Denver Instrument), utilizando capsulas de

porcelana puestas previamente a peso constante.
8.4 Obtencion de extractos
8.4.1 Preparacion de extractos hidrometandlicos

Para la extraccion hidrometanolica de compuestos se pesaron por triplicado 0.1 g de muestra seca y
adicionaron 5 mL de MeOH (PanReac AppliChem) al 80%, sonicando en bafio ultrasonico (Marca Fisher
Scientific, modelo FS36H) por 30 min. En seguida, las muestras se centrifugaron a 1820 rpm por 10 min
para recuperar el sobrenadante y se volvio a extraer con 5 mL de MeOH al 80% (Figura 14) y se continud

con la centrifugacion y la recuperacion del sobrenadante. Posteriormente, se filtro el extracto organico total
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a través de una pipeta Pasteur empacada con fibra de papel (Whatman). El extracto hidrometandlico se

guardd en un vial &mbar hasta su analisis.

Figura 14. Extractos hidrometanolicos de E.caribaeum y C. obtusifolia

8.4.2 Preparacion de extractos metandlicos acidificados

Se realizé una extraccion de compuestos fendlicos a partir de 0.5 g de hojas seca, a los cuales se le
adicionaron con 5 mL de MeOH acidificado con HCI al 1%, posteriormente se sonico en bafio ultrasoénico
por 30 min. Se prosigui6 a centrifugar a 1820 rpm por 10 min, recuperando el sobrenadante. Se extrajo
nuevamente con 5 mL de MeOH acidificado con HCI al 1%, se centrifugd y se recuper6 el sobrenadante.
Posteriormente, se filtr6 el extracto orgénico total a través de una pipeta Pasteur empacada con fibra de

papel. El extracto metanolico acidificado obtenido se guardé en un vial &mbar hasta su anélisis.

8.4.3 Preparacion de extractos hidroetanolicos acidificados

1 g hojas secas se sometieron a dos extracciones, en bafio ultrasonico por 30 minutos, con una solucion
hidroetandlica acidificada H,O: EtOH: HCI (70:30:0.5% v/v). Después de la extraccion, el sobrenadante
fue decantado y filtrado a través de tela y papel filtro mediante vacio en un embudo Biichner y matraz

kitasato.
8.4.4 Obtencion de las fracciones enriquecidas

Se realizé una extraccion liquido-liquido mediante separacion de fases. En un embudo de separacion se

adicionaron 15 mL del extracto hidroetanoélico acidificado junto con 15 mL de hexano. Lo mismo se realizo
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utilizando acetato de etilo (AcOEt) y diclorometano (CH:Cly por separado. En seguida, se agitd, se
expulsaron los gases contenidos y cada embudo de separacion se dejo reposar por 15 min, separando las

fases organicas y fases acuosas (Figura 15).

Figura 15. Extraccion liquido-liquido del extracto hidroetandlico acidificado . A: Hexano, B: AcOEt, C: CH2Cl2

8.4.5 Acondicionamiento de las fracciones enriquecidas

Las fases orgénicas y acuosas, fueron llevadas a sequedad mediante su exposicion al ambiente fresco y

oscuridad, para eliminar los solventes por evaporacion.
8.4.6 Preparacion de las fases organicas y acuosas de las fracciones enriquecidas

4 mL de las fases organicas y acuosas de los extractos fraccionados adicionados en frascos color ambar, se
concentraron utilizando N». Las muestras concentradas se guardaron en refrigeracion hasta su uso para las

pruebas de deteccion por reacciones de 6xido reducion.
8.5 Preparacion de reactivos
8.5.1 Preparacion de solucion DPPH

Para la solucion de DPPH se pesaron 3.9 mg de DPPH y se aforé a 100 mL con MeOH al 80%, sonicando

en bafio ultrasénico por 20 min.
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8.5.2 Preparacion de la curva standard de actividad antioxidante

Se pesaron 25 mg de acido ascorbico (grado ACS) y se aforé a 100 mL con metanol al 80%. De esta
solucion estandar, se prepararon diluciones a distintas concentraciones (0, 25, 21, 17, 125, 90, 5 mg/mL),

utilizando tubos de ensayo de 10 mL, previamente forrados con papel aluminio.

8.5.3 Preparacion de reactivo de Folin-Ciocalteu

El reactivo de Folin-Ciocalteu (Hycel) 2M se prepar6 a una relacion 1:1 con agua destilada.
8.5.4 Preparacion de la curva standard de Contenido de Polifenoles Totales

Para la preparacion de la curva standard se pesaron 26 mg de acido galico (Sigma) (grado ACS) y se
afor6 a 100 mL con agua destilada. A partir de la solucion estandar (36 mg /100 mL) se prepararon
diluciones a distintas concentraciones (0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 mg/100 mL), utilizando tubos de ensayo de

10 mL, previamente forrados con papel aluminio.

8.5.5 Preparacion de reactivo de Dragendorff

El reactivo de Dragendorff se prepard con 1.7 g de nitrato basico de bismuto en 20 g de acido tartatico en

80 mL y 16 g de yoduro de potasio en 40 mL de agua.
8.5.6 Preparacion de reactivo de Mayer

El reactivo de Mayer fue preparado con 13.5 g de cloruro de mercurio (II), 49.8 g yoduro de potasio
disueltos cada uno en 20 mL de agua y agregando 15 mL de acido clorhidrico.

8.5.7 Preparacion de reactivo de Legal

La solucion legal se prepar6 por 2 a 3 gotas de piridina, 1 gota de solucion de nitroprusiato de sodio al
0.5% y 4 gotas de hidroxido de potasio 2N.

8.5.8 Preparacion de fase movil para la deteccion de flavonoides

Para la deteccion de flavonoides, se prepararon las fases moviles acetato de etilo-acido férmico-acido
acético-H,O (100: 11:11:26), n-hexano-acetato de etilo-acido acético glacial (10.3:4.6:1.6) y cloroformo-
metanol-acido formico (5:4:1), mientras que las sustancias de referencia (estandares), fueron el acido

galico, naringenina, kaempferol, quercetina e hidrato de morina.
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8.5.9 Preparacion de fase movil para la deteccion de acidos fendlicos

Se prepararon las fases moviles butanol-acido acético-H»O (5:1:2.6), benceno-metanol (95:5), cloroformo-
acetato de etilo-acetona-acido formico (40:30:20:10) y cloroformo-metanol-acido acético (90:10:1); como
sustancias de referencias al acido ferulico, acido-p-cumarico, acido siringico, acido sinapico, acido de

vainilla, acido-trans-feralico, acido clorogénico, acido valérico y acido ferulico.

8.6 Determinacion de la actividad antioxidante

Se utiliz6 el método de 2,2,-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) para la determinacion de AA. Primero se
prepar6 la curva estandar (ver seccion 8.5.2), seguido para realizar la reaccion de 6xido reduccion, y
posteriormente cuantificar a AA, 100 puL de cada una de las diluciones del estandar (acido ascorbico) se
agregaron a una celda espectrofotométrica y se adicion6 2.9 mL de solucion de DPPH dejando reposar por
30 min, también se prepard un control utilizando una muestra de metanol al 80% tratada de la misma
forma con DPPH. Para calibrar el equipo se utilizd6 como blanco una alicuota de agua destilada, midiendo
la absorbancia a 517 nm. Para evaluar la AA de la muestra, se adicionaron 100 pL de extracto
hidrometanolico (ver seccion 8.4.1) a una celda de cuarzo seguido de 2.9 mL de solucion de DPPH, se
dejo reposar 30min y se leyo la absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis (Evolution 201, Thermo
Scientific) a 517 nm. Una vez obtenidas las concentraciones de acido ascorbico (mg/100mL), se prosiguio

a realizar la siguiente ecuacion.

EAA (%)
m
mg gss - ((w muestr\z;)(1 —b. h)) (F.D)

Doénde:

X= Concentracion de acido ascorbico (mg / 100 mL)
W= Peso de la muestra (g)

b.h= Humedad de la muestra

V= Volumen de muestra (mL)

F.D = Factor de dilucion

Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de acido ascorbico por g de solido seco (mg

EAA/gss).
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8.7 Contenido de polifenoles totales

El método de Folin-Ciocalteu fue utilizado para la determinacion del contenido de polifenoles totales
(Kupina et al., 2018). En un tubo de ensaye de 10 mL se agregd 2.6 mL de agua destilada y 2 mL de
Na,CO; (Sigma-Aldrich) al 7 %. Se agit6é con vortex por 1 min y se adiciono 200 pL de cada concentracion
de acido galico (ver seccion 8.5.4), 200 uL de muestra ( ver seccion 8.4.2) y 200 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu 1IN (ver seccion 8.5.3). Finalmente se dejo reposar por 1 h y después se midio la absorbancia a
750 nm. Para la calibracion del equipo se utilizo agua destilada, como solucion blanco, y como control se
utilizd MeOH acidificado con HCI al 1%, sometido a la misma mezcla de reaccion con Na,COsz al 7 % y

Folin-Ciocalteu 1N.

Una vez obtenidas las concentraciones de acido galico (mg/100mL), se prosiguid a realizar la siguiente

ecuacion.

x)

GAE ToomD)
mg gss | (wmuestra)(1 —b.h) (F.D)
\

X= Concentracion de acido galico (mg/ 100 mL)
W= Peso de la muestra (g)

b.h= Humedad de muestra

V= Volumen de muestra (mL)

F.D = Factor de dilucion

Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico por g de so6lido seco (mg GAE /gss).

8.8 Deteccion de familias de compuestos quimicos

Para las pruebas de Liebermann-Burchard y Legal, los residuos solidos fueron resuspendidos en cloroformo
(CHCl3) y piridina respectivamente, mientras que para las pruebas restantes estas muestras se

resuspendieron en 3 mL de agua destilada (Figura 16).
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Figura 16. Fracciones organicas (A) y acuosas (B) de las fracciones enriquecidas de extractos hidroetanolicos de
hojas de E. caribaeum

En las fracciones resuspendidas se realizd un tamizaje fitoquimico de alcaloides, acidos fenolicos,
saponinas, lactonas insaturadas, esteroles y triterpenoides mediante pruebas especificas de oOxido

reduccion. Por cada especie quimica se realizaron 3 repeticiones.

8.8.1 Deteccion de alcaloides mediante la Prueba de Dragendorff

Se tomd 200 pL de las fracciones resuspendidas, se le adicioné 200 pL de acido clorhidrico 8.76 M y se
agit6. La muestra se filtr6 mediante papel filtro. A la solucion filtrada se le adicion6 de 1 a 2 mL del
reactivo de Dragendorff (ver seccion 8.5.5). Finalmente, el precipitado amarillo sobresaliente indicé que la

prueba resultd positiva, indicando la presencia de alcaloides (Thangaraj, 2016).
8.8.2 Deteccion de alcaloides mediante la Prueba de Mayer

200 pL de las fracciones resuspendidas, se les adicion6 200 uL de acido clorhidrico 8.76 M + 20 uL del
reactivo de Mayer (ver seccion 8.5.6). La formacion de un precipitado blanco lechoso es una prueba

positiva (Lock, 1988).
8.8.3 Deteccion de acidos fenolicos

A 200 pL. de muestra resuspendida se le adiciond 20 pL de la solucion de FeCls al 5%. Un cambio a color
verde oscuro, azul, negro o violeta indicé a presencia de acidos fenodlicos. Si el cambio fue a verde oscuro

indico la presencia de fenoles (Robles-Garcia et al, 2016).
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8.8.4 Deteccion de saponinas

En un matraz tubo de ensayo, se tomaron 1.5 mL de las fracciones resuspendidas, con 1.5 mL agua
destilada. Después, se agito la suspension durante 30 segundos. Finalmente, si la muestra presentaba una

capa de espuma de 2 cm indicaba la presencia de saponinas (Thangaraj, 2016).
8.8.5 Deteccion de lactonas insaturadas

En 4 pL de las fracciones resuspendidas se adicionaron 100 uL de la solucion legal (ver seccion 8.5.7). Las

coloraciones rojo, azul, rosa o violeta, indicaron la presencia de lactonas (Marcano & Hasegawa, 2002).
8.8.6 Deteccion de esteroles/triterpenoides

Se disolvid 500 pL de las fracciones resuspendidas del extracto en 1 gota (compuesta por 1 mL de acido
acético anhidro y una a dos gotas de acido sulfurico concentrado) lentamente a lo largo del tubo de ensaye.

Si hubo cambios de color indicaba la presencia de esteroles y triterpenoides (Thangaraj, 2016).
8.9 Deteccion cromatografica de compuestos fenolicos

La deteccion de flavonoides y 4cidos fenolicos, se realizo en las fases organicas y acuosas, tanto las
hidratadas como las concentradas con N», mediante CCF, en placas de silica gel 60F,ss (Marca Merck,

FG254 de 3 x 10 cm).
8.9.1 Cromatografia en capa fina para flavonoides

En una placa de silica gel 60F,s4, se trazo dos marcas de aproximadamente 1 cm con un lapiz fino en los
bordes superior e inferior, para no perder el punto de aplicacion. Se colocaron en la placa de silica 10 pL
de muestra y 5 pL del estandar con capilares, los cuales previamente deben ser estirados en la flama del
mechero, con el fin de que tengan el didmetro adecuado. Posteriormente, la placa se colocé de forma
inclinada en una camara de vidrio haciendo contacto con la fase mévil (ver seccion 8.5.8). Terminada la
elucion, la placa se secé con una secadora y se analizd en luz UV-254nm (Wagner et al., 1984;

Waksmundzka-Hajnos et al., 2008)
8.9.2 Cromatografia en capa fina para acidos fenolicos

Se realizo el mismo procedimiento mencionado en la seccion 9.1 La placa se coloco de forma inclinada en
una camara de vidrio haciendo contacto con la fase movil (ver seccion 8.5.9). Terminada la elucidn, la
placa se seco y se le rocio el revelador vainillina. Finalmente, la placa se observo en luz UV-254 o0 UV-366

nm, para la deteccion de fenoles (Lorenzo et al., 2006).
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8.10 Analisis estadistico

Se realizé un muestreo al azar de las dos plantas, para la extraccion se realizé una repeticion por especie
vegetal. El tamizaje fitoquimico se realizé por triplicado. Asimismo, se realizaron 3 repeticiones para la
determinacion del contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante, los valores promedio
obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza y una comparacion de medias mediante una

prueba de Tukey (p<0.05).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la experimentacion se presentan en tres apartados. En el primero, se muestran los
resultados obtenidos de la determinacion del contenido de humedad. Para el segundo apartado, se
presentan los resultados de actividad antioxidante (AA), contenido de polifenoles totales (CPT) y
deteccion de compuestos de los extractos organicos de hojas de E. caribacum y C. obtusifolia mediante

reacciones de 0xido-reduccion. Finalmente, se presenta la cromatografia de capa fina (CCF)
9.1 Determinacion del contenido de humedad.

La Tabla 6, presenta el porcentaje promedio de contenido de humedad de las muestras de hojas de E.

caribaeum 'y C. obtusifolia.

De acuerdo con Elzaawely et al. (2011), el contenido de humedad en muestras bioldgicas que son llevadas
a sequedad es importante para evitar el crecimiento de bacterias y para que la composicion de las muestras

se mantenga estable.

Tabla 6. Contenido de humedad, de hojas secas de E. caribaeum y C. obtusifolia

Muestra Contenido de humedad (%)
E. caribaeum 4.3+0.01
C. obtusifolia 6.8+0.02

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
Para conservar las muestras, éstas deben ser almacenadas en condiciones secas (con humedad relativa

menor a 45%, preferentemente) hasta su uso (Banchero, 2008).

9.2 Actividad antioxidante y deteccion de metabolitos secundarios de hojas de E.

caribaeum y C. obtusifolia.
9.2.1 Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante

En la Tabla 7, se consignaron los resultados de la cuantificacion de CPT Y AA de los extractos de las

hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia (ver Anexo 3,4, 5y 6).
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Tabla 7. Contenido de polifenoles totales (CPT) y actividad antioxidante (AA) de extractos de hojas de

E.caribaeum y C. obtusifolia

Muestra CPT (mg GAE/gss) AA (mg EAA/gss)
Extracto metanélico acidificado Extracto hidrometandlico
E. caribaeum 110.8+25.6* 12.9+0.2°
C. obtusifolia 41.8+11.6° 57.7+26.3*

GAE: equivalentes de acido galico estandar, EAA: equivalentes de 4cido ascorbico, gss: gramos de sélidos secos.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
b : medias en la misma columna con diferente letras, son significativamente diferentes (Tukey, p<0.05)

Se observaron diferencias significativas entre el CPT de los extractos hidrometandlicos acidificados de
hojas de kina y guarumbo (Tabla 7), registrandose un mayor valor para kina, probablemente porque su
extracto contiene mayor cantidad de compuestos antioxidantes, entre ellos los flavonoides y los acidos
fenolicos (Castro et al.,, 2014), en comparacion con el extracto de hojas de guarumbo, lo cual se
confirmara con la abundancia cualitativa que sugiera la intensidad de color y la forma de los spots que se

observen en la CCF para flavonoides y acidos fenoélicos (apartado 10.3.2).

Como se menciono anteriormente, no hay investigaciones previas sobre el contenido de polifenoles totales

en extractos metanolicos acidificados de hojas de kina y guarumbo.

El CPT observado en muestras de kina y guarumbo, también se podria explicar considerando que la
extraccion de compuestos polifendlicos a partir del material vegetal, puede depender del disolvente

empleado (Mufioz et al., 2015).

Los solventes de polaridad media, como el metanol acidificado utilizado en este proyecto, extraen
compuestos polares como los flavonoides y las saponinas, mismos que presentan mayor captacion por el
DPPH (Bohorquez, 2016). En general, los compuestos antioxidantes, pueden ser extraidos con solventes

organicos sin perder sus propiedades funcionales (Ramirez, 2020).

De acuerdo con Giraldo (2011), los compuestos fendlicos son abundantes en diferentes especies de la
familia Rubiaceae, familia a la que pertenece la kina, por lo que probablemente estos compuestos pudieron

ser detectados en el extracto metandlico acidificados de hojas de kina.

Por su parte, al guarumbo se le ha atribuido propiedades antimicrobianas y antioxidantes, relacionadas con
compuestos fenolicos (Garro et al, 2015). De acuerdo con Gutiérrez (2020), mediante el método de Folin-
Ciocalteu fue posible detectar una concentracion de 12.21 mg/mL de polifenoles, en extractos acuosos de
hojas de Urera baccifera una especie perteneciente a la familia Urticaceae, familia a la que pertenece el

guarumbo.
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Para extractos acuosos de hojas de las plantas Taraxacum officinale y Cynara scolymus, plantas de la
familia Urticaceae, se ha reportado un contenido de polifenoles de 22.3 y 0.9 mg de GAE/gss,
respectivamente, de acuerdo a lo reportado por Jaramillo (2014), mientras que para los extractos

hidroalcoholicos de Uncaria tormentosa se obtuvo 6.47 mg de GAE/gss (Romero et al., 2014).

Cabe destacar, que los compuestos fenolicos por su importante potencial como reductores del estrés

oxidativo, podrian ayudar al control de la diabetes (Muritala et al., 2017).

No hay investigaciones previas que reporten la AA de extractos hidrometandlicos de hojas de kina y

guarumbo.

Con respecto a la AA de los extractos hidroetanolicos de hojas (Tabla 7), se obtuvo casi cinco veces mas
actividad para guarumbo que para kina. Se esperaba que en los extractos de hojas de kina se hubiese

registrado mayor AA, por haber obtenido el mayor contenido de polifenoles.

Los compuestos fendlicos son, por lo general, las sustancias mas abundante presentes en fuentes de origen
vegetal (Quinones et al., 2012), por lo que, en muchas ocasiones su presencia correlaciona con los valores

de actividad antioxidante (Giraldo, 2011; Garro et al., 2015).

Aqui cabe sefialar, que es posible que la extraccion asistida por bafio ultrasonico fue uno de los factores
que afectd a la concentracion de los compuestos fenolicos principalmente de los extractos de hojas de

kina, aunque para concluir esto sera necesario realizar las pruebas enaliticas pertinentes.

Se sabe que las caracteristicas estructurales de los compuestos fendlicos marcan un importante efecto en la
actividad antioxidante de muchos extractos de plantas (Katalinic et al., 2006), sin embargo, como lo
reportaron Mufioz et al. (2007), la capacidad antioxidante de una especie vegetal no depende inicamente
de la suma de las capacidades antioxidantes de cada metabolito que posee, también dependera del

sinergismo o antagonismo quimico que se genere entre dichos constituyentes quimicos.

Existen otros tipos de fitoquimicos a los que también se les puede atribuir parte de la actividad

antioxidante como los terpenoides, saponinas y alcaloides (Hatami et al., 2014).

Diversas investigaciones han reportado que la AA de extractos de hojas y otras partes de plantas de la
familia Urticaceae y Rubiaceae, esta relacionada con la presencia de flavonoides y taninos (Nicasio-Torres
et al., 2009; Pérez-Vasquez et al., 2013; Rivera-Mondragén et al., 2019). En particular, la presencia del
acido clorogénico, un acido fenodlico, y el flavonoide C-Glicdsido explican la AA de extractos acuosos de

hojas de guarumbo segun Fortis-Barrera et al. (2019).
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De acuerdo a Andersen et al., (2006), los extractos etandlicos de la planta completa de Cecropia glaziovii
planta de la familia Urticaceae, contien el flavonoide isovitexina, el cual posee un eficiente potencial
antioxidante y efectos positivos en el control de la presion arterial. Por su parte, el flavonoide isorientina
es el principal C-glicosil flavonoide de Cecropia pachystachya (Della et al., 1988), en cual es unos de loc
compuestos responsables de la AA. Lo anterior sugiere que estos compuestos podrian ser algunos de los

responsables de la AA de plantas del género Cecropia.

Finalmente, para los resultados obtenidos en la determinacion de CPT y AA, se observd que tanto la
extraccion asistida por bafo ultrasonico, como la extraccion realizada mediante la mezcla metanol/agua,
resultaron eficientes, ya que fue posible detectar a los polifenoles y evaluar la actividad antioxidante. De
acuerdo con Biesaga (2011), los flavonoides extraidos de tegidos de maiz son compuestos mas solubles en
metanol que en agua, estos resultados se podrian deber a que el agua al ser polar causa una hidratacion
interna del material vegetal con el que tiene contacto, lo que aumenta el area superficial y la eficiencia de
contacto con un segundo disolvente, por consiguiente, en este estudio la solubilidad de los flavonoides, y
otros compuestos fenolicos, probablemente sucedidé mayormente en el metanol que en el agua (Pérez-

Najera et al.,2013; Biesaga, 2011).

Cabe destacar ademas, que muchos compuestos antioxidantes promueven un buen funcionamiento de las
células B de mamiferos, lo que representa un mecanismo de acciéon que podria ayudar al control de la

diabetes (Peng et al., 2016).

9.2.2 Analisis Fitoquimico de las fases organicas y acuosas de los extractos de hojas de E.

caribaeum y C. obtusifolia.

El analisis fitoquimico mediante pruebas de o6xido-reduccion, indicaron la ausencia (-), la presencia
moderada (+) y la intensa presencia (++) de la familia de compuestos alcaloides, saponinas, acidos
fenolicos, lactonas insaturadas, esteroles y triterpenoides (Anexo 7 y 8). En la Tabla 8, se reportan los
metabolitos secundarios detectados en dos fases de las fracciones enriquecidas de hexano, acetato de etilo

y diclorometano de los extractos hidrietanolicos de hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia.
A continuacion, se discuten los resultados con respecto a cada una de las pruebas de 6xido-reduccion.

Para la prueba con el reactivo Dragendorff (solucion concentrada de yoduro de potasio en solucion de
subnitrato de bismuto acidificado), los resultados indicaron la ausencia de alcaloides en el extracto
hidroetandlico acidificado de hojas tanto de kina como de guarumbo (Tabla 8). Al respecto, Froelich et al.
(2006), reportaron que muchas de las especies de la familia Rubiaceae, familia a la que pertenece la kina,

no produce alcaloides.
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Por el contrario, para la prueba con el reactivo de Mayer (solucion de bicloruro de mercurio y yoduro de
potasio), unicamente las fases acuosas de las fracciones obtenidas con hexano, acetato de etilo y
diclorometano del extracto hidroetandlico de hojas de kina y guarumbo, mostraron la presencia de
alcaloides (Tabla 8). Esto puede deberse al uso de disolventes con polaridad media a alta (como el
acetato de etilo y el diclorometano), los cuales presentan mayor sensibilidad de extraccion de los

alcaloides (Sarker et al., 2006).

Tabla 8. Pruebas de 6xido reduccion para extractos hidroetanolicos acidificados de hojas de E. caribaeum

y C. obtusifolia

Exostema caribaeum

Familia de compuestos

Fr_acc1o_n Fase Alcaloides Acidos fenolicos  Saponinas . Lactonas Esteroles Triterpenoides
enriquecida insaturadas
Dragendorff Mayer FeCl3 Espuma Legal Liebermann — Burchard

.0 - - ++ - ++ - -

Hexano
F.A - ++ ++ - ++ - -
0 - - ++ - ++ - -

AcOEt
A - ++ ++ ++ ++ - -
F.O - - - ++ ++ - -

CH,Cl,
LA - ++ - + ++ - -

Cecropia obtusifolia

F.O - - - - ++ - .

Hexano
F.A ++ ++ ++ ++ ++ - -
F.O ++ ++ ++ - ++ - -

AcOEt
F. A - ++ ++ ++ ++ - .
F.O - - - ++ ++ - -

CH,Cl,
F. A ++ - ++ ++ ++ - -

F.O: Fase organica, F. A: Fase acuosa, AcOEt: Acetato de etilo, CH2Clo: Diclorometano, (-): ausencia del metabolito, (++): intensa
presencia del metabolito, (+): moderada presencia del metabolito.

La prueba de alcaloides con el reactivo de Dragendorff en los extractos de hojas de guarumbo, mostraron
resultados positivos en las fases acuosas de las fracciones obtenidas con hexano y diclorometano, asi
como en la fase organica de las fracciones obtenidas con acetato de etilo. Por su parte, en la prueba de
Mayer se observo la intensa presencia de alcaloides en la fase acuosa de las fracciones obtenidas con

hexano y en ambas fases (F.O y F.A) de acetato de etilo (Tabla 8). Esto concuerda con lo publicado por
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Espinoza (2014), que ha cuantificado alcaloides para C. obtusifolia, haciendo uso de solventes no polares,

como el hexano, y de polaridad intermedia y caracter basico, como el acetato de etilo.

Compuestos alcaloides como la catarantina, vindolina y vincristina, poseen potencial antioxidante, en
contraste, estudios demuestran que poseen un débil efecto hipoglucemiante en ratones modelo (Martinez
& Cano, 2009). Los alcaloides son poco estables a las condiciones reactivas de las células de mamiferos,
por lo que se necesitan dosis elevadas para obtener una respuesta terapéutica, lo que aumenta el riesgo de

alcanzar concentraciones que llegan a ser toxicas (Torres et al., 2013).

Los resultados de la prueba de acidos fenolicos para los extractos de hojas de kina, fueron positivos para
las fases orgénicas y acuosas de las fracciones obtenidas con hexano y acetato de etilo, no asi para ambas
fases de las fracciones obtenidas con diclorometano (Tabla 8). De acuerdo con Rivero-Cruz et al. (2019),
haciendo uso de HPLC, es posible detectar a los compuestos fenolicos 4-fenilcumarina y acido
clorogénico en extractos metandlicos de corteza de E. caribaeum, lo anterior sugiere que en los extractos

de hojas de kina probablemente se detectaron principalmente éstos compuestos fendlicos.

Por el contario, para los extractos de hojas de hojas de guarumbo, los resultados mostraron que las dos
fases organicas y acuosas de las fracciones enriquecidas obtenidas con diclorometano y hexano, no
contienen fenoles, aunque si fueron detectados en las fases acuosas y organicas de las fracciones obtenidas

con hexano y diclorometano (Tabla §).

En lo anterior, se observa que probablemente el solvente utilizado (diclorometano) no fue lo
suficientemente polar para la extraccion de dichos compuestos, a pesar de que se esperaba la deteccion de
algunos constituyentes, sin embargo como mencionan Sarker et al., (2006), uno de los solventes mas
utilizados para la extraccion de los acidos fenolicos son los solventes polares (como el etanol y el acetato
de etilo), mismos que aumentan la permeabilidad de la pared celular de los tejidos, facilitando la

extraccion eficiente de constituyentes de polaridad media a baja.

Estudios previos muestran que los extractos organicos de hojas de diferentes plantas de la familia
Rubiaceae, familia a la que pertenece E. caribaeum, contienen 40-dihidroxi-4-fenil-cumarina, un acido
fendlico con potencial antioxidante e hipoglucemiante (De Sousa et al., 2004) y 4-fenilcumarina, el cual

incrementa la secrecion de insulina en ratones con diabetes inducida (Guerrero-Analco et al., 2007).

Ademas de la actividad antioxidante reportada en especie de la familia Rubiaceae, segiin Cristians et al.
(2014), los extractos organicos de hojas de H. latiflora, poseen acido clorogénico, un acido fenolico, que

posee actividad a-glucosidasa, como mecanismo de accion hipoglucemiante.
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Para el caso del guarumbo, se obtuvieron resultados positivos para acidos fenolicos en las fases acuosas de
hexano, acetato de etilo y diclorometano, asi como también en la fase organica de acetato de etilo (Tabla
8), esto concuerda con lo publicado por Ortiz-Ardila et al. (2017), quienes cuantificaron e identificaron el

contenido de polifenoles en especies de Cecropiaceae en extractos de acetato de etilo y diclorometano.

Fortis-Barrera et al. (2019), Nicasio-Torres et al. (2009) y Rivera-Mondragén et al. (2019), sefialan a su
vez, que mediante HPLC se ha aislado compuestos fendlicos de especies de la familia Cecropiaceae, como
el acido clorogénico, la isoorientina, flavonolignanos y acido tormético, lo que sugiere que en las fases
organicas y acuosasde los extractos de hojas de guarumbo podrian estar presentes estos compuestos

fenolicos.

Respecto a las saponinas, éstas se observaron en la fase acuosa de acetato de etilo y diclorometano de los
extractos de hojas de kina. Hamerski et al. (2005), mencionan que las saponinas triterpénicas se pueden

encontrar en especies de la familia Rubiaceae.

Por otro lado, las pruebas para saponinas en extractos de hojas de guarumbo resultaron positivas en las
fases acuosas de las fracciones obtenidas con hexano, acetato de etilo y diclorometano y en las fases
organicas de las fracciones obtenidas con diclorometano (Tabla 8). Estos resultados, pueden compararse
con estudios realizados para especies de Cecropiaceae, los cuales han reportado una baja presencia de

saponinas (Pardo et al., 2000).

Hernandez et al. (2013), mencionan que las saponinas pueden generar falsos positivos por la presencia de
proteinas en el tejido vegetal, por lo que se sugiere realizar la prueba de hemolisis para confirmar o
descartar la presencia de estos compuestos. Si bien, las saponinas son importantes para este estudio, ya
que se conoce que poseen propiedades antioxidantes e hipoglucemiantes, permitiendo la regeneracion de
las células B pancreaticas y secrecion de insulina, siendo el dcido gimnémico IV, quercitol o estigmasterol

los mas comunmente identificados.

Las pruebas de lactonas insaturadas, mediante el reactivo legal (solucion de nitroprusiato de sodio,
hidroxido de sodio y acido férmico), en extractos de hojas de kina, fueron positivas para todas las fases de
las fracciones enriquecidas (Tabla 8). Al respecto, no existe informacion en la literatura que indique qué
tipo de lactonas insaturadas podrian estar presentes en especies del género exostema o de la familia

Rubiaceae.

En cuanto a la presencia de lactonas insaturadas en extractos de guarumbo, se obtuvo pruebas positivas en
todas las fases de las fracciones enriquecidas (Tabla 8). Estudios realizados por Ortiz-Ardila et al. (2017),

en extractos de acetato de etilo y diclorometano hojas de especies de la familia Cecropiaceae, confirman la
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presencia de lactonas sequiterpenicas como el acido maslinico, 2a-acetoxi-3B-19a-dihidroxi-11a-12a-

epoxi-ursan-28-13f-olido, lo cual sirve de referencia para la prueba realizada en este estudio.

Finalmente, para la deteccion de esteroles y triterpenoides en las fases organicas y acuosas de los extractos
fraccionados en hexano, acetato de etili y diclorometano, de hojas de kina y guarumbo, los resultados
fueron negativos (Tabla 8). Rios et al. (2006), reportaron la presencia de triterpenoides en plantas de la
familia Rubiaceae, familia que pertenece kina, lo que sugiere realizar otras pruebas para comprobar la
presencia tritepernoides, utilizando cloroformo, anhidro acético y acido clorhidrico concentrado, de

acuerdo a lo indicado por Kumar et al, (2016).

Cabe destacar que, los esteroles y triterpenoides son compuestos que poseen antioxidantes (Kozlowska et

al., 2016).

En general, se pudo observar que en el extracto hidroetandlico acidificados de hojas de kina, hay presencia
de lactonas insaturadas, saponinas, alcaloides y acidos fendlicos, los cuales probablemente puedieron
haber contribuido a la actividad antioxidante.

Asimismo, se pudo observar que el extracto hidroetanolico acidificado de hojas de guarumbo, ademas de
la presencia de acidos fendlicos, se identificaron otros compuestos como los alcaloides, saponinas y
lactonas insaturadas, los cuales quiza actan sinérgicamente para contribuir en la actividad antioxidante de

estos extractos.

Ademas de la composicion quimica de los extractos, otros factores que también influyen en la capacidad
de la actividad antioxidante, son el dia y el afio de recoleccion del material bioldgico, las condiciones
climaticas del tiempo de recolecta, asi como la presion que ejercen los insectos en el entorno de la planta

(Rivera-Mondragon et al., 2017).
9.2.3 Analisis cromatografico de flavonoides y acidos fendlicos

La deteccion cromatografica de flavonoides y acidos fenolicos de las fases orgénicas y acuosas de las
fracciones enriquecidas (obtenidas con hexano, acetato de etilo y diclorometano) de los extractos
hidroetandlicos acidificados de hojas de kina y guarumbo, asi como de los estandares para flavonoides y
acidos fenolicos se muestran en las Figuras 17, 18, 19, 20, 21 y 22, en fluorescencia 252 nm y Figura 23,

24,25, en 365 nm (Anexo 9 y 10).
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9.2.3.1 Deteccion de flavonoides
Se eligio la fase movil cloroformo-metanol-acido foérmico (5:4:1), con la cual se observd mayor
separacion de constituyentes quimicos de los extractos. En la Tabla 9, se puede observar las relaciones de

elucion (Ry) respecto al frente del eluyente, para la deteccion de los flavonoides.

Tabla 9. Deteccion de flavonoides y relacion de frente (Ry) de las fracciones enriquecidas del extracto

hidroetandlico acidificado de las hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia para flavonoides

Flavonoides

estindar Re
Ac. gélico 0.06
Hidrato de morina 0.08
Quercetina 0.19
Kaempferol 0.32
Naringenina 0.36
Fracciones enriquecidas
Muestra
. EHA Rt
Vista a 254 nm
(Fluorescencia verde) (Ro) F.O F.A
Hexano AcOEt CH2Cl Hexano AcOEt CH:Cl
E. caribaeum 0.12 0.12 0.12 0.11 0.12 0.12
0.09 ND 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
0.05 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
C. obtusifolia ND ND ND 0.07 ND ND ND

Fase movil: cloroformo-metanol-acido formico (5:4:1), EHA: Extractos hidroetandlicos acidificados no fraccionados, F.O: Fase
organica, F.A: Fase acuosa, AcOEt: Acetato de etilo, CH,Cl,: Diclorometano, R¢: Relacion de frente detectado a fluorescencia de
254 nm, ND: No detectado

La CCF aplicada a los extractos hidroetandlicos acidificados (fraccionados y no fraccionados) de hojas de
kina y guarumbo (Tabla 9), mostré muy probablmente que el ultrasonido no interfiri6 en la deteccion de

familias de compuestos antioxidantes, como los flavonoides (Phuyal et al., 2020).

De acuerdo a Lavilla et al. (2017), una de las ventajas del ultrasonido es la apertura de poros de los
materiales vegetales secos, lo que facilita la hidratacion del tejido e incrementa el transporte de masa de

los constituyentes solubles en el solvente de extraccion en contacto.

El extracto hidroetandlico acidificado no fraccionado de hojas de kina mostro valores de Rrentre 0.05 y
0.12, a la fluorescencia 254 nm (Figura 18), observandose que hubo una limitada separacion de
constituyentes quimicos en comparacion con un mayor numero de constituyentes separados en las

cromatoplacas de los extractos fraccionados con los solventes no polares y de polaridad media.

En comparacion con el Rr de los estandares acido galico e hidrato de morina (Figura 17), existe la

posibilidad de que en los extractos de hojas de kina estan presentes estos flavonoides.

Actividad antioxidante e identificacion de metabolitos secundarios de hojas de Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult y Cecropia 51
obtusifolia Bertol.



La CCF de los extractos de las fases organicas y acuosa de los extractos hidroetanolicos acidificados de
hojas de kina fraccionados con hexano, acetato de etilo y diclorometano, mostr6 valores de Rrentre 0.04 y

0.12 (Figura 18).

En comparacion con los valores Rrde los estandares, se sugiere la probable presencia de hidrato de morina

y acido galico (Figura 17), en los extractos de hojas de kina.

Lo observado en la CCF de los extractos de las fracciones enriquecidas de acetato de etilo, hexano y
diclorometano de hojas de kina, confirma lo reportado por Pereira et al., (2018), quienes aislaron
flavonoides (quercetina-3-O-robinésido, kaempferol-3-O-robindsido e isorhamnetina-3-O-robindsido)
mediante CCF, de extractos de acetato de etilo, cloroformo y éter de petroleo de plantas de la familia

Rubiaceae.

Morales (2011), reportd que utilizando una fase movil n-butanol: acido acético glacial: agua (40:10:50 6
20:5:25), y observando las cromatoplacas a una fluorescencias de 254 nm, se pueden hallar flavonoides,
antocianinas y cumarinas a Rr 0.15, 0.14 y 0.31 respectivamente, para el caso de extractos de kina,
utilizando una fase movil cloroformo-metanol-acido formico (5:4:1), se puede apreciar que por los valores

de Rt existe la posibilidad de que tambien esten presente los flavonoides flavonoides.

Respecto a la abundancia de flavonoides (Figura 18) y acidos fendlicos (Figura 21) presentes en los
extractos hidroetandlicos acidificados fraccionados en hexano, acetato de etilo y diclorometano, de hojas
de kina, hubo un color intensamente oscuro de los spots de los constituyentes quimicos separados de

dichos extractos.

Respecto a la abundancia de flavonoides (Figura 18), presentes en los extractos hidroetandlicos
acidificados fraccionados en hexano, acetato de etilo y diclorometano, de hojas de kina, hubo un color

intensamente oscuro de los spots de los constituyentes quimicos separados de dichos extractos.

El extracto hidroetandlico acidificado no fraccionado de hojas de guarumbo no mostr6 valores de Ry, a la

fluorescencia 254 nm (Figura 19).

En contraste, la CCF de la fase orgénica de la fraccion diclorometano del extracto hidroetandlico

acidificado de hojas de guarumbo, fue la Ginica que mostré separacion de constituyentes (Rrde 0.07).

En comparacion con la CCF de los estandares (Figura 19), es probable que los flavonoides acido galico e

hidrato de morina, estén presentes en extractos de hojas de guarumbo.

Gutiérrez (2013), encontré que los extractos diclorometanolicos de diferentes especies de la familia

Urticaceae, contienen flavonoides.
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De acuerdo con Martinez et al., (2005) (citado por Bravo & Acufia, 2015), la solubilidad de los
flavonoides depende de su estructura y clase de sustituyentes presentes en las estructuras quimicas. Los
solventes de extraccion hexano, diclorometano yacetato de etilo han mostrado en estudios previos, ser
efectivo para la extraccion de flavonoides (Sarker et al., 2006). Gracia (2007), sugiere que la extraccion de
flavonoides debe iniciar con la seleccion de los solventes no polares o poco polares, para separar primero

a las clorofilas, gomas y agliconas de los flavonoides.

En relacion a las propiedades bioactivas de los extractos de plantas, segin Villarreal et al., (2019) y Sarker
et al., (2006), la actividad antioxidante esta relacionada con la presencia de compuestos de diversa

polaridad, entre los que destacan por su abundancia los flavonoides.

Los resultados sugieren que los flavonoides son una de las familias de compuestos detectados en la CCF

de los extractos hidroetandlicos acidificados de hojas de kina y guarumbo (Tabla 9 y Figura 18 y 19).

Mata-Torres et al., (2020), reportd que entre los compuestos antioxidante inhibidores de la enzima a-
glucosidasa, un mecanismo de actividad antioxidante e hipoglucemiante, estan los flavonoides,
fenilpropanoides, algunos esteroles como el B-Sitosterol, asimismo las ftalicas, 4-fenilcoumarinas,
benzopiranos, lactonas sesquiterpénicas (Escandon-Rivera et al., 2020), y el ac. clorogénico, el cual ha

sido identificado en extractos de corteza de E. caribaeum (Pérez-Vazquez et al., 2013).

9.2.3.2 Deteccion de acidos fendlicos
Se eligio la fase movil cloroformo-metanol-acido acético (90:10:1), con la cual se observé mayor
separacion de constituyentes quimicos de los extractos En la Tabla 10, se muestran las relaciones de frente

(Ry) detectadas a las fluorescencias 254 y 365 nm.

El extracto hidroetanolico acidificado no fraccionado de hojas de kina mostré en la CCF valores de R
entre 0.07 y 0.59 (Figura 21, 23 y 24), a las fluorescencias 254 y 365 nm, lo anterior mostr6 menor
separacion de constituyentes quimicos en comparacion con los Rf (0.07 a 0.76) de los constituyentes
separados de las F.A de los extractos fraccionados con hexano, acetato de etilo y diclorometano, solventes
no polares y de polaridad media (Figura 21) y con los Rf (0.57) de la F.O de los extractos fraccionados

con acetato de etilo y diclorometano (Figura 21).
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Tabla 10. Deteccion de acidos fendlicos y relacion de frente (Ry) de las fracciones enriquecidas de los

extractos hidroetanoélicos acidificados de las hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia

Acido fenélico estandar Rt
Acido valérico 0.57
Ac. sinépico 0.63
Ac. siringico 0.63
Ac. p-cumarico 0.65
Ac. de vainilla 0.69
Acido ferilico 0.70
Ac. trans-fertlico 0.71

Acido clorogénico -

Fracciones enriquecidas
Muestra

Vista a 254 nm EHA R
(Fluorescencia verde) Re F. O E. A
uorescencia verde Hexano AcOEt CH:Cl Hexano AcOEt CH2Cl2
. 0.07 0.13 0.13 0.13
E. caribaeum 0.04 ND 0.57 0.57 007 007 007
C. obtusifolia 0.05 ND 0.02 ND 0.15 0.03 0.18
Fracciones enriquecidas
Muestra EHA Re
Vista a 365 nm Ry F.O F.A
(Fluorescencia Azul) Hexano AcOEt CH:CL Hexano AcOEt CH:CL
0.59
E. caribaeum 0.13 ND ND ND 0.76 ND 0.40
0.07
C. obtusifolia 0.05 0.11 0.02 ND 0.13 ND 0.19

Fase movil: cloroformo-metano-acido acético (90:10:1), EHA: Extractos hidroetandlicos acidificados no fraccionados, F.O: Fase
organica, F.A: Fase acuosa, AcOEt: Acetato de etilo, CH,Cl,: Diclorometano, Re: Relacion de frente detectado a fluorescencias
de 254 y 365 nm, ND: No detectado.

En comparacion con el R (0.57) del estandar acido valérico (Figura 20), hay la posibilidad de que en los

extractos de hojas de kina existe este acido fenolico.

No se se ha reportado la presencia del acido valérico en especies de la familia Rubiaceae, sin embargo, se
sabe que el acido dimetilguanidino valérico, se ha utilizado como marcador de grasa, para pronosticar

quimicamente los riesgos de la diabetes.

En los extractos hidroetanoélicos acidificado fraccionados en acetato de etilo y diclorometano de hojas de
kina, en particular las fases organicas quza también contien los acidos fendlicos ac. fertlico y el ac. trans-

fertlico, los cuales mostraron Ry 0.7 y 0.71, respectivamente (Tabla 10 y Figura 20).

Hurtado et al. (2015), mencionan que los constituyentes de extractos, eluidos en CCF con solventes

polares y analizados a 365 nm, se puede detectar acidos fenolicos a un Rr 0.78 como el tanico.
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Respecto a la abundancia de acidos fenolicos (Figura 21) presentes en los extractos hidroetanolicos
acidificados fraccionados en hexano, acetato de etilo y diclorometano, de hojas de kina, hubo un color

intensamente oscuro de los spots de los constituyentes quimicos separados de dichos extractos.

En la CCF del extracto hidroetanoélico acidificado no fraccionado de hojas de guarumbo se observo un R

0.05 (Tabla 10 y Figura 23), a las fluorescencias 254 y 365 nm.

En la CCF, a las fluorescencias 254 y 365 nm, de las F.O del extracto hidrioetandlico fraccionado con
hexano y acetato de etilo, de hojas de guarumbo, se reportd el Ry 0.02 y 0.11, respectivamente, asi como
en la F.A del extracto fraccionado con hexano, acetato de etilo y diclorometano se observaron R entre

0.03y 0.19.

Los constituyentes separados de los extractos fraccionados y no fraccionados de muestras de gurumbo no
migraron a valores de R de los acidos fendlicos estandares evaluados en este estudio, por lo que se debe
continuar el estudio utilizando otras fases moviles que favorezcan a la separacion de acidos fenolicos que

podrian estar presentes en guarumbo.

El estandar de acido clorogénico (Tabla 10 y Figura 20), no eluy6 con la fase movil cloroformo:acetato de
etilo:acido formico (5:4:1) v/v, por lo que es muy probable que el ac. clorogénico, posiblemente presente

en los extractos de hojas de kina y guarumbo, igualmente no se haya separado de dichas muestra.

Nicasio-Torres et al. (2009), refirieron que el ac. clorogénico es un abundante constituyente de los
extractos metanolicos de guarumbo y de extractos de diversa polaridad de plantas de la familia Rubiaceae
(Pérez-Vasquez et al., 2013); lo anterior sugiere que para poder observar la presencia del acido
clorogénico, se deben probar otras fases moéviles mayormente polar, por ejemplo Waksmundzka-Hajnos et
al. (2008), recomiendan la mezcla de acetato de etilo:acido formico:agua en diferentes proporciones

(8:1:1, 65:15:10 0 88:6:6 v/v).

Otro de los acidos fendlicos abundantes en extractos etanolicos, acetato de etilo y hexano de plantas de
Rubiaceae y Cecropiaceae es la quercetina (Herrera-Ruiz et al., 2012; Betu et al., 2015). La quercetina ha
demostrado ser un antioxidante mas potente que el acido ascorbico, asimismo inhiben a la enzima o-

glucosidasa (Cerda, 2011).

Respecto a la abundancia de los constituyentes quimicos de hojas de guarumbo separados de las fases
organicas fraccionadas con hexano y acetato de etilo y en las fases acuosas fraccionadas con hexano y
diclorometano, se observo una baja intensidad de color de los spots de dichos componentes separados y

observados a una fluorescencia de 254 nm (Figura 22).
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10. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos del presente proyecto de investigacion, se observo lo siguiente:

L.

La extraccion asistida por ultrasonido no afect6 la determinacion de la actividad antioxidante y los
compuestos polifendlicos de los extractos polares y medianamente polares de hojas de E.
caribaeum 'y C. obtusifolia.

El extracto metandlico acidificado de hojas de E. caribaeum mostrd6 mayor contenido de
polifenoles, con respecto a los extractos de C. obtusifolia, mientras que para actividad
antioxidante esta fue mayor en extractos hidrometanolicos de hojas de C. obtusifolia en
comparacion con los extractos de E. caribaeum.

Mediante las pruebas 6xido reduccion, se observo la presencia de alcaloides, acidos fendlicos,
lactonas insaturadas y saponinas, en la fase acuosa de las fracciones acetato de etilo y hexano de
E. caribaeum 'y C. obtusifolia, respectivamente.

Tomando en cuenta la separacion cromatografica de los constituyentes quimicos contenidos en los
extractos de hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia, la extraccion de la fase orgéanica con acetato
de etilo y diclorometano, fue mas efectiva que la extraccion realizada con hexano.

El analisis cromatografico de capa fina de los extractos fraccionados y no fraccionados de hojas
de E. caribaeum, mostraron la presencia de hidrato de morina y acido galico.

El analisis cromatografico de los extractos fraccionados con diclorometano y no fraccionados de
hojas de C. obtusifolia, mostraron la presencia de hidrato de morina y acido galico.

En las cromatoplacas de los extractos de hojas de E. caribaeum, se observo la posible presencia
del ac. valérico.

Debido a que se identifico un amplio rango de familias de compuestos en los diferentes extractos
de hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia, se sugiere que hubo una efectiva interaccion de los
solventes hidrometanol, metanol acidificado, hidroetanol acidificado, hexano, acetato de etilo y

diclorometano, con los constituyentes de las plantas.
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11. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente proyecto, se proponen las siguientes

recomendaciones.

Debido a que la capacidad antioxidante de una especie vegetal no se debe inicamente por la suma de las
bioactividades de los constituyentes quimicos, se recomienda hacer estudios de sinergismo y antagonismo

entre los principales compuestos de los extractos de E. caribaeum y C. obtusifolia.

Se podrian aplicar otras pruebas rapidas y relativamente econémicas como la espectrofotometria, para
cuantificar flavonoides, acidos fenoélicos, taninos y el [B-Sitosterol principalmente, de este modo se

continuaria con el analisis del potencial anioxidante de extractos de hojas de E. caribaeum y C.obtusifolia.

Debido al posible potencial hipoglucemiante de las lactonas insaturadas y a la poca informaciéon que hay
de estos compuestos en los extractos de hojas de E. caribaeum, se recomienda cuantificarlos y aislarlos

mediante pruebas como la UHPLC.

En los extractos de hojas de E. caribaeum, no se detect6 la presencia de esteroroles y tritepernoides, por lo
que sugiere utilizar otros solventes para la deteccion, como puede ser el cloroformo, anhidro acético y

acido clorhidrico concentrado.

Ya que el acido clorogénico es un constituyente quimico con propiedades antioxidantes e
hipoglucemiantes, se recomienda utilizar fases moviles de mayor polaridad, para detectar a estos
compuestos mediante las CCF de los extractos de hojas de E. caribaeum y C. obtusifolia. Waksmundzka-
Hajnos et al. (2008), recomiendan la mezcla de solventes acetato de etilo: acido férmico: agua en

diferentes proporciones (8:1:1, 65:15:10 y 88:6:6).

Se recomienda realizar la extraccion cromatografica de la 4-fenilcumarina de extractos de E. caribaeum,
asi como del acido clorogénico, la isovitexina e isorientina de extractos de C. obtusifolia; por otro lado,
realizar bioensayos in vitro e in vivo para determinar si éstos constituyentes antioxidantes también poseen
actividad hipoglucemiante, asimismo evaluar su aplicaciéon como ingredientes funcionales en el desarrollo

de alimentos o medicamentos, que sirvan para el tratamiento de la diabetes
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ANEXOS

Anexo 1. Plantas nativas de México con potencial hipoglucemiante

Forma de

Familia botanica Nombre cientifico Nombre comiin Parte utilizada e Referencia
preparacion
Acanthaceae Justicia spicigera Schlecht. ~ Muicle Corteza, hojas Infusion Soumyanath, 2006.
Agavaceae Agave potatorum Zucc. Maguey del pasmo Hojas, tallos Hervida Padilla-Gomez, 2007
(potatorum)
Pérez-Garcia V, 2009;
Aloaceae Aloe vera L. Sabila Hoja Decoccion UNAM,2013; CONABIO,
2013.
Anacardiaceae Mangifera indica L. Mango criollo Hojas, tallos Coccion Soumyanath, 2006.
Apocynaceae Plumeria rubra L Cacaloxochitl Flores Desconocido Aguilar et al., 2003
pocy ' (Ahaipuih en mixe) £ ? )
. . . . Cervantes-Servin et al.,
Bignoniaceae Tecoma stans (L.) Kunth. Trovador Hojas Cocida 1990
Bignoniaceae Parmentiera edulis DC. Cuajilote Raices, fruto, rama ﬁl(;ZClon infusion, Soumyanath, 2006.
Bombacaceae Pachira aquatica Aubl. Apompo Raices Infusion ZH(;:(;'rzlandez-Gahcla, ctal,
Pérez-Garcia, 2009;
Brassicaceae Lepidium virginicum L. Semilla de lenteja Ramas Infusion UNAM, 2013; CONABIO,
2013.
Burseraceae Bursera simaruba (L.) Sarg.  Palo mulato Corteza Decoccion Herndndez-Galicia, et al.,
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Cataceae

Cactaceae

Cecropiaceae

Cecropiaceae

Equisetaceae

Euphorbiaceae

Flacourtiaceae

Gramineae

Julianaceae

Labiatea

Lamiaceae

Lamiaceae

Leguminosae

Ferocactus latispnus Britton
& Rose

Opuntia streptacantha Lem.

Cecropia obtusifolia Bertol.

C. peralta T.

Equisetum hyemale L.

Cnidoscolus chayamansa
Mc Vaugh

Samyda yucatanensis
Standl.

Saccharrum officinarum L.

Amphypterygium
adstringens (Schltdl.)
Schiede. Syn.

Mentha piperita L.

Hyptis suaveolens (L.) Poit.

Salvia amarissima Ort.

Sweetia panamensis Benth.

Biznaga

Nopal

Guarumbo, chancarro,
hormiguillo, chiflén y
koochlé.

Huarumbo, Quina y

Guarumbo

Cola de caballo,
carricillo y cafiuela

Chaya

Naranja ché

Caiia de cuchi

Cuachalalate

Hierbabuena

Salvia

Bretonica

Huayacan, Guayacan,

Toda

Penca

Hojas secas

Hojas, raiz, tallo

Desconocido

Hojas

Raices

Toda la planta

Corteza

Ramas, toda la planta

Hojas, tallo

Hojas

Corteza

Hervida en té

Extracto

Infusion

Infusion

Desconocido

Infusion

Decoccién

Decoccién

Infusion

Infusion, decoccion

Infusion

Cocida

Decoccién
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Padilla, 2007.

Aguilar et al., 2013.

Andrade-Cetto, 2010.

Hernandez-Galicia, et al.,
2002.

Andrade-Cetto et al., 2005;
CONABIO, 2013;
Gallardo-Pérez, et al.,
2006.

Bautista-Cruz, et al., 2006.

Soumyanath, 2006.

Soumyanath, 2006.

Soumyanath, 2006.

Soumyanath, 2006.

Hernandez-Galicia, et al.,
2002.

Cervantes-Servin et al.,
1990.

Hernandez-Galicia, et al.,



Musaceae

Musaceae

Nyctaginaceae

Phytolaccaceae

Rosaceae

Rubiaceae

Rubiaceae

Verbenaceae

Musa sapientum L.

Musa paradisiaca L.

Salpianthus macrodonthus
Stand.

Phytolacca L.

Eriobotrya japonica (Thub.)
Lindl.

Hamelia patents Jacq.

E. Caribaeum (Jacq.) Roem.
& Schult-

Lantana camara L.

balsamo

Flor de platano

Flor de platano

Catarinita, catarinilla

Sangre de toro o perla
china

Nispero

Coral

Quina

Orozuz (toots-kumod
en mixe)

Raiz, flores

Raiz, flores

Hojas, flores, raiz

Fruto

Hojas, flores

Flor

Hojas, corteza

Hojas, ramas

Infusion, decoccion

Infusion, decoccion

Decoccién

Desconocido

La infusion,
decoccion

Infusion

Infusion

Desconocido

2002.

Hernandez-Galicia, et al.,
2002.

Hernandez-Galicia, et al.,
2002.

Hernandez-Galicia, et al.,
2002.

Padilla, 2007.

Hernandez-Galicia, et al.,
2002.

Pérez-Garcia, 2009;
UNAM, 2013; CONABIO,
2013.

Guerrero-Analco et al.,
2007.

Aguilar et al., 2013.

Actividad antioxidante e identificacion de metabolitos secundarios de hojas de Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult y Cecropia 76

obtusifolia Bertol.



Anexo 2. Reveladores utilizados en CCF

Revelador

Aplicacion

Yodo (I2)
p-Anisaldehido
Verde de bromocresol

CAM

Sulfato de Cerio (IV)
Acido cromico
2,4-DNP

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Ehrlich

Spray de cloruro férrico
Yodoplatinato (PIP)
Hidrato de morina
Ninhidrina

Permanganato de potasio

Acido fosfomolibdico
(PMA)

Acido sulfurico

Vainillina

Mancha temporal. Se debe insertar la placa de CCF en la camara y retirarla
después de que desarrolle un color marrén claro en toda la placa.
Carbohidratos, se requiere calentamiento para tefiir la placa dando como
resultado varios colores.

Los acidos carboxilicos producen manchas de color amarillo verdoso sobre
fondo azul; no requiere calefaccion.

Revelador universal se requiere calentamiento para tefiir la placa, produce
manchas azul oscuro sobre fondo claro.

Es un revelador general, muy eficaz para alcaloides; debe rociarse sobre la
placa (no sumergir) y luego calentarse para que la mancha aparezca como
manchas negras sobre un fondo amarillo-blanco

A diferencia de otros reveladores, este produce manchas negras.

Reveladores utilizados para aldehidos y cetonas, produciendo manchas de
color naranja y no se requiere calor.

Utilizado para aminas no reactivas, alcaloides, produciendo manchas color
naranja y no requiere calor.

Aminas, derivados de indol, antibidticos, esteroides; se hace uso de
calentamiento suave (temperatura mas baja y tiempo de calentamiento mas
corto; retirando la fuente de calor antes de que el color de fondo oscurezca las
manchas) necesario para tefiir la placa.

Utilizado para fenoles

Utilizado para alcaloides

Revelador general fluorescentemente activo.

Excelente revelador para aminas, aminoacidos y aminoazicares.
Principalmente para compuestos insaturados y alcoholes; los alquenos /
alquinos / aromaticos generalmente se tifien sin calentar mientras que otros
grupos oxidables requieren calentamiento; produce manchas amarillas sobre
fondo morado

Es un buen revelador, requiere calentamiento para tefiir la placa, produciendo
manchas azul-verde oscuro.

Para este revelador es importante utilizar calor en la placa, ya que produce
manchas carbonizadas permanentes.

Para este revelador es importante utilizar calor en la placa, produce manchas
de una gama de colores.
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Anexo 3. Curva de calibracion para la cuantificacion de CPT de extractos de hojas de E. caribaeum

Concentracion Absorbancia
(mg GAE /gss) 750 nm
40 0.959934
30 0.650938
24 0.580682
18 0.45099
12 0.259458
0.10138
0.002784

Curva de calibracion de polifenoles: E. caribaeum
12

y=0.0239x - 0.0146
R>=0.9912

o
o0

o
N

Absorbancia (750 nm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracion (mg GAE/gss)
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Anexo 4. Curva de calibracion para la cuantificacion de extractos de hojas de CPT de C. obtusifolia

Concentracion Absorbancia
(mg GAE /gss) (750nm)
40 0.959934
30 0.650938
24 0.580682
18 0.45099
12 0.259458
0.10138
0 0.002784

Curva de calibracion de polifenoles: C. obtusifolia
12

y=0.0239x - 0.0146
R>=0.9912

Absorbancia (750 nm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracion (mg GAE/gss)
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Anexo 5. Curva de calibracion para la cuantificacion de AA de extractos de hojas de E. caribaeum.

Concentracion Absorbancia
(mg EAA/gss) (517 nm)

25 0.037388
21 0.093628
17 0.117708
12.5 0.328529
9 0.47597
5 0.657506
0 0.853528

Curva de calibracion para actividad antioxidante: E.
caribaeum

0.9
0.8 .
0.7
0.6
0.5

0.4

0.3 y=-0.0343x + 0.8045

R?>=0.9575

0.2

Absorbancia (517 nm)

0.1

0 5 10 15 20 s 30
Concentracion (mg EAA/gss)
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Anexo 6. Curva de calibracion para la cuantificacion de A4 de extractos de hojas de C. obtusifolia

Concentracion Absorbancia
(mg EAA/gss) (517 nm)
25 0.113522
21 0.279192
17 0.400777
12.5 0.554424
9 0.752871
5 0.925452
0 1.094553

Curva de calibracion para actividad antioxidante: C.
obtusifolia

1.2

£
S 08
%
g£06 N
g y=-0.0398x +1.098
S R?=0.9949
204
<

02

0
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion mg EAA/gss)
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Anexo 7. Andlisis fitoquimico para la fase organica y acuosa de los extractos fraccionados
de hojas de E. caribaeum

Prueba de Dragendorff

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Prueba de Mayer

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Acidos fenolicos

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Saponinas

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Lactonas insaturadas

Insg O A
Fraccion enriquecida Moo’ No'e
de hexano & »

ASE O Fase
Fraccion enriquecida L 0 § AcGE!

de acetato de etilo

[+
Fraccion enriquecida Fan€ ¥
de CHCl, Magts
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Esteroles y triterpenoides

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Anexo 8. Analisis fitoquimico para la fase organica y acuosa de los extractos fraccionados de hojas
de para C. obtusifolia

Prueba de Dragendorff

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Prueba de Mayer

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:

Actividad antioxidante e identificacion de metabolitos secundarios de hojas de Exostema caribaeum (Jacq.) Roem & Schult y Cecropia &9
obtusifolia Bertol.



Acidos fenolicos

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Saponinas

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Lactonas insaturadas

Fraccion enriquecida =" ;

de hexano 3 e i
g ‘zﬁ A

Fraccion enriquecida

de acetato de etilo . ' Y ..

Fraccion enriquecida W o
de CH,Cl, 03 W g G
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Esteroles y triterpenoides

Fraccion enriquecida
de hexano

Fraccion enriquecida
de acetato de etilo

Fraccion enriquecida
de CH2ClL:
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Anexo 9. CCF para la deteccion de flavonoides en muestras de E. caribaeum y C.
obtusifolia.

CCF Flavonoides (254 nm)

Estandares

Figura 17. CCF estandares para Flavonoides

A-Acido glico, B-Naringenina, C-Kaempferol, D-Quercetina
E-Hidrato de morina

E. caribaeum

Figura 18. CCF para flavonoides de extractos hidroetandlicos
acidificados de hojas de E. caribaeum

A-EHA Kina, B-Acido galico, C-Naringenina, D-Kaempferol, E-Quercetina, F-Hidrato de morina, G-F.O hexano,
H-F.A hexano, I-F.O acetato de etilo, J-F.A acetato de etilo, K-F.O diclorometano, L- F.A diclorometano
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C. obtusifolia

ABCDEFGH I J] K L

Figura 19. CCF para flavonoides de de extractos hidroetandlicos
acidificados de hojas de C. obtusifolia
A-EHA guarumbo, B-Acido galico, C-Naringenina, D-Kaempferol, E-Quercetina, F-Hidrato de morina,

G-F.O hexano, H-F.A hexano, I-F.O acetato de etilo, J-F.A acetato de etilo, K-F.O diclorometano, 1- F.A
diclorometano

Fase moévil: CHCl;:CH30OH:CH,O; (5:4:1), F.O: Fase Organica, F.A: Fase Acuosa, EHA: Extractos hidroetanolicos
acidificados.
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Anexo 10. CCF para la deteccion de acidos fendlicos en muestras de E. caribaeum y C.
obtusifolia

CCF Acidos Fenélicos (254 nm)

. I I

Figura 20. CCF estandares para acidos fendlicos

A-Acido-p-cumarico, B- Acido siringico, C-Acido sinépico, D- Acido de vainilla
E- Acido trans-ferulico, F- Acido clorogénico, G- Acido alérico, H- Acido feralico

o I I

Figura 21. CCF para écidos fendlicos de extractos hidroetandlicos
acidificados de hojas de E. caribaeum

A-Muestra Kina, B-hexano, C-diclorometano, D-acetato de etilo: de la fase organica
E=H-hexano, F-diclorometano, G-acetato de etilo: de la fase acuosa
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C. obtusifolia

Figura 22. CCF para écidos fendlicos de extractos hidroetandlicos
acidificados de hojas de C. obtusifolia

A-hexano, B-diclorometano, C-acetato de etilo: de la fase organica
D-hexano, E-diclorometano, F-acetato de etilo: de la fase acuosa

Fase movil: CHCl3:CH3OH:CH3;COOH (90:10:1) F.O: Fase Orgéanica, F.A: Fase Acuosa, EHA: Extractos hidroetanélicos acidificados.

CCF Acidos Fenélicos (365 nm)

Muestras

Figura 23. CCF extractos hidroetanolicos de E. caribaeum y
C. obtusifolia

A-kina, B-guarumbo
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E. caribaeum
Xe' D EF GH

Figura 24. CCF para écidos fendlicos de extractos hidroetandlicos
acidificados de hojas de E. caribaeum (365nm)

A-Muestra kina, B-hexano, C-diclorometano, D-acetato de etilo: de la fase organica
E=H-hexano, F-diclorometano, G-acetato de etilo: de la fase acuosa

C. obtusifolia

Figura 25. CCF para é4cidos fenodlicos de extractos hidroetandlicos
acidificados de hojas de C. obtusifolia

A-hexano, B-diclorometano, C-acetato de etilo: de la fase organica
D-hexano, E-diclorometano, F-acetato de etilo: de la fase acuosa

Fase movil: CHCl3:CH30OH:CH3;COOH (90:10:1) F.O: Fase Organica, F.A: Fase Acuosa, EHA: Extractos hidroetandlicos acidificados.
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