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Resumen

En la taxonomia de las plantas angiospermas, los caracteres florales generalmente han sido
preferidos sobre los caracteres vegetativos, como se evidencia en muchos de los sistemas de
clasificacion, sin embargo, estos pueden variar significativamente, dificultando en algunos casos
la identificacion de especies vegetales. La quimiotaxonomia o quimiosistematica, evalla la
presencia de compuestos quimicos en especies vegetales; el aspecto quimico de la clasificacion de
las plantas, se basa en sus constituyentes, es decir, en sus caracteristicas moleculares; estas, al igual
que las caracteristicas morfoldgicas, son controladas genéticamente, pero tienen la ventaja sobre
las morfoldgicas, de poder ser descritas exactamente en términos de estructuras definidas y
férmulas quimicas configuracionales. En este estudio se propuso determinar la presencia de
compuestos fenolicos (Flavonoides) en los extractos etandlicos foliares de las especies Ficus
benjamina L; Ficus insipida Willd; Ficus elastica Roxb. ex Hornem y Ficus bullenei I.M. Johnst,
con el fin de aplicar el método comparativo de estructuras quimicas y la relacion taxonémica

existente entre las especies investigadas, desde el punto de vista quimiotaxonémico.

Por otra parte, se evalud la actividad antioxidante de los extractos etanolicos foliares de las
especies F. benjamina, F. insipida, F. elastica y F. bullenei, empleando los métodos DPPH. (2,2-
Difenil-1-picrilhidrazil), ABTS™ (Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 sulfonico)) y FRAP
(Potencial Antioxidante de Reduccion Férrica). Para ello se establecié un rango de concentraciones
de trabajo entre 1 y 6 mg/L, para todos los extractos. Los valores de ICso determinados por el
método DPPH. fueron de 5.4 mg/L, 4.8 mg/L, 2.4 mg/L y 3.9 mg/L, respectivamente. Para el
método ABTS™, los valores ICso calculados fueron de 2.9 mg/L, 2.8mg/L, 3.7mg/L y 3.0 mg/L,
para cada especie respectivamente. Para estos dos métodos se usé acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) como referencia. EI método FRAP se trabajo con un
rango de concentraciones entre 1 y 5 mg/L. Todos los extractos etandlicos foliares evaluados
presentaron potencial de reduccion férrica, siendo el mas activo el extracto de la especie Ficus
elastica y el de menor potencial frente al complejo TPTZ, fue el extracto EtOH foliar de la especies

F. bullenei, comparado con la sustancia de referencia (Acido galico).

Palabras Clave: Quimiotaxonomia, Flavonoides, Género Ficus, Actividad antioxidante.



Abstract.

In the taxonomy of angiosperm plants, floral characters have generally been preferred over
vegetative characters, as evidenced in many of the classification, systems; however, these can vary
significantly, making it difficult in some cases to identify plant species. Chemotaxonomy or
chemosystematics, evaluates the presence of chemical compounds in plant species; the chemical
aspect of the classification of plants is based on their constituents, that is, on their molecular
characteristics; These, like morphological characteristics, are genetically controlled, but have the
advantage over morphological ones, of being able to be described exactly in terms of defined
structures and configurational chemical formulas. In this study, it was proposed to determine the
presence of phenolic compounds (Flavonoids) in the foliar ethanolic extracts of the Ficus
benjamina L; Ficus insipid Willd; Ficus elastica Roxb ex Hornem and Ficus bullenei .M. Johnst
species, in order to apply the comparative method of chemical structures and the existing

taxonomic relationship between the investigated species, from the chemotaxonomic point of view.

On the other hand, the antioxidant activity of the foliar ethanolic extracts of the species F.
benjamina, F. insipida, F. elastica and F. bullenei was evaluated, using the methods DPPH. (2,2-
Diphenyl-1picrilhidrazil), ABTS™ (Acid 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6 sulphonic)) and
FRAP (Iron Reduction Antioxidant Potential). For this, a range of working concentrations between
1 and 6 mg / L was established for all extracts. The ICsp values determined by the DPPH. method
were 5.4 mg/L, 4.8 mg/L, 2.4 mg/L and 3.9 mg/L, respectively. For the ABTS"™ method, the ICso
values calculated were 2.9 mg/L, 2.8mg/L, 3.7mg/L and 3.0 mg/L, for each species respectively.
For these two methods 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Tolox) was
used as a reference. The FRAP method was used with a concentration range between 1 and 5 mg/L.
All the foliar ethanolic extracts evaluated presented iron reduction potential, the most active being
the extract of the Ficus elastica species and the one with the lowest potential against the TPTZ
complex, was the foliar EtOH extract of the F. bullenei species, compared to the substance of
reference (Gallic acid).

Keywords: Chemotaxonomy, Flavonoids, Genus Ficus, Antioxidant Activity.



1. CAPITULO 1. EVALLIJACIC')N DEL CONTENIDO DE FLAVONOIDES COMO
CRITERIO QUIMIOTAXONOMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS FOLIARES
DE CUATRO ESPECIES DEL GENERO Ficus L. (MORACEAE).



1.1. Introduccién

La taxonomia es la disciplina cientifica que abarca la descripcion, identificacion, nomenclatura
y clasificacion de organismos, lo cual es fundamental para estudios biologicos (Peng, 2013). En
las ultimas décadas, el desarrollo de tecnologias moleculares y la introduccion de la teoria
filogenética, ha inducido a cambios revolucionarios en la taxonomia. En la era de la flora
electronica, la taxonomia clasica, que identifica taxones con base en la morfologia, se ha convertido
gradualmente en "Taxonomia integradora™ (Dayrat, 2005), reuniendo evidencias de multiples
disciplinas, como por ejemplo, la filogenética molecular, biogeografia, anatomia comparada,
ecologia y quimica; con el fin de resolver problemas taxonémicos (Will et al., 2005; Valdecasas et
al., 2008; Schlick-Steiner et al., 2010; Padial et al., 2010, como se cit6 en Xiang-Qin et al., 2018).

Los sistemas naturales se basan esencialmente en estudios comparativos de caracteristicas
morfolégicas y anatémicas, los cuales estan indudablemente sujetos a control genético. Algunas de
estas caracteristicas son de naturaleza muy general y sirven para la separacion en las grandes
categorias sistematicas, tales como: divisiones, clases y 6rdenes. Otras son menos generales y por
lo tanto adecuadas para la delimitacion de categorias mas pequefias: familias, géneros, subgéneros,
etc. Al igual que los morfoldgicos, los caracteres quimicos estan determinados genéticamente y por
consiguiente constituyen una valiosa fuente de informacion, no sélo para mejorar la clasificacion
de las especies, sino también para interpretar sus relaciones filogenéticas. El examen quimico de
plantas con perspectiva quimiotaxonémica comenzé a principios del siglo XX, donde el rapido
avance durante la década de 1970, en el desarrollo de técnicas fitoquimicas como la cromatografia
de gas capilar (o alta resolucion), cromatografia liquida (LC), cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), espectrometria de masas (EM) y la resonancia magnética nuclear de *H y *C
(*H 3C NMR), abri6 el camino para el desarrollo de esta linea de investigacion. La distribucion de
metabolitos secundarios especificos es restringida a ciertos taxones, y esto conduce al desarrollo
de la quimiotaxonomia. Se conoce que lo metabolitos secundarios se biosintetizan en varios pasos,
gue involucran varias enzimas y, en consecuencia, activacion y expresion genética (Sharma &

Ramawat, 2013; Zhu et al., 2014, como se cita en Ramawat, 2019).

Los compuestos fendlicos, alcaloides y terpenos, son los grupos de compuestos mas importantes

y utilizados en la clasificacion quimiotaxondémica. Estos metabolitos secundarios muestran amplia
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variacion en la diversidad quimica, distribucién y funcion. El sistema de clasificacion
quimiotaxonoémica se basa en la similitud quimica de cada taxén (Rasool et al., 2010 & Singh,
2016). De todos los compuestos secundarios, los flavonoides son los que mas se han utilizado con
fines taxonomicos, estos representan el grupo mas grande de polifenoles, ampliamente distribuidos
en el reino vegetal, pero con patrones o perfiles que tienden a ser especie-especificos, ademas, son
sustancias cuya biosintesis y acumulacion son practicamente independientes de influencias

ambientales.

1.2.  Objetivos

1.2.1. General

Evaluar como criterio quimiotaxondémico el contenido de flavonoides presente en los extractos
etanolicos foliares de las especies Ficus benjamina, Ficus insipida, Ficus elastica y Ficus bullenei,

recolectadas en Planeta Rica, Cordoba.

1.2.2. Especificos

e Realizar el analisis fitoquimico a los extractos etandlicos foliares de las especies F.
benjamina, F. insipida, F. elastica y F. bullenei.

e Caracterizar quimicamente los compuestos tipo flavonoides mayoritarios, presentes
en los extractos etanolicos foliares de las especies F. benjamina, F. insipida, F.
elastica y F. bullenei.

e Comparar los flavonoides caracterizados vy proponerlos como criterio

quimiotaxonomico.



1.3. Estado de arte

1.3.1. Marco referencial

Olaniran y colaboradores (2017), evaluaron las huellas quimicas en seis especies del género
Ficus L. (Ficus exasperata, Ficus sycomorus, Ficus glumosa, Ficus mucosu, Ficus vogelli y Ficus
cordata) en Nigeria, basandose en los fitoconstituyentes para la clasificacion taxondmica.
Obtuvieron dos extractos foliares, uno etandlico y uno de cloroformo, estimando el contenido total
de flavonoides, indicando que estos compuestos presentes en las especies son caracteristicas
genéticas, revelando informacién (til de la variacion en los fitoconstituyentes, clave para identificar

y clasificar algunas especies del genero Ficus L, quimiotaxondmicamente.

Wang y colaboradores (2014), en China, identificaron en los tallos de Ficus tsiangii Merr. Ex
Corner, 34 compuestos, incluidos 13 flavonoides, de los cuales cinco no se habian publicado para
especies del género Ficus L, concluyendo que los flavonoides identificados podrian desempefiarse
como importantes marcadores quimiotaxonémicos para diferenciar Ficus tsiangii de otras especies

del género.

Greenham y colaboradores (2007), analizaron las hojas de 14 especies de Ficus (F. asperifolia,
F. barteri, F. exasperata, F. lingua, F. mucuso, F. natalensis, F. ottoniaefolia, F. polita, F.
sansibarica, F. saussureana, F. sur, F. thonningii, F. vallis-choudae y F. variifolia) en Uganda,
con el fin de detectar flavonoides vacuolares y determinar variacion quimica intraespecifica. 39
compuestos fenolicos fueron identificados y caracterizados, incluyendo 14 flavonoles O-
glucosidos, 6 flavonas O-glucosidos y 15 flavonas C-glucésidos. Concluyendo que los perfiles de

flavonoides son suficientemente distintos, lo cual podria ayudar en futuras identificaciones.

Sharaf y colaboradores (2000), estudiaron los perfiles de flavonoides de las especies F. altissima,
F. nitida, F. carica y F. pseudosycamonus. En Egipto, donde se identificaron y confirmaron seis
flavonoides metilados en la especie Ficus altissima. Concluyendo que la quimica de los flavonoides

podria desempefiar un rol importante en la sistematica del género.



1.3.2. Marco tedrico

La familia Moraceae se ubica taxondmicamente en el orden Rosales junto a las familias
Barbeyaceae, Cannabaceae, Dirachmaceae, Elaeagnaceae, Rhamnaceae, Rosaceae, Ulmaceae y
Urticaceae (esta ultima incluye Cecropiaceae) (Zhang et al., 2011). La familia Moraceae se
considera monofilética con base en informacién molecular; los caracteres diagndsticos de la familia
son: exudado lechoso, ovario con placentacion apical y 6vulos anatropos (Sytsma et al., 2002).
Clement & Weiblen (2009), dividen la familia en seis tribus: Artocarpeae, Castilleae, Dorstenieae,
Ficeae, Maclureae y Moreae. Esta constituida por arboles grandes, arbustos, hemiepifitas, lianas e
incluso algunas hierbas (Pelozo et al.,, 2005). Ocupando diferentes rangos altitudinales,
latitudinales y de habitats (figura 1.1), a veces particulares para cada especie (Cardona-Pefa et al.,
2005). En el continente Americano se distribuye desde los Estados Unidos hasta Argentina y

Uruguay (Zuloaga et al., 2007; Tropicos, 2010, como se cita en Franco, 2010).

P

Figura 1.1 Distribucién de la familia Moraceae. Fuente: (APG, IV., 2016). Disponible en
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/. Consultada: 25/05/2020



http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/

1.3.2.1. Género Ficus L.

El género Ficus aparecid hace alrededor de 80 a 90 millones de afios, y ha experimentado una
radiacion filogenética reciente, que muestra enorme diversidad de formas vegetales (arboles,
arbustos, lianas, hemiepifitas, estranguladores, enredaderas), tamafio de las plantas, tipos de frutos
y diferente ecologia. EI género es considerado un taxén monofilético, y su caracteristica mas
distintiva es que sus diminutas flores y frutos se disponen dentro de la superficie interna de un
receptaculo (sicono o higo) casi totalmente cerrado, excepto por un orificio pequefio y apical

denominado ostiolo (Jousselin et al., 2003; Datwyler & Weiblen, 2004).

> Distribucion y Filogenia

Con aproximadamente 750 especies distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo (figura 1.2), es uno de los géneros mas importantes en las selvas tropicales, con alta
diversidad alfa (Harrison, 2005). En Ameérica, las especies de Ficus amazonicas muestran alta
diversidad morfoldgica en comparacion con especies de los bosques del Atlantico. Los higos
amazoénicos comprenden unas 50 especies de arboles grandes y pequefios, con gran variedad de
hojas y siconos (inflorescencias, frutos), de bajo endemismo y la mayoria de las especies
amazonicas también se encuentran en las Antillas, Mesoamérica y Norteamérica, para Colombia,
especialmente en la zona caribe se reportan 13 especies del género (Rangel-Ch, 2012), incluidas

las cuatro especies de este estudio.
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Figura 1.2 Distribucion mundial de las secciones del género Ficus, (basada en la descripcion de distribucion del género

Ficus, (Berg & Corner, 2005) vy la red de figuras: http://www.figweb.org/Ficus/index.htm). A) América Neotropical;

B) Africa, incluida Madagascar, las islas adyacentes del Océano indico y la Peninsula Aréabiga; C) India — Asia; D)
Malasia, incluido el archipiélago malayo, Nueva Guinea e islas del Pacifico; E) Australia (norte de Australia e islas
del Pacifico), Fuente: (Xu et al., 2011).

Las plantas de este género han ocupado muchos nichos ecol6gicos y representan una
importantisima fuente de alimento durante todo el afio para los frugivoros; por lo tanto,
desempefian un rol importante en los ecosistemas y se consideran como especies clave en las selvas
tropicales (Herre & Jander, 2008). A pesar de su importancia ecoldgica, la historia evolutiva del
género sigue siendo incierta. Varios estudios han intentado reconstruir la filogenia del género,
utilizando distintos métodos, como la secuenciacion de marcadores de cloroplastos (Herre et al.,
1996), espaciadores de transcritos externos y / o transcritos internos (ETS,ITS), (Weiblen., 2000;
Jousselin et al.2003), combinacion de marcadores nucleares (Rensted et al., 2005; Rgnsted et al.,
2008; Xu et al., 2011; Cruaud et al., 2012; Pederneiras et al., 2018; Zhang et al., 2018; Clement et
al., 2020) o secuenciacion de ultima generacion de genomas en cloroplastos (Bruun-Lund et al.,
2017), sin embargo, estas investigaciones no resolvieron con éxito las bases de la filogenia del
género, por lo tanto, no hay un consenso claro sobre las relaciones entre los principales grupos de
Ficus (Rasplus et al., 2020).


http://www.figweb.org/Ficus/index.htm

A pesar de la discrepancia anteriormente descrita, en el neotrépico, las especies del género
aparecen claramente separadas en dos secciones monofiléticas (Rgnsted et al., 2007; Rgnsted et
al., 2008), una seccion especial Americanae (Miq.) Corner, con aproximadamente 120 especies,
compuesta por estranguladoras hemiepifitas y la seccion Pharmacosycea (Mig.) Benth. & Hook.F,
con 20 especies, incluyendo en su mayoria arboles de gran tamafio. A pesar de la diversidad e
importancia del género en el neotropico, los estudios filogenéticos se han centrado solo en la
seccién Pharmacosycea (Honorio Coronado et al., 2014; Pederneiras et al., 2015; Costa et al.,
2017). Pocos estudios se han enfocado en la filogenia y diversificacion de la seccion Americanae.
En consecuencia, se sabe poco sobre el origen y la variacion de las especies de Ficus neotropicales
pertenecientes a esta seccion, esto podria mejorar nuestra comprension de patrones y procesos de
diversificacion en los bosques tropicales, donde, cerca de la mitad de las especies del género son
plantas lefiosas hemiepifitas (Berg & Corner, 2005; Harrison, 2005), un habito de crecimiento que
podria haber evolucionado independientemente en los Ficus (Jousselin et al., 2003), y que puede
relacionarse con la capacidad de diversificar y colonizar nuevas areas en selvas tropicales

neotropicales.

> Biologia reproductiva

Las especies del género son conocidas por sus relaciones con sus avispas polinizadoras
(Agaonidae), de hecho, los Ficus y agaonidos han sido mutualistas obligados (Cruaud et al., 2012).
La avispa proporciona servicios de polinizacion al Ficus, mientras que el Ficus proporciona sitios
de reproduccion para las avispas, y ninguno de ellos puede reproducirse sin el otro (Cook &
Rasplus, 2003). EI 48% de las especies de Ficus son dioicas, mientras que el 52% son monoicas.
Las especies dioicas, presentan flores masculinas (produccion de polen) y flores femeninas
(produccion de semillas) de manera individual. En arboles con higos masculinos las flores
estaminadas presentan un estilo corto, lo que favorece a las avispas polinizadoras; estas llegan al
interior de las flores mediante su érgano ovopositor, consiguiendo depositar huevos en todas las
flores, que luego eclosionan liberando avispas que cargan con el polen al abandonar el Ficus natal.
Por su parte, los arboles hembras producen higos con flores pistiladas, cuyo estilo es de mayor

tamano, lo que afecta directamente la ovoposicion de las avispas polinizadoras, debido a que el
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organo ovopositor no alcanza el interior de las flores. Sin embargo, si se logra la polinizacion en el

proceso de intentar depositar sus huevos.

Los higos de arboles hembras son trampas para los polinizadores, ya que no logran reproducirse;
la razdn por la que las avispas del higo no evitan los higo con flores femeninas, es por un engafio
que induce la entrada de las avispas, como resultado de la imitacion exacta de los higos masculinos,
en caracteristicas como tamafio, color y las sefiales quimicas o liberacion de compuestos volatiles

que los polinizadores detectan (Van Noort & Rasplus, 2020).

En las especies monoicas, tanto las funciones reproductivas femeninas como masculinas estan
contenidas en el mismo higo, pero las fases reproductivas femeninas y masculinas estan separadas
en periodos de tiempo entre 3 y 20 semanas. Las avispas polinizadoras del higo viven solo unos
pocos dias, lo que significa que la descendencia del polinizador lleva a cabo la dispersion del polen
(Van Noort & Rasplus, 2020). En cuanto al tipo de polinizacion, puede ocurrir de dos formas:
activa o pasiva (Kjellberg et al., 2001). En las especies polinizadas pasivamente, las avispas
emergentes son polvoreadas con polen antes de abandonar su Ficus natal; mientras que en los Ficus
polinizados activamente, las avispas usan sus patas para recolectar el polen, que luego depositaran
en flores de otras especies de Ficus receptivas, mientras realizan sus ovoposicion (Rasplus et al.,
2020).

> Divergencia y Diversificacion

La mayor parte de la divergencia en los Ficus neotropicales tuvo lugar en los bosques lluviosos
y sucedié en los ultimos 16 millones de afios. De hecho, altos niveles de lluvia, temperatura y la
heterogeneidad del hébitat se han correlacionado con alta la riqueza de especies, y fueron las
Optimas condiciones climaticas del mioceno medio que permitieron la expansiéon de las selvas
tropicales en América (Morley, 2000; Zachos et al., 2001). Todos los eventos geograficos y
climaticos en el neotropico probablemente influyeron de manera directa en la diversificacién del
género. Un analisis de la tasa de diversificacion del género Ficus, realizado por Bruun-Lund y
colaboradores, en el afio 2017, indico que las especies del género siguen un modelo de evolucién
con una acumulacion gradual de especies a lo largo del tiempo, con tasas de extincion muy bajas y

sin cambios evolutivos significativos, denominado “modelo de museo”.
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Sin embargo, la falta de una hipotesis filogenética fundamentada para el género Ficus, ha
obstaculizado el progreso de investigaciones relacionadas con la diversificacion, la biogeografia y
las interacciones entre especies. A pesar del aumento constante en los datos genéticos y el muestreo
de especies durante la Gltima década, en el trabajo filogenético, el estado actual de la filogenia del
género no proporciona suficiente resolucion para resolver sin ambigiiedades las relaciones entre
las especies del género Ficus, dejando asi la base fundamental de la filogenia sin resolver (Cruaud
et al., 2012b; Herre et al., 2008, como se cita en Bruun-Lund et al., 2017).

1.3.2.2. Fitoquimica del género.

Las investigaciones fitoquimicas han demostrado que el género Ficus contiene mayoritariamente
compuestos fenolicos y flavonoides (Veberic et al., 2008), también se informa la presencia de
terpenos (Yi-Ming et al., 2005) y esteroles (Nawaz et al., 2020). A pesar de la gran cantidad de
fitoconstituyentes presentados en especies del género, la informacion referente a los alcaloides es
limitada, sin embargo se describen varios de estos metabolitos en algunas especies de Ficus L
(Zheng-Feng et al., 2016).

> Flavonoides

Las especies del genero Ficus contienen compuestos fendlicos como los flavonoles y flavonas,
en estructuras como hojas, frutos y corteza. También se han reportado un gran nimero de
flavonoides como la quercetina y luteolina. En la tabla 1.1 se evidencian flavonoides descritos en

algunas especies del género.
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Tabla 1.1 Flavonoides descritos en algunas especies del género Ficu. Fuente: (Nawaz et al., 2020; y autores citados
en el documento).

Especies MEtabO“FO Nombre del fitoconstituyente
secundario
Leucocianidin-3-O-B-glucopiranosido.
Flavonoides  Leucopelargonidin-3-O-B-d-glucopirandsido.
. Leucopelargonidin-3-O-a-Irhamnopirandsido.
F. religiosa
Kaempferol.
Flavonoles Quercetina.
Miricetina.
Kaempferol.
F. auriculata Flavonoles Quercetina.
Miricetina.

Quercetin 3-O-Irhamnopiranosil
(1-6)-B-dglucopiranosido.
Quercetin3-O-p-d-glucopiranosido
Quercetin 3,7-0O-a-l-dirhamnosido.
Catequina.

F. microcarpa Flavonoides  Epicatequina.

Isovitexina.

Luteolina. B-amirin acetato.
Afzelequina Moretenona.
Catequina. B-amirin.
Vitexina.

Conrauidienol.

Flavonoles Dihidroflavonol.

F.sycomorus  Flavonoides

F. retusa Flavonoles

F. deltoidea Conrauiflavonol.
Elavonoides Luteoli na. Ep.lgal_locatequma.
Catequina. Orientina.

Es posible observar la presencia de flavonoides comunes a algunas especies, los cuales son
compuestos muy conocidos, tales como la Catequina, la Quercetina y sus derivados glucosilados,
y el Kaempferol (figura 1.4).

Catequina Quercetina Kaempferol

Figura 1.3 Estructuras de flavonoides comunes en algunas plantas del género Ficus.

13



> Terpenos y/o esteroles

Los terpenos estan ampliamente distribuidos en el género Ficus L; la mayoria de estos tienen

estructuras como: taraxastano, lupano, oleano o ursano (figura 1.5). Por su parte, se han aislado

esteroles de diferentes especies del género, siendo los mas comunes el estigmasterol y sitosterol.

En la tabla 1.2 se representan algunos los terpenos y esteroles descritos en especies del género

Ficus.

HO,
OH OH
OH OH
HO HO
OH OH

Taraxastano

Oleano Lupano Ursano

Figura 1.4 Estructuras de los terpenos con nicleo estructural mas comin en algunas plantas del género Ficus,

Tabla 1.2 Terpenos y esteroles descritos en algunas especies del genero Ficus. Fuente: (Mbosso et al., 2012; Nawaz

et al., 2020).
Especies HiteEts OI'.tO Nombre del fitoconstituyente
secundario

Bergapteno. B-sitosterol.

F. religiosa Esteroles Bergaptol. Estigmasterol.
Lanosterol. B-sitosterol-dglucosido.
Estigmasterol.

F. auriculata Esteroles Bergapteno.
Escopoletina.
Taraxasterol.

F. carica Esteroles Psoraleno.
Bergapteno (5-methoxypsoralen).

F. bengalensis  Esteroles p-Sitosterol-a-g-glucosa.
Meso-inositol.

F. retusa Esteroles p-Sitosterol.
Friedelenol.

. Esteroles Estigmasterol. Friedelin.

F. elastica y . o

[-sitosterol. Friedelinol.
Terpenos
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> Alcaloides

Los alcaloides son compuestos complejos de carbono y nitrégeno. Las hojas de higuera son una
importante fuente del subgrupo de alcaloides conocidos como fenantroindolizidina, se reportan en
las hojas de dos especies: F. septica y F. hispida (Damu et al., 2009; Peraza-Sanchez et al., 2002),
en la especie F. benjamina se identificaron 28 alcaloides en las hojas y 14 en corteza, clasificAndose
en las clases isoquinolina, indol, piridina, carbazol, quinolizidina, dolizidina y pirrolizidina
(Novelli et al., 2014). Por otra parte, en las hojas y corteza de F. fistulosa se determinaron 2 nuevos
alcaloides del tipo septicina, denominados fistulopsinas A y B (figura 1.6), de igual manera se
indicd la presencia de los alcaloides fenantroindolizidina, septicina, tiloforina y volmifoliol (Yapa
etal., 2016), en las hojas de F. hispida se encontraron 4 tipos de alcaloides, llamados ficushisminas
A-D (Xin-Yu et al., 2020).

R= Rha Ficuhismina B
Fitulopsina A Fitulopsina B R=H Ficuhismina C

Figura 1.5 Estructuras de algunos alcaloides presentes en algunas plantas del género Ficus.

1.3.2.3. Quimiotaxonomia en plantas.

.La ciencia de la quimiotaxonomia o taxonomia quimica se utiliza para la clasificacion de
plantas, sobre la base de sus componentes quimicos. Todos los organismos vivos producen
metabolitos secundarios, derivados del metabolismo primario. Las estructuras quimicas de los
metabolitos secundarios y sus vias biosintéticas son a menudo especificas y restringidas
taxondmicamente en organismos relacionados y, por lo tanto, dtiles en la clasificacion (Ankanna
et al., 2012; Singh, 2016).

15



Dos amplias categorias de compuestos utilizados en la quimiotaxonomia son los metabolitos
primarios y metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios son los compuestos que estan
involucrados en las rutas metabolicas fundamentales, la mayoria son de ocurrencia universal y
utilizados por la planta para el crecimiento y el desarrollo (Singh, 2010). Estos compuestos son
ubicuos en la naturaleza y por lo tanto desempefian un papel poco importante en la clasificacion
taxonomica. Los productos del metabolismo secundario, por el contrario, generalmente son de baja
concentracion, pero de alto valor quimiotaxonémico, en estos se incluyen sustancias como
alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, esteroles y/o terpenos (Rehana & Nagarajan, 2014) y
pueden ser utilizados para la proteccion y defensa contra depredadores y patdgenos. Ademas, son
de ocurrencia restringida y por lo tanto muy Utiles para la clasificacion taxonémica; de todos los

compuestos secundarios, los flavonoides son los que mas se han utilizado con fines taxonémicos.

Los flavonoides son de naturaleza fendlica y se caracterizan por poseer dos anillos aromaticos
bencénicos (A y B), unidos por un puente de tres &tomos de carbono (figura 1.7), con la estructura
general C6-C3-C6 (Yietal., 2011).
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Figura 1.6 Clasificacion y estructura de flavonoides. Fuente: (Yi et al., 2011).
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En forma natural suelen presentar, al menos, tres hidroxilos fendlicos y se encuentran,
generalmente, combinados con azucares en forma de glucésidos, aunque también se presentan con
relativa frecuencia como agliconas libres. Varios subgrupos de flavonoides son clasificados de
acuerdo con la sustitucién del anillo C. En esta clasificacion son de suma importancia el estado de
oxidacion del anillo heterociclico y la posicion del anillo B (Papetti et al., 2006; Behera et al.,
2008).

> Origen biosintético de los Flavonoides

Los flavonoides se forman mediante la combinacion de derivados sintetizados a partir de la
fenilalanina (a través de la via del acido shikimico) y acido acético. La fenilalanina se transforma
en &cido trans-cindmico, que luego se hidroxila a acido p-cumarico (C-9), este se condensa con tres
unidades de malonil-CoA para formar una chalcona, que es un flavonoide de anillo abierto, luego
ocurren varios cierres del anillo, reducciones y deshidrataciones, para dar lugar a diferentes clases

de flavonoides. En la figura 1.8 se ilustra la ruta biosintética de estos metabolitos secundarios.

Las modificaciones estructurales finales, implican la adicion de grupos funcionales como los
hidroxilos, metoxilos, metilos, sulfatos, prenilos, metilandioxilos, isoprenilos, entre otros. La
complejidad estructural adicional es introducida por la presencia de glucésidos. La glicosilacién
de un compuesto fendlico o grupo hidroxilo alcohdlico de una aglicona en un flavonoide, puede
ocurrir a través del enlace hemiacetal (O-glucosidos) o unidon directa al C-1 del azucar, mediante
un enlace carbono-carbono (C-glucésidos). Algunos monosacéaridos, como D-glucosa y L-
ramnosa, que son los mas comunes y como la galactosa, xilosa y arabinosa, que son los menos
frecuentes, incluso combinaciones entre ellos (di- y trisacaridos), pueden unirse a la aglicona del
flavonoide en diferentes posiciones, de manera que la enorme cantidad de flavonoides encontrados
en la naturaleza, se debe a las innumerables combinaciones entre las unidades de azucares y las
agliconas de los flavonoides. (Andersen & Markham, 2006; Pistelli & Giorgi, 2012).
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Fenilalanina E, Acido it ACidO_P- ‘ ACL 4-Cumaroilo Enzimas
cindmico | cumarico | CoA PAL: Fenilalanina amonio liasa
3x Malonil CoA _l CHS C4H: Acido 4-cinamico hidroxilasa
4CL: 4-cumarato CoA ligasa
— F3H — cur | Chalcona CHS: Chalcona sintasa
FLS Dihidroflavonoles [«——| Narigenin | =, Nerigenin CHI: Chalcona isomerasa
/ F3H: Flavona 3-hidroxilasa
l DFR FLS: Flavonol sintasa
{ Flavonoles ‘ LDOX UFTG DFR: Dihidriflavonol 4-reductasa
Leucoantocianidinas |, | Antocianidinas |, | Antocianinas LDOX: Leucoantocianidina oxidasa
LAR: Leucoantocianidina reductasa
LAR i ANR l ANR: Antocianidina reductasa
UFTG: UDP-glucosa: flavonoide 3-O-
' ] A glucosiltrasnferasa
l Catequinas { Epicatequinas

Figura 1.7 Ruta biosintéticas de los flavonoides. Fuente (Ravaglia et al., 2013).

1.3.2.4. Técnicas de separacion y analisis cromatogréafico.

La separacion de los compuestos presentes en un extracto, representa un reto para el proceso de
identificacion y caracterizacion quimica de los mismos, por esta razon a través de los afios, se han
desarrollado diferentes métodos efectivos y selectivos que permiten alcanzar estos objetivos. Estos
trabajos de separacion e identificacion empiezan con la extraccion de los metabolitos secundarios,
la cual puede lograrse con métodos de extraccion, empleando solventes, mediante destilacion,
mediante prensado, por sublimacion, entre otros; siendo la extraccion con solventes, la mas
utilizada (Qing-Wen et al., 2018). Los alcoholes como etanol y metanol son considerados los
"solventes universales” en los procesos de extraccion. Aungue la escogencia del solvente es un
factor crucial en la extraccion. Existen diversas técnicas dentro de los métodos de extraccion con
solventes, algunas de las cuales son muy sencillas, rapidas y econémicas, como por ejemplo la
maceracion, la percolacion, la decoccion, la extraccion con soxhlet; ademéas existen otras técnicas
mas sofisticadas, como por ejemplo la extraccion con fluidos supercriticos, la extraccion asistida
por microondas, la extraccion asistida por ultrasonido o la extraccion asistida enzimaticamente,
(Ingle et al., 2017; Qing-Wen et al., 2018).

Existen diversos métodos para la separacion y obtencion de los metabolitos secundarios, ya sea
como mezclas, fracciones menos complejas 0 como compuestos puros, siendo los métodos

cromatograficos los mas utilizados. Las diferentes técnicas cromatograficas se basan en la

18



separacion de moléculas debido a diferencias en su tamarfio, forma o carga, mediante diferentes
mecanismos que involucran principalmente fendmenos de adsorcion, particion, intercambio idnico
0 exclusion por tamario (Coskun, 2016). En general, la cromatografia implica mover una muestra
a través del sistema (o fase movil) sobre una fase estacionaria. Las moléculas en la muestra tendran
diferentes afinidades e interacciones con el soporte estacionario, lo que conducira a la separacion
de las moléculas. Los componentes de muestra que presentan interacciones fuertes con la fase
estacionaria serdn mucho mas retenidos por esta, en comparacion con los componentes con
interacciones débiles (Portilla & Salinas, 2009). La polaridad de la fase estacionaria, determina la
naturaleza de estas técnicas de separacion ya que, si esta es una sustancia polar se hace necesario
el uso de fases mdviles menos polares y por tanto hablamos de cromatografia en fase normal; si
por el contrario la fase estacionaria es apolar, se hace necesario el uso de fases moviles mas polares

y por tanto hablamos de cromatografia en fase reversa (Nowakowska et al., 2018).

> Cromatografia de capa fina o capa delgada (CCF o CCD, por sus siglas en inglés) y
Cromatografia en columna (CC)

La CCD es una técnica cromatografica de adsorcion, en la que la muestra se separa en funcién
de la interaccion de los compuestos con la fase estacionaria, la cual es un material adsorbente (gel
de silice) soportado en una placa de aluminio, plastico, vidrio u otro material inerte, mientras fluye
por capilaridad la fase movil, (figura 1.9). Esta técnica brinda de manera rapida y facil informacion
cualitativa sobre la mezcla de compuestos a separar y su polaridad; ademas sirve de apoyo y
monitoreo de otras técnicas cromatograficas, como por ejemplo la cromatografia de columna. La
cromatografia en columna (CC) es usada para la separacion de metabolitos secundarios y se basa
en las diferencias entre las afinidades de adsorcion de los compuestos con la superficie del
adsorbente o fase estacionaria usada, saliendo primero de la columna aquellos compuestos que
presentan menos afinidad, (figura 1.10). La afinidad entre los compuestos y la fase estacionara se
da principalmente por interacciones de tipo enlaces de hidrdgeno e interacciones dipolo-dipolo,
(Qing-Wen et al., 2018), es por eso que la seleccion del adsorbente y de la fase mdvil es de suma

importancia para lograr una buena separacion de los compuestos.
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Figura 1.8 Representacion de la separacion de compuestos por cromatografia en capa delgada.
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Figura 1.9 Representacion de la separacion de compuestos por cromatografia en columna.

> Cromatografia de Gases (CG o GC, por sus siglas en inglés)

La cromatografia de gases (CG), se utiliza en la separacién y andlisis de mezclas de
componentes multiples y complejas, como aceites esenciales, hidrocarburos, solventes, entre otras.
El principio de la cromatografia de gases es la adsorcion y la particion; en esta técnica, una muestra
se vaporiza y se inyecta en la cabeza de la columna cromatografica, como se muestra en la figura
1.11, donde es transportada a traves de la columna por el flujo de fase maévil gaseosa inerte (gas de
arrastre N2 o0 He, a presion). La columna en si contiene una fase liquida estacionaria que se adsorbe

sobre la superficie de un sélido inerte. Los compuestos separados, llegan al detector de donde se
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obtiene la informacion necesaria para el analisis de estos compuestos, mediante el respectivo

cromatograma (Al-Rubaye et al., 2017).

Cromatografia de gases

|
Muestra [
Puerto de
Regulador de . o
_~ inyeccion

flujo de gas Detector
N LT c
Q olumna
Desechos
Horno L ]
Computador/Anilisis

Gas de arrastre de datos

Figura 1.10 Representacion de la separacion de compuestos por cromatografia de gases. Imagen tomada y modificada
de Bitesize Bio (web site). [Imagen disponible en https://bitesizebio.com/28687/carrying-gas-chromatography/].

Para conseguir la identificacion de los compuestos separados mediante la cromatografia de
gases, es necesario utilizar una técnica complementaria como la espectrometria de masas (EM o
MS, por sus siglas en inglés), el cual funciona como un detector y brinda informacion sobre la masa
molecular de los compuestos que van saliendo del cromatdgrafo de gases, de igual manera puede
dar informacion sobre algunas caracteristicas estructurales de estos compuestos, y sirve para
detectar la presencia de compuestos conocidos o para determinar la concentracion de los
compuestos en la mezcla separada (Al-Rubaye et al., 2017). La técnica acoplada CG-EM (GC-MS)
resulta extremadamente Gtil para el analisis de compuestos tipo ésteres, &cidos grasos, alcoholes,
aldehidos, terpenos, esteroles y otros compuestos volatiles y semivolatiles, ya que combina el
excelente poder de separacién de la CG con la identificacion basada en la medicion precisa de
masas de la EM (Spanik & Machynakova, 2017).

> Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE o HPLC, por sus siglas en inglés)

La técnica HPLC es muy versatil, robusta y ampliamente utilizada para la separacion,
identificacion, cuantificacion y purificacion de metabolitos secundarios, asi como de otras
moléculas de interés bioldgico, como aminoacidos, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos,
proteinas, esteroides, entre otras (Coskun, 2016). Esta es una técnica atil para compuestos que no
se pueden vaporizar 0 que se descomponen a altas temperaturas, y proporciona un buen

complemento a la cromatografia de gases para la deteccién de compuestos. Esta técnica separa los
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compuestos en funcién de sus interacciones con la fase estacionaria, la cual esta en una columna
compacta y normalmente es de naturaleza no polar (fase inversa), y el solvente o fase mévil polar,
generalmente una mezcla de agua y otro solvente (Ingle et al., 2017). Los componentes esenciales
de un dispositivo de HPLC se presentan en la figura 1.12. El éxito de la identificacion de los
compuestos analizados por HPLC, radica en la seleccion apropiada del detector, siendo los mas
utilizados los detectores UV por ofrecer una alta sensibilidad y porque la mayoria de los
metabolitos secundarios tienen cierta absorbancia de luz ultravioleta. Los compuestos fenolicos
como los flavonoides, normalmente se separan e identifican con HPLC, usando detectores de UV-
VIS y detectores de matriz de fotodiodos (PDA), en longitudes de onda de 190-380 nm (Khoddami
etal., 2013).

PC para adquisicién
de datos

% Inyector de
muestra

Solvente Bomba Detector Desechos

Figura 1.11 Representacion de la separacion de compuestos por HPLC. Imagen tomada y modificada de indiamart
(web site). [Imagen disponible en https://www.indiamart.com/proddetail/hplc-analysis-18659888373.html].
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1.4. Materiales y método

1.4.1. Fase de campo

1.4.1.1. Area de estudio.

El municipio de Planeta Rica, se encuentra localizado al Sur oriente del departamento de
Cordoba, con coordenadas 8° 17°15” N y 75° 73°55” O. Limitando al norte con los municipios de
Monteria, San Carlos y Pueblo Nuevo, al sur con Buenavista y Montelibano, se halla a una altitud
promedio de 87 m, presenta una temperatura promedio de 28 °C, la distancia de referencia de la
estacion meteoroldgica es de 52 Km, ubicada en el aeropuerto los Garzones del municipio de
Monteria (IDEAM, 2020). Las coordenadas de cada punto de muestreo se presentan en la tabla 1.3
y su ubicacion en la figura 1.13.

Tabla 1.3 Coordenadas geograficas de los puntos de muestreo.

Puntos de muestreo Latitud Longitud

F. benjamina 8°23°09.57° N 75°33°42.54” O
F. insipida 8°23'54.46” N 75°34°14.09” O
F. elastica 8°24'55.63” N 75° 34°44.66” O
F. bullenei 8°24'18.52” N 75°34°38.73” O
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Figura 1.12 Ubicacidn de los puntos de muestreos en el area de estudio. Mapa elaborado por Furnieles-Nufiez, 2019,
ArcGIS V 10.3.4.

1.4.1.2. Recoleccion del material bioldgico.

Se recolectaron muestras foliares de las especies F. benjamina, F. insipida, F. elastica y F.
bullenei en el municipio de Planeta Rica, Cérdoba. Posteriormente se realizé la identificacion
taxondmica de las especies, (Anexo 1.1); empleando la guia de campo para familias y géneros de
plantas lefiosas del noroeste de américa del sur (Alwyn H. Gentry), comparaciones visuales con
especimenes depositados en el herbario de la universidad de Cérdoba (HUC) y en el herbario
virtual de la Universidad Nacional de Colombia, ademas se realizaron cotejos de informacion
taxonémica en la base de datos Tropicos Home, perteneciente al Missouri botanical garden.
Finalmente las especies fueron depositadas en el herbario de la Universidad de Cérdoba (HUC),

Ccon sus respectivos numeros de registro, (Anexo 1.2).
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1.4.2. Fase de laboratorio

1.4.2.1. Preparacion de los extractos etandlicos foliares.

Se secaron las hojas durante 5 dias en un horno a temperatura controlada (40 °C), luego se
procedio con la molienda para la pulverizacion del material, seguidamente se adicion6 etanol
(EtOH) al 96% al material de cada especie. Para obtener los extractos vegetales, se filtro y
concentrd en un rotavaporador a presion reducida en un rango de temperatura entre 45 °C y 48 °C,

con el fin de separar el solvente (EtOH) y obtener los extractos.

1.4.2.2. Tamizaje fitoquimico preliminar.

Para realizar las pruebas fitoquimicas preliminares, se siguieron los protocolos establecidos en
el grupo de investigacion Quimica de los Productos Naturales de la Universidad de Cordoba, en la
figura 1.13 se resume el procedimiento. De acuerdo a la presencia o no de precipitados formados
y su abundancia, asi como la aparicion de coloraciones y su intensidad, se consider6 la presencia

de estos metabolitos como abundante (+++), moderado (++), escaso o dudoso (+) y negativo (-).
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Extracto etanolico foliar 200 mg

Flavonoides, terpenos v/o
Alcaloides y
esteroles

Extraer con 5 ml HCI 5% a

Extraccion con 2x15 ml bencina, filtrar.

50 *C, filtrar.
Filtrado A —-— Residuo . Filtrado C
| Extraccidon con 20 ml Concentrar
EtOH-Agua 1:7 a 60 °C, .
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I Tubo 1 l FI Dragendorff |

—— vl/oesteroles || Burchard
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|Tnbol l rl Valser |
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-

2 gotas de cada reactivo ‘

Figura 1.13 Procedimiento para el tamizaje fitoquimico.

> Pruebas para alcaloides

Se pesaron 100 mg de extracto etandlico y se disolvieron en 15 mL de HCI al 5% a 50 °C
aproximadamente, luego se filtr0 y se obtuvo el filtrado “A”. A partir del filtrado “A”, se transfirio
1 mL a tres tubos de ensayos. Al tubo N° 1 se le adicionaron dos gotas de Reactivo de Dragendorff,

al segundo tubo dos gotas de Reactivo de Mayer, al tercero dos gotas de Reactivo de Valser.

> Pruebas para terpenos y/o esteroles

Se tomaron 100 mg de extracto se extrajo con 2-3 volumenes de 15 ml de bencina, luego se
filtro para obtener un filtrado “C”. El residuo fue extraido con EtOH/H20 1:7 a 60°C, se filtro y
el residuo se extrajo nuevamente con una mezcla hidroalcohdlica. De esta forma se obtuvo la

solucion “B”, que se utilizo para el analisis de flavonoides.
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El Filtrado “C” se concentré a 5 ml mediante rotaevaporacion a presion reducida, y se adicion6
a un tubo de ensayo que contenia 10 ml de una mezcla MeOH-H20 9:1, se agitd fuertemente y se
dejo en reposo hasta observar la formacién de dos capas. Una vez formadas las 2 capas, se retiro
con una micropipeta la fase superior bencinica (Solucion “C1”). Esta se monitored mediante
cromatografia de capa delgada, con un sistema de elucion hexano-Acetato de etilo (95:5) o bencina-
acetato de etilo 1:1, luego se dejo evaporar el solvente y se asperjo con el reactivo de Lieberman-

Burchard. Esta prueba es positiva para una variedad de colores, tonalidades rojas verdes y azules.

> Pruebas para Flavonoides

v Reaccion de la Cianidrina (HCI + Mg).

En un tubo de ensayo se coloca 0,59 de magnesio en polvo, se adiciona 1 ml de la solucién “B”
y gota a gota &cido clorhidrico concentrado hasta terminar el desprendimiento de hidrégeno, luego
de 10 minutos se observan los cambios (la formacion de coloracion rosada, roja, violeta o naranja

es prueba positiva para sustancias que posean en su estructura el nucleo de la y-benzopirona.

v Reaccion con HCI concentrado.

Se transfiriere 1 ml de la Solucion de “B” a un tubo de ensayo, se adiciona 0,5 ml de acido
clorhidrico concentrado y se coloca el tubo en bafio de maria durante 10 - 15 minutos. Si en estas

condiciones se obtiene una coloracion roja, la prueba es positiva para leucoantocianidinas.

1.4.2.3. Fraccionamiento de extractos etanolicos foliares por particion

El método de particion se realizd a partir de 2 gramos de cada extracto etandlico foliar, estos se
disolvieron en 20 ml de una mezcla etanol-agua (EtOH-H20) en proporcién 1:1. Luego se
adicionaron 2 volumenes de 7 ml de acetato de etilo a cada extracto etandlico disuelto en la mezcla
hidroalcoholica, seguidamente se separaron las fases de acetato de etilo, ubicadas en la parte
superior de la mezcla, completando 14 ml aproximadamente por cada subextracto, luego se

concentrd en rotavaporacion a presion reducida, en un rango de temperaturas entre 45-48 °C, de
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esta manera se separo el solvente (acetato de etilo) y se obtuvieron los subextractos AcCOEt, de cada
una de la especies. A partir de los subextractos obtenidos, se procedi6 al monitoreo por
cromatografia en capa delgada (CCD) y se sometieron a fraccionamiento cromatogréafico, mediante

la técnica de separacion y purificacion por cromatografia en columna.

1.4.2.4. Fraccionamiento Cromatografico (Cromatografia en columna)

A partir del andlisis por cromatografia en capa delgada de los subextractos obtenidos (acetato
de etilo), se procedid a la separacion de la(s) fraccion(es) que contenia los compuestos de interés
mediante la cromatografia en columna. Para la separacion y fraccionamiento del subextracto
AcOEt, se utilizd gel de silice como fase estacionaria y como fase movil se utilizaron mezclas de
hexano: AcOEt en polaridad creciente, iniciando con hexano 100 % hasta hexano: AcOEt 1:1;
como sistema final se utiliz6 una mezcla diclorometano-metanol DCM-MeOH 9:1, para remover
la mayor cantidad de compuestos de la fase estacionaria. Constantemente se realizd un monitoreo
constante con CCD usando como sustancias de referencia &cido galico, y como reveladores
cromatogréficos una lampara de luz U.V a 300nm y 245nm. Finalmente se reunieron las fracciones,
teniendo en cuenta los perfiles cromatograficos en CCD de las muestras recolectadas de la

columna.
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1.5. Resultados y discusion.

1.5.1. Obtencion de los extractos etanélicos foliares.

Las cantidades de extractos etanolicos foliares obtenidos, se muestra en la tabla 1.4. Observando
rendimientos de extraccion entre el 6.6 y el 10 %, siendo mayor para F. elastica. De cada uno de
los extractos etanolicos se tomo la cantidad necesaria para la realizacion de los ensayos de tamizaje

fitoquimico, fraccionamiento, separacion cromatogréafica y actividad antioxidante.

Tabla 1.4 Rendimiento y extraccidn de los extractos etanolicos foliares.

) Peso fresco Peso seco Peso Rendimiento de
Especies »
(). (9). extracto (g). extraccion (%).

F. insipida 143.1 48.4 4.4 9.0

F. benjamina 220.4 72.1 5.2 7.2

F. elastica 175.0 48.2 4.8 9.9

F. bullenei 226.7 86. 7 5.8 6.6

1.5.2. Tamizaje fitoquimico.

Se realizaron pruebas cualitativas para metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides,
terpenos y/o esteroles, en los extractos etandlicos foliares de las especies F. insipida, F. benjamina,
F. elastica y F. bullenei. Los resultados del tamizaje fitoquimico mostraron la presencia de
flavonoides, terpenos y/o esteroles, al emplear los métodos de cianidrina (HCI + Mg), acido
clorhidrico concentrado (HCI 37%) y de Lieberman-Burchard respectivamente, los resultados
fitoquimicos de esta investigacion se presentan en la tabla 1.5, donde se clasifican como abundante
(+++), moderado (++), escaso o dudoso (+) y negativo (-), en las diferentes pruebas realizadas. Las
evidencias fotogréaficas se muestran en las figuras 1.15, 1.16 y 1.17, donde se percibe la coloracion
rojiza en las pruebas para flavonoides, la ausencia de precipitado para alcaloides y la coloracion

verde-azulada en la prueba para terpenos y/o esteroles.
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Tabla 1.5 Tamizaje fitoquimico para cada especie.

) F. F. F. F.
Metabolitos Ensayo o o ) )
insipida benjamina elastica bullenei
HCI + Mg ++ ++ + +++
Flavonoides.
HCI 37% + + + 4+ + ++ + +
Dragendorff - - - -
Alcaloides Mayer - - - -
Valser - - - -
Terpenos y/o Lieberman-
++ ++ + +
Esteroles Burchard

Figura 1.14 Pruebas para flavonoides, a) F. benjamina, b) F. elastica, c¢) F. bullenei, d) F. insipida.
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Figura 1.16 Cromatoplacas para terpenos y/o esteroles, a) Placa con extractos etandlicos de F. benjamina (FB), F.
elastica (FE) y F. insipida (FI), reveladas con Lieberman-Burchard, b) Placa con varias muestras de extracto etanélico
de F. bullenei, sin revelar, c) Placa con varias muestras de extracto etandlico de F. bullenei revelada con Lieberman-

Burchard.
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Los resultados observados concuerdan con los obtenidos por Gintin y colaboradores (2020),
donde presentan en sus andlisis fitoquimicos, la presencia de fitoconstituyentes como esteroles,
compuestos fenolicos y flavonoides en las hojas de Ficus elastica. Por su parte, Sirisha y
colaboradores (2010) e Imran y colaboradores (2012), informaron sobre la presencia de esteroles
del tipo estigmasterol y flavonoides como la quercetina en las hojas de la especie Ficus benjamina,
ademaés Vejarano & Guerrero (2011), informan la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides,
triterpenos y/o esteroles en los extractos foliares de la especie Ficus insipida. Para la especie Ficus

bullenei, no se encontraron referencias de informacion fitoquimica.

El aporte de esta investigacion, indicando la presencia de flavonoides, terpenos y/o esteroles
en las hojas de esta Gltima especie, es fundamental para adelantar investigaciones fitoquimicas
futuras, con el fin de determinar un completo perfil quimico, identificando en lo posible cada
fitoconstituyente, o los mayoritarios, presentes en las hojas y otras estructuras vegetales, como

frutos y corteza.

Las pruebas cualitativas para alcaloides, Dragendorff, Mayer y Valser, arrojaron negativo para
todos los extractos etanolicos foliares evaluados, estos resultados coinciden con los informados por
Nurviana y colaboradores (2020), para la especie Ficus elastica, donde afirman que no se evidencia
presencia de alcaloides en los extractos foliares de la especie, de igual manera, Vejarano &
Guerrero (2011), no observaron la presencia de alcaloides en su analisis fitoquimico para extractos
foliares de la especie Ficus insipida; para la especie Ficus benjamina, existen estudios que no
informan la presencia de alcaloides en sus hojas, como lo indican los resultados obtenidos por
Bravo & Acufa (2015). La contraposicion a esto, son los resultados presentados por Novelli y
colaboradores (2014), donde indican la presencia e identificacion de 28 alcaloides en extractos
foliares de la especie Ficus benjamina, los cuales se clasificaron en las clases isoquinolina, indol,
piridina, quinolizidina, indolizidina, pirrolizidina y quinolina. Estos resultados fitoquimicos
contradictorios, pueden estar relacionados con las condiciones ambientales, ecoldgicas y

edafoldgicas donde crece y se desarrolla la especie.
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1.5.3. Obtencion de subextractos acetato de etilo por particion.

A partir de los extractos etanodlicos foliares (2 gramos) se obtuvieron los subextractos (acetato
de etilo) por particion, los resultados se muestran en la tabla 1.6. Una vez obtenidos los
subextractos, se realiz6 cromatografia en capa delgada (CCD), usando como fase movil la mezcla
de hexano: acetato de etilo en proporcion (7:3).

Tabla 1.6 Cantidad de subextracto obtenidos para cada especie

Peso del extracto etanolico Pesos subextractos acetato

Especies ) .
foliar (g). de etilo (mg).
F. insipida 2 336
F. benjamina 2 365
F. elastica 2 327
F. bullenei 2 415

La mayor cantidad de subextractos de acetato de etilo, se obtuvo a partir de los extractos
etandlicos de F. benjamina y F. bullenei, siendo de 365 y 415 mg, respectivamente. Para las
especies F. elastica y F. insipida, la cantidad de todos los subextractos fue muy similar entre

s

SI.

1.5.4. Técnicas Cromatograficas (CCD y CC) realizadas a los subextractos de

acetato de etilo.

La técnica cromatografia en capa delgada, indico el perfil cromatografico de los subextractos
de acetato de etilo de cada especie, empleando como fase mévil la mezcla de solventes hexano-
acetato de etilo, en proporcion 1:9; y como referencia el polifenol &cido galico (AG). Esta técnica
corrobord la presencia de manchas o compuestos en comudn y diferentes entre las especies,
mediante revelado con lampara de luz UV-visible, a 300 y 245nm. Debido a sus propiedades
bioquimicas y moleculares, los compuestos fendlicos como los flavonoides, pueden ser
determinados y cuantificados mediante luz UV-visible, gracias a la capacidad de absorcién de los

anillos fenolicos de sus estructuras quimicas (Boulet et al., 2017, como se citaen Aleixandre-Tudo
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et al., 2019). En la figura 1.17 se muestra la comparacién de la cromatografia en capa delgada de

los extractos etandlicos crudos y la obtenida mediante la particion realizada anteriormente.

O Mancha 1 (M1); Rf: 0.94

O Mancha 2 (M2); Rf: 0.80

O Mancha 6 (M6); Rf: 0.20

Figura 1.17 Cromatoplacas de los subextractos acetato de etilo y extractos etanolicos foliares crudos, a) Placas de los
extractos EtOH crudos, bajo luz UV a 300nm y 245 nm, b) Placas de los subextractos AcOEt, bajo luz UV a 300 nm

y 245 nm vy la indicacién de compuestos de interés.

La complejidad de los extractos etandlicos foliares crudos es muy evidente bajo la luz UV a
245 nm (figura 1.18, a), gracias a que muchos fitoconstituyentes tienen la capacidad de absorber la
luz ultravioleta, lo que se convierte en la presencia de manchas cromatogréficas de diferentes
colores, que corresponden a la diversidad de compuestos quimicos presentes en la muestra vegetal

analizada.

Por su parte, la cromatografia de capa delgada de los subextractos AcOEt (figura 1.18, b), revela
una mezcla menos complejade compuestos gracias a la particidn realizada. En esta placa se destaca
la presencia de algunas manchas o compuestos que resultan de interés para esta investigacion. En
la placa destacamos la presencia de 6 manchas, enumeradas del 1 al 6 (M1 a M6). Cada una de
estas manchas podria corresponder a un compuesto 0 a la mezcla de varios compuestos con

similitud en sus polaridades y en sus nucleos estructurales.

La mancha 1 (M1), indicada en circulos de color negro, y que se observa de color violeta, tiene
un Rf de 0.94, esta presente en los subextractos de ACOEt de las especies F. insipida, F. elastica y
F. bullenei; siendo menos intensa en F. elastica, lo cual podria sugerir que se encuentra en menor

concentracion con respecto a los otros dos subextractos que la contiene. La mancha 2 (M2),
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sefialada con circulos de color rojo, y que también se observa de color violeta bajo la luz a 245 nm
y tiene un Rf 0.80, estd presente en los subextractos de las especies F. insipida, F. elastica y F.
benjamina, siendo mas intensa en esta Ultima especie y mucho menos intensa en la segunda
especie; ademas es posible observar que su valor de Rf es muy similar al del acido galico (AG),
esto podria confirmar la naturaleza fendlica de estos compuestos, ya que este compuesto es uno de
los &cido fendlicos presente en muchas plantas. Las manchas 1y 2 son poco visibles en las placas

bajo la luz a 300 nm.

La mancha 3 (M3), encerrada en un circulo de color amarillo, estd presente en todos los
subextractos de AcOEt, presenta un Rf de 0.75 y se observa con una coloracion rosa claro o
salmén, y con poca intensidad bajo la luz a 300 nm, esta baja intensidad puede estar relacionada a
la presencia de este compuesto en los subextractos de AcOEt de las cuatro especies pero en una
concentracion baja. Al mirar la placa bajo la luz a 245 nm (figura 1.18, b), es posible observarlas
de manera casi imperceptibles. La mancha 4 (M4), encerrada en un circulo de color azul, esta
presente solo en dos de los subextractos, en F. benjamina y F. bullenei, presenta un Rf de 0.60 y
se observa con una coloracion rosa claro o salmon, y con baja intensidad bajo la luz a 300 nm. Al
mirar la placa bajo la luz a 245 nm (figura 1.18, b), es posible observarlas de manera casi
imperceptibles al igual que las otras manchas.

La mancha 5 (MD5), encerrada en circulos de color verde, y un valor de Rf de 0. 46, podria
considerarse como una sola mancha o dos manchas muy cercanas y con poca definicion entre ellas;
esta presente en todos los subextractos de AcOEt, y se observa con mayor intensidad en F.
benjamina y F. bullenei y con menor intensidad para las especies F. insipida y F. elastica
observadas bajo la luz UV a 254 y 300 nm; y de igual manera, podria considerarse que esta en una

concentracion mayor en las dos primeras especies mencionadas.

La ultima mancha consideradas es la 6 (M6), encerrada en un circulo de color morado, de
coloraciones intensas en las cuatro especies, especialmente para F. benjamina y F. bullenei, vistas
bajos ambas longitudes de ondas. Esta mancha tiene un Rf de 0.20 y puede considerarse como los
compuestos mas polares de los seis considerados. La polaridad en los flavonoides aumenta con el

numero de grupos hidroxilos (OH) sobre los anillos, asi como con la presencia de azucares unidos
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a sus estructuras, mediante enlaces O-glicosidicos, los cuales son los mas comunes en este tipo de

compuestos (Pawlak et al., 2010).

En la tabla 1.7, se resumen los datos obtenidos por CCD de los subextractos de AcOEt, los
valores Rf de cada mancha cromatogréfica, la presencia o ausencia de compuestos entre las

especies evaluadas, representados como muy intensa (+++), moderada (++), tenue (+) y ausente

().

Tabla 1.7 Resumen de datos obtenidos por CCD de los subextractos AcOEt.

Datos CCD subextractos Especies
AcOEt

Manchas Valor Rf F. insipida F. elastica F. benjamina F. bullenei
M1 0.94 +++ ++ - +++
M2 0.80 + + +++ -
M3 0.46 + + +++ +++
M4 0.60 - - +++ +++
M5 0.75 ++ + + ++
M6 0.20 ++ ++ +++ +++

Los subextractos de cada especie fueron sometidos a cromatografia en columna, usando
sistemas de elucién hexano-Acetato de etilo 1:1, aumentando la polaridad hasta el sistema
diclorometano-metanol 9:1. La recoleccion de las fracciones obtenidas se monitored por
cromatografia de capa delgada (CCD), usando &cido galico y subextractos de acetato de etilo de
cada especie como referencia, como se muestra en el ejemplo de la figura 1.19, con la finalidad de
intentar separar cada una de las manchas o hacer menos compleja la mezcla de estas, y asi poder
ser analizados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), indicada para evaluar
compuestos fendlicos como flavonoides, permitiendo identificar diferencias y similitudes en sus
nucleos estructurales, condiciones claves para proponer este tipo de metabolitos secundarios como

criterio quimiotaxonémico.

En la tabla 1.8 se presentan las fracciones obtenidas, sus pesos y el porcentaje de rendimiento

de los subextractos (AcOEt) para cada especie.
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Figura 1.18 Monitoreo por CCD de la recoleccion de fracciones del subextracto AcOEt de F. benjamina, obtenidas
por CC.

Tabla 1.8 Fracciones obtenidas de los subextractos acetato de etilo de cada especie

Especies Peso de subextractos - P-eso de
(mg) fracciones (mg)

F1 23
F2 17

F. insipida 145 F3 14
F4 18
F5 4

F. benjamina 160 i °
F2 19
F1 15

F. elastica 125 F2 7
F3 11
F1 6
F2 8

F. bullenei 200 F3 15
F4 7
F5 3
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1.6. Conclusiones parciales.

El andlisis fitoquimico indica la presencia de metabolitos secundarios tipo flavonoides, terpenos
y/o esteroles, y la ausencia de alcaloides en los extractos etandlicos foliares de las especies Ficus

insipida, Ficus benjamina, Ficus elastica y Ficus bullenei.

El perfil cromatografico obtenido al realizar cromatografia en capa delgada a los subextractos
acetato de etilo de las especies F. insipida, F. benjamina, F. elastica y F. bullenei, revelo
diferencias entre la constitucion de la mezcla de compuestos, ya que no todas las seis manchas
seleccionadas son comunes en las cuatro especies, y aquellas que lo son, puede que no estan
presentes en la misma concentracién. Esta informacion, complementada con el analisis por HPLC
resultaria muy Gtil para determinar y caracterizar estructuralmente estos fitoconstituyentes, claves

para comparaciones bioldgicas (taxondmicas).
1.7. Recomendaciones.

Para el tamizaje fitoquimico de los extractos etandlicos foliares de las espacies de estudio, se
recomienda realizar los ensayos de fenoles totales (Foulin-Ciocalteu) y composicion de flavonoides
totales (TFC), con el fin de determinar la cantidad de fenoles presentes en cada extracto y obtener

un analisis minucioso de los marcadores quimicos o quimiotipos investigados (Flavonoides).

Es importante conocer la estructura de los compuestos evaluados, en este caso, flavonoides, para
ello se recomienda aplicar técnicas sofisticadas para el analisis y elucidacion de estructuras de estos
compuestos, la técnica indicada para este tipo de investigacion es: Cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), siendo esta la mas recomendada para analizar flavonoides, bajo condiciones de
trabajo controladas y programadas.

Aplicar el método comparativo una vez elucidadas las estructuras de los quimiotipos, determinar
las diferencias y similitudes de las estructuras de los flavonoides entre la especies investigadas,
esto es clave para el completo término de esta investigacion, de esta manera se lograra demostrar
la importancia de las herramientas quimicas aplicadas a controversias e inconvenientes

taxondmicos en especies vegetales

38



2. CAPITULO 2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS FOLIARES DE CUATRO ESPECIES DEL GENERO Ficus
L. (MORACEAE) RECOLECTADAS EN PLANETA RICA, (CORDOBA-COLOMBIA).
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2.1. Introduccién

El uso tradicional de plantas medicinales es ampliamente reconocido en la mayoria de los paises,
donde muchas especies vegetales se utilizan en el tratamiento de diversas afectaciones de salud.
Soportado por el conocimiento etnobotanico de la medicina tradicional que ha trascendido en las
generaciones. La naturaleza proporciona gran variedad de especies vegetales que contienen
metabolitos secundarios, estos, presentan muchas propiedades biologicas, por ejemplo, varias
especies del género Ficus son reconocidas en la medicina tradicional de todo el mundo, por sus
propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes; por actividades biol6gicas como antibacteriana,
cardioprotector y antioxidante (Gupta & Jain, 2010; Nworu et al., 2013; Mittal et al., 2013; Salvi
et al., 2013; Yi et al., 2013; Chen et al., 2013; Giraldo et al., 2015, como se cita en Garcia-
Alvarado, 2015).

Las propiedades antioxidantes son esenciales en el organismo, a pesar de la fuerte actividad
antioxidante de sus enzimas, el cuerpo depende del suministro adecuado de antioxidantes exdgenos
y cofactores utilizados en las reacciones enzimaticas. Los antioxidantes exdgenos mas conocidos,
obtenidos de los alimentos, incluyen la vitamina C (4cido ascorbico), B-caroteno (provitamina A),
vitamina A (retinol), vitamina E (tocoferol), glutation y compuestos polifendlicos, estos son
capaces de neutralizar los efectos nocivos de los radicales libres, su suplementacion puede ser Gtil
en la prevencion y el tratamiento de enfermedades originadas por radicales libres. Existe evidencia
de que una dieta rica en productos vegetales, hierbas y especias con un alto potencial antioxidante,
contribuye a la homeostasis en el cuerpo y reduce el riesgo de desarrollar enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo (Bartosz, 2003; Benzie & Siu-Wai, 2014, como se cita en
Jakubczyk et al., 2020).

Como resultado de los procesos del metabolismo celular, se originan moléculas denominadas
radicales libres, las cuales, a su vez, pueden ser especies reactivas de oxigeno (EROS) o especies
reactivas de nitrégeno (ERN). Se considera radical libre (RL) o especie reactiva de oxigeno
(EROS) aquella molécula que en su estructura atdbmica presenta un electron desapareado o impar
en el orbital externo, dandole una configuracion que genera una alta inestabilidad, estos atacan
componentes celulares, causando con ello dafio sobre biomoléculas como lipidos, proteinas,

ademas, afectando acidos nucleicos como el ADN lo cual induce al inicio patolégico de muchas

40



enfermedades, entre las que se encuentran distintos tipos de cancer, problemas cardiacos y
vasculares, diabetes y desérdenes neurovegetativos (Céspedes & Sanchez, 2000; Fang et al., 2002;
Valko et al., 2007, como se cita en Quiroz-Lobo, 2019).

La busqueda de estrategias para contrarrestar los dafios por exceso de radicales libres, ha
direccionado las investigaciones hacia muchas especies vegetales, con el fin de encontrar
compuestos antioxidantes de origen natural, siendo los flavonoides y polifenoles los mas
estudiados. Las especies del genero Ficus presentan los metabolitos secundarios antes
mencionados, a partir de la informacion etnobotanica se han realizado varios estudios fitoquimicos
donde correlacionan la capacidad antioxidante y la presencia de compuestos fendlicos. Hay un
creciente interés por encontrar fuentes naturales de antioxidantes, para introducirlos en nuestra
dieta o generar medicamentos de origen natural debido al rol que desempefian en la prevencion de
algunas enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Anandjiwala et al., 2008; Chen et
al., 2013).
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2.2. Objetivos

2.2.1. General.

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos etanolicos foliares de las especies Ficus

benjamina, Ficus insipida, Ficus elastica y Ficus bullenei, recolectadas en Planeta Rica, Cordoba.
2.2.2. Especificos.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos etanolicos foliares de las especies
Ficus benjamina, Ficus insipida, Ficus elastica y Ficus bullenei para los radicales DPPH.,
ABTS™" y FRAP.

e Calcular el ICso de los extractos etanolicos foliares de las especies Ficus benjamina, Ficus
insipida, Ficus elastica y Ficus bullenei frente a los radicales DPPH. y ABTS™".

e Comparar la capacidad antioxidante entre las especies de estudio.
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2.3, Estado de arte

2.3.1. Marco referencial.

Ginting y colaboradores (2020), evaluaron la actividad antioxidante del extracto etandlico foliar
de la especie Ficus elastica Roxb. Ex Hornem, en Indonesia, empleando los métodos
espectrofotométricos DPPH., ABTS""., FRAP y Perdxido de hidrogeno (H20) , obteniendo valores
ICso de 13.82 pg/mL, 23.29 g/mL, 241.58 uM Fe(Ill)/ug y 83.97 pug/mL, concluyendo que el
extracto etanolico foliar de Ficus eslastica y los compuestos puros (quercitrina, micricitrina,

morina y eleuterésido B) tienen potencial como agentes antioxidantes.

Nurviana, Tuslinah, & Susanti (2020), evaluaron la actividad antioxidante del extracto
metanolico foliar de Ficus elastica, en indonesia, mediante el método DPPH., Los resultados
muestran que el extracto metanolico foliar de Ficus elastica, tiene un potencial antioxidante muy
alto con un valor ICso de 7,6906 + 0,3 mg/L, en comparacion con el valor ICso del compuesto
estandar (acido ascorbico) de 5.6109 + 0,5 mg/L.

Saptarini & Herawati (2015), en Indonesia, compararon la actividad antioxidante de extractos y
fracciones foliares de Ficus benjamina y Annona reticulata, mediante el metodo DPPH.. Los
resultados indican valores 1Cso para Ficus benjamina de 127.86 ppm para el extracto etandlico,
94.01 ppm para la fraccion acuosa, 115.48 ppm para la fraccion de acetato de etilo y 335.50 ppm
para la fraccion de n-hexano. Los valores ICso para Annona reticulata fueron: 274.31 ppm para el
extracto etanolico, 211.42 ppm para la fraccion acuosa, 367.91 ppm para la fraccion de acetato de
etilo y 741.08 ppm para la fraccion n-hexano. Concluyendo que la fraccion acuosa de Ficus
benjamina presento la mejor actividad antioxidante en comparacion con cualquier otro extracto o

fraccion.
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Kanaujia y colaboradores (2012), evaluaron la actividad antioxidante in vitro e in vivo del
extracto etandlico foliar de la especies Ficus benjamina L, en India. La actividad antioxidante in
vitro se evalué mediante los métodos DPPH. y 6xido nitrico, los valores ICso calculados fueron:
120.0, 85.0, 75.0 ug/ml y 135.0, 80.0, 65.0 pug/ml respectivamente, comparado con el estandar
acido ascorbico. El ensayo in vivo se realizo utilizando el modelo de hepatotoxicidad inducida por
CCl4 en ratas Wistar albino, el extracto y los compuestos aislados mostraron un aumento
significativo en los niveles de glutation y enzimas como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa
y peroxidasa, a diferentes niveles de dosis. Concluyendo que el extracto foliar de Ficus benjamina

L; presenta fuerte actividad antioxidante en diferentes sistemas, in vitro e in vivo.
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2.3.2. Marco tedrico

2.3.2.1 Estrés oxidativo.

El oxigeno es un elemento que presenta un perfil con doble efecto fisiologico; es esencial para
el desarrollo de la vida aerobia y posee efectos toxicos inherentes a su estructura. Del oxigeno se
derivan moléculas inestables denominadas radicales libres (RL) que pueden causar dafio a nivel
celular, cuando se pierde el equilibrio entre dichas moléculas y el sistema de defensa antioxidante
que poseen los seres vivos, generando asi, dafios y modificaciones en biomoléculas como proteinas,
lipidos, carbohidratos e incluso en &cidos nucleicos (Corrales & Mufioz Ariza, 2012), induciendo
al estrés oxidativo celular, como se muestra en la figura 2.1. Este mecanismo se relaciona con el
desarrollo y evolucién de una gran variedad de procesos degenerativos, enfermedades y sindromes.
Su estudio se ha centrado en el conocimiento de los mecanismos de su génesis y las formas de
atenuar, disminuir y contrarrestarlas, por medio de sistemas de defensa antioxidante que posee la
célulay la forma de controlar los RL que se generan de forma normal y continua en el organismo,
resultado de algunos procesos celulares como el relacionado con el metabolismo oxidativo de la

mitocondria, proceso necesario para la obtencion de energia (Corrales & Mufioz Ariza, 2012).

Radicales libres

Modificacion y
eliminacion de
bases.

Lipidos

Peroxidacion
lipidica en
membranas

celulares.

Proteinas

Modificacion
y oxidacion de
aminoacidos.

Figura 2.1 Efectos nocivos de los radicales libres. Fuente (Gulcin, 2020).

Las EROS se generan en muchas células bajo condiciones fisiologicas y el organismo utiliza
mecanismos potentes de defensa para evitar la acumulacion de las EROS, tanto a nivel fisiologico
como bioquimico. Entre ellos se destacan, a nivel fisioldgico, el sistema microvascular, cuya
funcion es mantener los niveles de O- en los tejidos y a nivel bioquimico, la defensa antioxidante

puede ser enzimética o no enzimatica, (Lee et al., 2012).
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2.3.2.2. Actividad antioxidante.

Un antioxidante es una molécula que ralentiza o previene la oxidacion de biomoléculas como
lipidos, proteinas e incluso &cidos nucleicos, desempefiando un papel vital en el cuerpo humano,
reduciendo los procesos oxidativos y los efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Gocer et al., 2013; Cakmakci et al., 2015, citados en Gulcin, 2020).

Las técnicas desarrolladas para medir la capacidad antioxidante de muestras bioldgicas valoran
la habilidad de los compuestos antioxidantes (donantes de un hidrdégeno o un electrén) presentes
en el fluido o célula, para reducir las especies oxidantes introducidas (iniciador) en el sistema de
ensayo, por lo que son, en general, clasificados como métodos de inhibicion directos o indirectos
del poder oxidante de una molécula estandar determinada que es el iniciador (Quintanar &
Calderdn, 2009).

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede determinarse por los
efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion controlado. En dicha medicion de
una muestra oxidante, pueden usarse intermediarios o productos finales para valorar la actividad
antioxidante. Pero la actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose
solo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test in vitro para evaluar
la actividad antioxidante de la muestra de interés; sin embargo, es necesario considerar que los
modelos presenten diferentes variaciones que puede dificultar un poco la comparacion de los
resultados entre un método y otro. Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los
ensayos para determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias: Ensayos
basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y ensayos basados en la
reaccion por transferencia de electrones (ET) los cuales se presentan en la tabla 2.1 (Huang et al.,
2005, como se cita en De la Ossa, 2017).
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Tabla 2.1 Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segiin su modo de reaccion ET o HAT.

Ensayos Categorias
Acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenztiazolina-6-sulfonico)
ABTS.
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, DPPH.
Potencia antioxidante de reduccion
férrica FRAP. Ensayos basados en la transferencia de
N,N- Dimetil-p-fenilendiamina, electrones (ET).
DMPD.
Capacidad antioxidante reductora
de cobre, CUPRAC.
Capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno, ORAC.
Parametro antioxidante de captura
de radicales, TRAP.
Inhibicidn de la oxidacion del &cido | Ensayos basados en la transferencia de
linoleico. atomos de hidrogeno (HAT)
» Inhibicion de la oxidacion de los

lipidos de baja densidad, LDL.

Y

YV V. VWV VYV

Y

Y

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una reaccién Redox con
el oxidante como un indicador del punto final de reaccion. La mayoria de los ensayos basados en
HAT monitorean una reaccion cinética competitiva, generalmente estan compuestos de un
generador de radical libre sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante. Los ensayos
basados en HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad de atrapar radicales libres, en

lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una muestra (Huang et al., 2005).

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante total se basan en comprobar como
un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido
en presencia de un antioxidante. Esta inhibicidn es proporcional a la actividad antioxidante del
compuesto o de la muestra. Por otra parte, existen ensayos que se basan en la cuantificacion de los
productos formados tras el proceso oxidativo. Los distintos métodos difieren en el agente oxidante,
en el sustrato empleado, en el tiempo de evaluacion, en la técnica instrumental utilizada, la
sensibilidad y en las interacciones de la muestra con el medio de reaccion (Quintanar & Calderén,

2009) en estos tipos de métodos se utilizan como referentes trolox o &cido ascorbico, estos han
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demostrado efecto protector contra una variedad de enfermedades como céncer de eséfago, ulcera
estomacal y duodenal, infertilidad masculina y dafio oxidativo inducido por endotoxinas.

HO HO
o
HO 0
(0] J—
HO OH
H

Trolox Acido ascérbico

Por otra parte, el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT) son los antioxidantes
sintéticos de mayor uso en la industria de alimentos y farmacéutica; sin embargo, se han encontrado
efectos secundarios en humanos, como el aumento del colesterol, hepatomegalia e induccién de
cancer hepatico, entre otras. Debido a estos efectos y a la creciente importancia de los antioxidantes
en la industria farmacéutica y alimenticia es necesaria la bisqueda de moléculas alternativas de
origen natural con gran actividad, que no tengan efectos citotdxicos y genotdxicos (Rojano et al.,

2008, como se cita en Guzman, 2014).

o OH

H

Butilhidroxianisol Butilhidroxitoluneo

Entre los ensayos de captacién de radicales libres, el método DPPH. es el mas rapido, es simple
y de menor costo en comparacion con otros modelos. Por otra parte, el ensayo de decoloracion
ABTS+s se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Por lo tanto, estos dos métodos

son los mas usados (Bristi et al., 2013).

Otro método para determinar de forma indirecta la actividad antioxidantes es por el potencial
de reduccion férrica (FRAP). El hierro tiene varias funciones en el cuerpo que se relacionan con el
metabolismo del oxigeno y especialmente en el transporte de éste por la hemoglobina. Dentro del

cuerpo el hierro existe en dos estados de oxidacion: ferroso (Fe?*) o férrico (Fe*). Bajo condiciones
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de pH neutro o alcalino, el hierro se encuentra en su estado Fe* y en un pH &cido el estado de Fe?*
es favorecido. Cuando el hierro se encuentra en su estado Fe** forma grandes complejos con
aniones de agua y peroxido. Estos complejos tienen poca solubilidad y su agregacion lleva a
consecuencias patoldgicas. El ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP), se basa en
la reduccion de un complejo Fe3* - TPTZ incoloro en Fe?* - TPTZ azul intenso, con un maximo de
absorcion a 593 nm, una vez que interactia con un antioxidante potencial. Otras metodologias
utilizan como agente complejante del Fe®*, el ferrocianuro de potasio (HCFP, por sus siglas en
inglés) que forma complejos estables con la forma férrica a pH relativamente neutros, este
complejo puede ser reducido a la forma ferrosa formando una coloracién azul que tiene un maximo
de absorbancia a 700 nm (Guzman, 2014).

Este método demostrd ser Util para el analisis de las capacidades antioxidantes y la
comparacion de la eficiencia de diferentes compuestos. Por lo tanto, el método FRAP es clave para
investigaciones de actividad antioxidante. Curiosamente, el mecanismo exacto de la actividad
antioxidante de estos compuestos, y la influencia de la estructura de los compuestos en su actividad,
todavia no esta completamente aclarado y es controvertido en la literatura (Chen et al., 2015;

Amorati & Valgimigli, 2012, como se cita en Spiegel et al, 2020).
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2.3.2.3. Sistema de defensa antioxidante.

Las células estan protegidas contra el estrés oxidativo mediante una red interactiva de enzimas
antioxidantes. Aqui, el superoxido liberado por procesos como la fosforilacion oxidativa se

convierte inicialmente en peroxido de hidrégeno y luego se reduce para transformarse en agua.
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Esta via de desintoxicacion es el resultado de maultiples enzimas, con superdxido dismutasa,
catalizando el primer paso y luego las catalasas y varias peroxidasas que eliminan el peréxido de
hidrogeno (Lobo et al., 2010).

> Sistema de defensa enzimatico

Las superdxido dismutasas son una clase de enzimas estrechamente relacionadas, que catalizan
la descomposicidn del anién superdxido en oxigeno y peroxido de hidrdgeno. Estas enzimas estan
presentes en casi todas las células aerdbicas y en los fluidos extracelulares (Zelko et al., 2002;
Johnson & Giulivi, 2005). Hay tres familias principales de superdxido dismutasa, dependiendo del
cofactor metalico: Cu/ Zn (que une tanto al cobre como al zinc), los tipos Fe y Mn (que se unen al
hierro o al manganeso) y, finalmente, el tipo Ni, que une al niquel (Wuerges et al., 2004). En los
seres humanos (como en todos los deméas mamiferos y la mayoria de los cordados), estan presentes
tres formas de superoxido dismutasa. La SOD1 se encuentra en el citoplasma, la SOD2 en las
mitocondrias y la SOD3 es extracelular. EIl primero es un dimero (consta de dos unidades), mientras
que los otros son tetrdmeros (cuatro subunidades). SOD1 y SOD3 contienen cobre y zinc, mientras
que SOD2 tiene manganeso en su centro reactivo (Cao et al., 2008, como se cita en Lobo et al.,
2010).

La catalasa es una de las enzimas antioxidantes mas importantes en el sistema de defensa
antioxidante enddgeno, se encuentra presente en la mayoria de organismos aerébicos; adquiere su
efecto antioxidante al descomponer el peréxido de hidrogeno (H202), subproducto nocivo de
muchos procesos metabdlicos normales, en moléculas de oxigeno y agua, las cuales son menos
reactivas (Nandi et al., 2019).

La glutation peroxidasa es una enzima intracelular importante que descompone los peréxidos
de hidrégeno (H202) en agua; y transforma los perdxidos de lipidos a sus correspondientes
alcoholes, principalmente en las mitocondrias y algunas veces en el citosol. La mayoria de las
veces, su actividad depende de un cofactor de micronutriente conocido como selenio. Por esta

razon, se le denomina peroxidasa selenocisteina. La enzima juega un papel mas crucial en la
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inhibicién del proceso de peroxidacién lipidica y, por lo tanto, protege a las células del estrés
oxidativo (Gill & Tuteja, 2010, como se cita en ghodaro & Akinloye, 2017).

> Sistema de defensa no enzimatico

El &cido ascérbico o "vitamina C", es un cofactor enzimatico y antioxidante hidrosoluble
producido por plantas, algunos animales y no sintetizado en humanos; se trata de un micronutriente
antioxidante esencial con un potente efecto reductor, que desempefia un rol fundamental en
numerosos procesos fisioldgicos del cuerpo humano, ayudando en la sintesis y metabolismo de
otras vitaminas y aminodacidos requeridos por el cuerpo como por ejemplo la tirosina, acido folico,
lisina y triptéfano. Ademas aumentar la absorcion de hierro por parte del cuerpo al reducir el ion
férrico a estado ferroso (Chambial et al., 2013; Carita et al., 2020, como se cita en Attia et al.,
2020).

La vitamina E se encuentra en estado natural como B-y- y d-tocoferoles, principalmente en
aceites vegetales y en forma de suplemento como alfa tocoferol. Los tocoferoles y tocotrienoles
constituyen un grupo de sustancias finalizadoras de reacciones en cadena de la peroxidacion
lipidica. Los tocoferoles son de naturaleza lipofilica y se encuentran asociados con lipoproteinas,
depdsitos de grasa y membranas celulares, protegiendo los acidos grasos poliinsaturados de la
peroxidacién, por su parte, los tocotrienoles penetran y actlian en los tejidos con capas de grasa
saturadas como el cerebro y el higado (Ahsan et al., 2014; Khadangi & Azzi, 2019, como se cita
en Chiuman & Sutanto, 2020).
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2.4. Materiales y métodos.

Para la evaluacion de la actividad antioxidante, se utilizaron pequefias alicuotas preparadas a
partir los extractos etandlicos foliares de las especies F. insipida, F. benjamina, F. elastica y F.

bullenei, (Seccion 1.5.1, del Capitulo I).
2.4.1. Ensayos de actividad antioxidante.

La evaluacion de la actividad antioxidante se realizo frente a los radicales 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH.) y Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 sulfonico) (ABTS™), por su
parte, la evaluacion del potencial de reduccion férrica (FRAP) se llevo a cabo frente al complejo
2, 4, 6-Tri (2-piridil)-1, 3, 5-triazina (TPTZ).

2.4.2. Preparacion y activacion de los radicales DPPH. y ABTS*.

Para preparar la solucion madre de DPPH. se disolvieron 150 mg DPPH. en 7 mL metanol y se
guardaron en la oscuridad por 24 h. Pasado este tiempo se tomaron pequefias alicuotas de 1 ml
aproximadamente, las cuales se diluyeron con metanol hasta obtener una absorbancia ajustada de

0.300+0.05A a una A=517 nm en un espectrofotémetro, calibrado con un blanco de metanol.

Por su parte, la solucion madre del cation radical ABTS™ (4cido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) se prepar6é tomando 17.5 mg de ABTS™, los cuales se disolvieron
en 9.9 ml de H20 estéril. Luego se tomaron 34 mg de persulfato de potasio (S20gK>) disueltos en
1mL de H2O. De estas soluciones preparadas se tomaron 9.9 ml de solucién de ABTS™ (3.5 mM)
y 0.1 ml de solucion de persulfato de potasio (125 mM) y se mezclaron. Posteriormente se
guardaron en la oscuridad por 12 h. Pasado este tiempo se tomaron pequefias alicuotas y se
diluyeron con un buffer fosfato a pH 7.4, hasta obtener una absorbancia ajustada de 0.700+0.05 a
una A=732 nm en el espectrofotometro, calibrado con un blanco de buffer fosfato.
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2.4.3. Determinacion de la actividad antioxidante, métodos DPPH., ABTS* y FRAP.

Para la estimacion de la actividad antioxidante por los métodos ABTS*™ y DPPH., se prepararon
soluciones de los extractos a una concentracion inicial de 20.000 mg/L, diluyendo 40 mg de cada
extracto etanolico foliar en 2 ml de dimetilsulfoxido (DMSO); a partir de esta, se prepararon por
dilucion soluciones intermedias a una concentracién de 100 mg/L (2.5 ml por cada extracto),
diluyendo 125 puL de la solucion inicial en 2.375 uL de (DMSO). A continuacion se prepararon
por dilucion las soluciones de trabajo de cada extracto, en un rango de concentraciones (de 1 a 6
mg/L).

Se calcularon los volumenes de las soluciones de los extractos para cada concentracion de
trabajo, a partir de la solucion intermedia a 100 mg/L, las cuales se adicionaron a los tubos de
ensayo previamente rotulados y se completd un volumen total de 2 ml para cada tubo; donde los
tubos de reaccion contienen solucion del extracto + radical, los tubos del blanco contienen solucion
del extracto + metanol, para el método DPPH.; mientras que para el ensayo ABTS™ se adicion6
solucion del extracto + buffer fosfato a pH: 7.4, finalmente en los tubos de referencia se adicion6
radical + DMSO, para el método DPPH. y radical + buffer fosfato a pH: 7.4, para el ensayo ABTS™".
Una vez preparados todos los tubos a evaluar (reaccién, blanco y referencia, todos por triplicado)
se guardaron en la oscuridad durante 40 minutos. Después de este tiempo se realizaron las lecturas
de absorbancias en un espectrémetro de UV-V GENESYS 20, bajo longitudes de onda ajustadas
para cada método (517nm para DPPH. y 734nm para ABTS™).

Todas las lecturas se realizaron por triplicado, posteriormente se calcularon los porcentajes de
inhibicidn (%Inh) para los ensayos descritos, mediante la ecuacion 1. Al graficar los (%Inh) en
funcién de las concentraciones de trabajo para cada extracto y por medio de interpolacién grafica,

se obtuvieron los valores inhibitorios medios (ICso) para cada ensayo.

) A.muestra — A.blanco
%inh = [1—(

A.referencia )]+ 100

Ecuacion 1 Calculo del porcentaje de inhibicidn.
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Donde se evaluaron los siguientes datos por el método DPPH.
A muestra = Es la absorbancia de la muestra (solucion del extracto + radical)
A blanco = Es la absorbancia del blanco (solucion del extracto + metanol)

A referencia = Absorbancia de referencia (radical + solvente de la muestra).

Mientras que para el ensayo con el cation radical ABTS™ se evaluo:
A muestra = Es la absorbancia de la muestra (solucion del extracto + radical)
A blanco = Es la absorbancia del blanco (solucion del extracto + buffer fosfato pH: 7.4)

A referencia = Absorbancia de referencia (radical + buffer fosfato pH: 7.4).

Para el método FRAP, se realizo preparacién de la solucién madre de TPTZ, mezclando 25 mL
de solucion buffer de acetato 300 mM; pH 3.6, con 2.5 mL de solucion de TPTZ 10 mM (0.083 g
de TPTZ aforados a 10 mL) en HCI 40 mM (1.7 mL de HCI aforados en 500 mL de H.O) y 2.5
mL de FeCls.6H20 20 mM (0.540 g de FeCls.6H,0 aforados a 100 mL de H-0).

Para la evaluacion del potencial de reduccion férrica se mezclaron 900 pL de solucion madre de
TPTZ previamente preparada, con 50 uL de muestra en H20O (a Concentraciones finales de 2, 3, 4,
5y 6 mg/L) y 50 uL de agua destilada. Luego se incub6 la mezcla a temperatura ambiente durante
60 min y se midio la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm en un espectrofotometro,
usando agua destilada para ajustar el blanco del equipo. Para cada muestra se tuvo en cuenta la
lectura de la absorbancia del blanco que no contenia TPTZ y se utiliz6 acido galico como patron
de referencia. Todas las lecturas se realizaron por triplicado y se graficé la absorbancia en funcién
de las concentraciones de muestra, para observar la cantidad de Fe?* formado a en la reaccion a

diferentes concentraciones de muestra.
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2.4.4. Andlisis estadistico.

En la evaluacién de la actividad antioxidante, los experimentos se hicieron bajo un disefio
completamente al azar. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los datos obtenidos fueron
analizados por la pruebas de normalidad Shapiro-Wilks, ANOVA de un factor, con 0=0.05 de
confianza y una prueba de mdltiples rangos LSD (Fisher). Para esto se empled el paquete
estadistico STATGRAPHICS Centurion version XVI. Para el desarrollo del anélisis estadistico de

los datos se plantearon las respectivas hipotesis estadisticas para el ANOVA de un factor.

Las hipoétesis propuestas para el analisis de varianzas de un factor fueron:
HO = el valor del porcentaje de inhibicion no se afecta significativamente por la variacién en las
concentraciones del rango de trabajo para cada tratamiento.

Hi = el valor del porcentaje de inhibicion si se afecta significativamente por la variacion de las
concentraciones del rango de trabajo para cada tratamiento.

2.5. Resultados y discusion.

2.5.1. Actividad antioxidante.

Se realiz6 un ensayo preliminar en las pruebas ABTS™ y DPPH. para determinar el rango de
concentraciones de trabajo, se observé que en el ensayo ABTS™ a 10 mg/L todos los extractos
mostraron una inhibicion del radical mayor de 90 %, y con el ensayo DPPH a una concentracién
de 20 mg/L, el porcentaje de inhibicién de los extractos superaba el 80 %, por lo que se decidio

trabajar con un rango de concentraciones entre 1 y 6 mg/L para todos los extractos.

Se evalud las capacidad antioxidante de los extractos etandlicos foliares de las especies de
estudio por los sistemas generadores de radicales ABTS" y DPPH. a las concentraciones de trabajo
determinadas mediante en el ensayo preliminar para cada método. Seguidamente se graficaron los
datos de porcentaje de inhibicion (%Inh) obtenidos de los extractos etandlicos foliares de las

especies de estudio, frente a las concentraciones evaluadas de los mismos, luego se calculd el
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porcentaje inhibitorio medio (ICso) por interpolacién gréfica, empleando el método de los minimos
cuadrados, como se muestra en la figura 2.2 para el método DPPH. y en la figura 2.3 para el ensayo
ABTS™. Seguidamente se calcularon los valores ICso en unidades (g/ml), empleando la conversion
de la ecuacion 2, para cada extracto; finalmente se expresaron como capacidad antioxidante
equivalente al Trolox (TEAC, umol de Trolox/g de muestra) mediante la ecuacion 3, basados en el
valor ICso de la referencia (Trolox), Anexo 2.7, indicado en unidades (umol/ml), mediante la
conversion de la ecuacion 4. Los resultados del ensayo DPPH. se muestran en la tabla 2.6 y los

resultados del método ABTS™ se presentan en la tabla 2.7, respectivamente.

ENSAYO DPPH

80
60
40

% Inhibicion

20

0.8 1.8 2.8 3.8 4.8 58

Concentracion (mg/L)

—e—Ficus benjamina —e—Ficus insipida -=— Ficus elastica a—Ficus bullenei
Figura 2.2 Gréfico de los porcentajes de inhibicidn (%Inh) versus las concentraciones de cada extracto etanélico foliar,

por el método DPPH..

Tabla 2.2 Porcentaje de inhibicién media (ICso) método DPPH. y capacidad antioxidante expresada como equivalentes

trolox (TEAC).

Extractos ICso método DPPH. (mg/L) TEAC DPPH. (umol/g)
F. benjamina 5.4 103.5
F. insipida 4.8 116.4
F. elastica 2.4 232.9
F. bullenei 3.9 143.3

56



ENSAYO ABTS
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Figura 2.3 Gréfico de los porcentajes de inhibicidn (%Inh) versus las concentraciones de cada extracto etandlico foliar,
por el método ABTS ™.

Tabla 2.3 Porcentaje de inhibicion media (ICsy) método ABTS'™ y capacidad antioxidante expresada como
equivalentes trolox (TEAC).

Extractos ICs0 método ABTS™ (mg/L) TEAC ABTS™ (umol/g)
F. benjamina 2.9 220.3
F. insipida 2.8 228.2
F. elastica 3.7 172.7
F. bullenei 3.0 213.0
ICso del extracto mg y 1L o lg
L 1000 ml 1000 mg

Ecuacion 2 Conversion de unidades para los ICso de los extractos, (mg/L) a (g/ml).

umol
ml )

[C59 Muestra (%)

ICs5o Trolox (
TEAC =

Ecuacion 3 Célculo de la capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC).

ICso Trolox mg o 1L y 1g y 1 mol Trolox y 1 x 10° umol
L 1000 ml 1000 mg 250.29 ¢ 1 mol

Ecuacion 4 Conversion de unidades para los ICso del Trolox, (mg/L) a (umol/ml).
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Para el método FRAP se determinaron las absorbancias de los extractos etandlicos foliares de
las especies de estudio, las cuales estuvieron en un rango entre 0.6 a 1.5 nm; al compararlas con la
absorbancia del acido galico (referencia), las cuales fueron de 1.6 a 2.5 nm, a las mismas
concentraciones de trabajo (1, 2, 3, 4 y 5 mg/L). Se observa que todos los extractos etandlicos
foliares presentan potencial de reduccion en todas las concentraciones evaluadas, como se muestra

en la figura 2.4.

Potencial Antioxidante de Reduccion Férrica (FRAP)

2.5

1 __.__—_—___-—__————'_———:—"_—*

0.5

—

Absorbancia
\

1mg/L 2 mgfL 3 mg/L 4 mgfL 5 mg/L
Concentracién

Ficus bullenei Ficus benjamina

Ficus elastica

—AG

Ficus insipida

Figura 2.4 Gréfico de absorbancia vs concentraciones de los extractos y la referencia (Ac galico) en el ensayo
FRAP.

El género Ficus es reconocido a nivel mundial por estar relacionado con varias actividades
bioldgicas, entre las cuales se destacan, actividades antihelminticas, antibacterianas y antioxidante.
En este estudio se indica la alta capacidad antioxidante que presentan los extractos etanolicos
foliares de las especies F. benjamina, F. insipida, F. elastica y F. bullenei, lo cual se relaciona
directamente con la presencia de compuestos fenolicos como los flavonoides. Estos resultados
concuerdan con los publicados por Sirisha y colaboradores (2010), donde informan que las especies
del género Ficus contienen altos contenidos de polifenoles relacionadas con fuertes propiedades
antioxidante. Asi mismo, Kanaujia y colaboradores (2012) indican en su resultados que los
extractos etandlicos foliares de F. benjamina presentan alta capacidad antioxidante frente al
sistema radicalario DPPH., cuyos valores 1Cso calculados fueron 120.0, 85.0 y 75.0 mg/L, bajo

condiciones especificas de trabajo; lo que concuerda con lo obtenido en este estudio para F.
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benjamina, por el método DPPH., donde el valor ICso calculado fue de 5.4 mg/L y expresado en
capacidad antioxidante en equivalentes Trolox (TEAC), con un valor de 103.5 pmol/g, indicando

la alta capacidad antioxidante que presenta esta especie.

Para la especie F. elastica, se obtuvieron valores ICso bajos en los ensayos ABTS™ y DPPH.,
los cuales fueron 3.7 mg/L y 2.4 mg/L, respectivamente y con valores TEAC de 172.2 y 232.9
umol/g; estos valores indican gran capacidad antioxidante de los extractos etanolicos foliares de
esta espacie, lo cual concuerda con lo reportado por Ginting Yy colaboradores (2020), donde
informan que el extracto etanolico foliar de F. eslastica tiene potencial como agente antioxidante,
demostrado con los valores 1Cso calculados para los metodo descritos, los cuales fueron 13.82 mg/L
y 23.29 mg/L, respectivamente. Por su parte, Nurviana y colaboradores (2020) evaluaron la
capacidad antioxidante de los extractos metanolicos foliares de la especie F. elastica, medinate el
metodo DPPH., indicando que el extracto metandlico foliar de la especie, tiene un potencial
antioxidante muy alto, presentado con un valor 1Cso de 7,6906 + 0,3 mg/L, comparado con la

referencia acido ascorbico empleada en su estudio.

Para la especie F. insipida, no se encontrd informacion referente a la actividad antioxidante, sin
embargo, se reportan resultados fitoquimicos, como los publicados por vejarano & Guerrero,
(2011), indicando la presencia de compuestos fendlicos en los extractos foliares de esta especie, lo
que concuerdan con los analisis fitoquimicos realizados en esta investigacion, en este sentido, se
puede correlacionar la capacidad antioxidante que present6 el extracto etandlico foliar de esta
especie, frente a los sistemas radicalarios ABTS"™ y DPPH., cuyos valores 1Cso calculados, para los
dos primeros ensayos, fueron 2.8 mg/L y 4.8 mg/L y expresados en TEAC con los valores 228.2 y

116.4 umol/g, respectivamente.

Para la especie F. bullenei, no se encontrd informacion referente a ensayos de actividad
antioxidante, sin embargo, los analisis fitoquimicos realizados a esta especie, indicaron la presencia
de compuestos fendlicos en los extractos etanolicos foliares, lo cual fundamenta la alta capacidad
antioxidante que present6 esta especie frente a los sistemas radicalarios ABTS™ y DPPH.; como
lo indican los valores ICsg calculados, los cuales fueron 3.0 y 3.9 mg/L y con valores TEAC de
213.0y 143.3 umol/g, respectivamente. Se evidencia la alta capacidad antioxidante de los extractos
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de esta especie. Estos resultados son fundamentales para iniciar estudios fitoquimicos completos
de la especie, asi como investigaciones de actividades bioldgicas y otros ensayos de actividad
antioxidante. Es fundamental el aporte de esta investigacion al conocimiento de la especie, al ser
uno de los primeros estudios en presentar analisis fitoquimicos, valor quimiotaxonémico de sus

fitoconstituyentes (flavonoides) y actividad antioxidante de sus extractos etanélicos foliares.

Para el ensayo de potencial antioxidante de reduccion férrica (FRAP), se concluye que todos los
extractos etanolicos foliare presentaron potencial reductor, comparados con la sustancias de
referencia &cido galico, el cual es un polifenol conocido como fuerte agente antioxidante. Lo que
concuerda con los resultados reportados por Sirisha y colaboradores (2010) para las especies F.
benjamina y F. elastica. Por su parte Ginting Yy colaboradores (2020) reportan que los extractos
etanolicos foliares de la especie F. elastica presentan potencial de reduccion ferrica. Por su parte,
se indica el potencial reductor de las especies F. insipida y F. bullenei, para estas ultimas especies,
serian los primeros resultados de potencial antioxidante de reduccion férrica presentados.

2.5.2. Andlisis estadisticos.

Los datos obtenidos al evaluar la actividad antioxidante de los extractos etandlicos foliares de
las especies F. benjamina, F. insipida, F. elastica y F. bullenei, mediante los ensayos de DPPH. y
ABTS, se muestran en los Anexos 2.1 y 2.2 respectivamente. A partir de la realizacién de los
analisis estadisticos de varianza ANOVA vy la prueba de contraste de multiples rangos LSD de
Fisher (p<0.05), para los datos de los ensayos de DPPH. y ABTS™, anexos 2.3 y 2.4,
respectivamente. Se indica que los datos obtenidos del analisis de actividad antioxidante por los
métodos descritos, presentan diferencias altamente significativas para cada extracto etandlico foliar
evaluado, en la tabla 2.4 se presentan los valores obtenidos del ANOVA de un factor para el método
DPPH. y en la tabla 2.5 para el ensayo ABTS™.

Como los p-valores son menores con respecto al nivel de significancia, se rechaza la hipotesis
nula para los analisis de varianzas, concluyendo que los porcentajes de inhibicion de cada metodo
si se afectan de manera significativa por la variacion de las concentraciones en el rango de trabajo

para cada tratamiento. Por su parte, la prueba de contraste de multiples rangos LSD de Fisher,
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indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones de trabajo
en ambos ensayos, con un nivel de confianza del 95.0%, como se muestra en el Anexo 2.5 para el
ensayo DPPH. y en el Anexo 2.6 para el ensayo ABTS™, sin embargo, se observan algunos grupos
homogéneos en las concentraciones 2-3 mg/L y 3-4 mg/L en los extractos etandlicos foliares de las
especies F. insipida y F. bullenei en el método DPPH., en los cuales no existen diferencias

estadisticamente significativas en los datos a estas concentraciones.

Por su parte, los andlisis de varianza ANOVA y la prueba de contraste de multiples rangos LSD
de Fisher (p<0.005) para el método FRAP, indicaron que los datos obtenidos no presentan
diferencias significativas entre los extractos etandlicos foliares evaluados y las concentraciones de
trabajo con un nivel de confianza del 95.0%, como se indica en el Anexo 2.8, indicando que los
extractos etanolicos foliares evaluados presentan potencial antioxidante de reduccién férrica

similar, lo que concuerda con lo presentado en la figura 2.4.

Tabla 2.4 Resultados del analisis de varianzas método DPPH..

Extractos EtOH foliares F-valor calculado p-valor de la prueba
F. benjamina 180.172 0.000
F. insipida 19.0062 0.000
F. elastica 157.363 0.000
F. bullenei 27.5445 0.000

Tabla 2.5 Resultados del analisis de varianzas método ABTS*".

Extractos EtOH foliares F-valor calculado p-valor de la prueba
F. benjamina 256.913 0.000
F. insipida 236.724 0.000
F. elastica 199.951 0.000
F. bullenei 285.346 0.000
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2.6. Conclusién

Los ensayos de actividad antioxidante de los extractos evaluados presentaron buenos resultados
frente a los sistemas radicalarios ABTS™, DPPH. y FRAP, siendo el extracto etanélico foliar de la
especies Ficus elastica el méas activo, estos datos son consistentes con base en resultados obtenidos
de otras especies del mismo género, ademas estudios fitoquimicos en especies del género Ficus
reportan la presencia de compuestos fendlicos como flavonoides, lo cual, justifica el potencial

antioxidante que presentan los extractos de las especies de estudio.

2.7. Recomendaciones.

Se recomienda realizar el ensayo de cuantificacion de fenoles totales (Folin-Ciocalteu) y la
composicion de flavonoides totales (TFC) (AICIs), con el fin de determinar la cantidad de fenoles

y flavonoides presentes en cada extracto.

Se recomienda realizar otras pruebas de actividad antioxidante sobre los extractos etandlicos
foliares de las especies investigadas, para contribuir con la busqueda de sustancias bioldgicamente
activas, de igual manera se recomienda profundizar los estudios fitoquimicos y realizar estudios de
actividades bioldgicas en extractos de las especies F. insipida y F. bullenei, debido a que no se
encuentra informacién referentes a las tematicas mencionadas, es por ello, que el aporte de esta

investigacion es clave para adelantar los estudios anteriormente mencionados para estas especies.
Continuar con el estudio de los extractos etandlicos foliares de las especies investigadas, con la

finalidad de profundizar en la busqueda de los metabolitos secundarios responsables de la actividad

antioxidante que presentas estas especies del genero Ficus.
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2.9. ANEXOS

ANEXO 1.1. Clasificacion taxonomica de las especies de estudio.

e Clasificacion taxonémica de Ficus benjamina L.

Clase Equisetopsida C. Agardh

Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden | Rosanae Takht.

Orden Rosales Bercht. & J. Presl
Familia Moraceae Gaudich.
Género Ficus L.

Especie Ficus benjamina L.

¢ Clasificacion taxonémica de Ficus insipida Willd.

Clase Equisetopsida C. Agardh

Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden | Rosanae Takht.

Orden Rosales Bercht. & J. Presl
Familia Moraceae Gaudich.
Género Ficus L.

Especie Ficus insipida Willd.
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e Clasificacion taxondmica de Ficus elastica Roxb. ex Hornem.

Clase Equisetopsida C. Agardh

Subclase Magnoliidae Novéak ex Takht.

Superorden | Rosanae Takht.

Orden Rosales Bercht. & J. Presl
Familia Moraceae Gaudich.

Género Ficus L.

Especie Ficus elastica Roxb. ex Hornem.

e Clasificacion taxondmica de Ficus bullenei 1.M. Johnst.

Clase Equisetopsida C. Agardh

Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden | Rosanae Takht.

Orden Rosales Bercht. & J. Presl
Familia Moraceae Gaudich.
Género Ficus L.

Especie Ficus bullenei 1.M. Johnst.
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ANEXO 1.2. Etiquetas de registro herbario Universidad de Cordoba (HUC)

e Etiqueta de registro de la especies Ficus insipida Willd.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA HERBARIO
FLORA COLOMBIANA HUC

Ficus insipida Willd. MORACEAE
“Higuera, Oj¢”

Arbol de 8 metros aprox, con CAP de 80 cm, hojas lustrosas, presencia de latex
blanco, fruto sicono.

Cérdoba. Planeta Rica. Finca Abastecedora.
N 8°23754.46”. O 75° 34714.09” 83 m alt.

H. Furnieles Nufiez 001 14 Abril 2019
Det: H. Furnieles., 30/ Abril/2019

ESTUDIO QUIMIOTAXONOMICO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE EXTRACTOS ETANOLICOS FOLIARES DE CUATRO ESPECIES DEL GENERO Ficus L.
(Moraceae), PLANETA RICA (CORDOBA-COLOMBIA).
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e Etiqueta de registro de la especies Ficus elastica Roxb. ex Hornem.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA HERBARIO
FLORA COLOMBIANA HUC

Ficus elastica Roxb. ex Hornem. MORACEAE
“Caucho sabanero”

Arbol de 12 metros aprox, con CAP de 140 cm, hojas lustrosas, presencia
de latex blanco.

Cérdoba. Planeta Rica.
N 8°24°55.63”. O 75° 34'44.66” 74 m alt.

H. Furnieles Nufiez 002 14 Abril 2019
Det: H. Furnieles., 30/ Abril/2019

ESTUDIO QUIMIOTAXONOMICO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE EXTRACTOS ETANOLICOS FOLIARES DE CUATRO ESPECIES DEL GENERO Ficus L.
(Moraceae), PLANETA RICA (CORDOBA-COLOMBIA).

e Etiqueta de registro de la especie Ficus benjamina L.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA HERBARIO
FLORA COLOMBIANA HUC

Ficus benjamina L. MORACEAE

“Laurel”

Arbol de 10 metros aprox, con CAP de 112 cm, hojas lustrosas, presencia
de latex blanco

Cérdoba. Planeta Rica. Finca el Oriente.
N 8°23709.57”. O 75° 33°42.54” 79 m alt

H. Furnieles Nufez 003 14 Abril 2019

Det: H. Furnieles., 30/ Abril/2019

ESTUDIO QUIMIOTAXQNOMICO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE EXTRACTOS ETANOLICOS FOLIARES DE CUATRO ESPECIES DEL GENERO Ficus L.
(Moraceae), PLANETA RICA (CORDOBA-COLOMBIA).
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e Etiqueta de registro de la especie Ficus bullenei .M. Johnst.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA HERBARIO
FLORA COLOMBIANA HUC

Ficus bullenei 1.M. Johnst. MORACEAE
(‘Higo”

Arbol de 12 metros aprox, con CAP de 120 cm, hojas coriaceas, lustrosas,
presencia de latex blanco que se oxida a una tonalidad rojiza, presencia de
pubescencia, fruto sicono.

Cordoba. Planeta Rica. Finca Abastecedora.
N 8°24718.52”. O 75° 34°38.73” 85 m alt.

H. Furnieles Nufez 004 14 Abril 2019
Det: H. Furnieles., 30/ Abril/2019

ESTUDIO QUIMIOTAXONOMICO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE EXTRACTOS ETANOLICOS FOLIARES DE CUATRO ESPECIES DEL GENERO Ficus L.
(Moraceae), PLANETA RICA (CORDOBA-COLOMBIA).

ANEXO 2.1. Datos de la actividad antioxidante de los extractos etanélicos foliares evaluados por
el método DPPH..

e Datos de la actividad antioxidante del extracto etandlico foliar de Ficus benjamina
Prom Abs, F. benjamina.

Concentracion %Inhibicion, F. benjamina. DPPH.
DPPH.

1 mg/L 0,250 7 %

2 mg/L 0,227 15 %

3 mg/L 0,202 24 %

4 mg/L 0,169 37 %

5 mg/L 0,144 46 %
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e Datos de la actividad antioxidante del extracto etanolico foliar de Ficus insipida.

Concentraciones Prom Abs, F. insipida. DPPH. %Inhibicion, F. insipida. DPPH.

1 mg/L 0,246 7 %
2 mg/L 0,216 18 %
3 mg/L 0,191 28 %
4 mg/L 0,162 39 %
5 mg/L 0,124 54 %

e Datos de la actividad antioxidante del extracto etandlico foliar de Ficus elastica.

Concentraciones Prom Abs, F. elastica. DPPH. %Inhibicion, F. elastica. DPPH.

1 mg/L 0,220 16 %
2 mg/L 0,147 45 %
3 mg/L 0,086 69 %
4 mg/L 0,060 81 %
5 mg/L 0,039 90 %

e Datos de la actividad antioxidante del extracto etandlico foliar de Ficus bullenei.

Concentraciones Prom Abs, F. bullenei. DPPH. %Ilnhibicion, F. bullenei. DPPH.

1 mg/L 0,257 13 %
2 mg/L 0,215 27 %
3 mg/L 0,187 37 %
4 mg/L 0,166 44 %
5 mg/L 0,095 68 %
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ANEXO 2.2. Datos de la actividad antioxidante de los extractos etandlicos foliares evaluados por
el método ABTS™,

e Datos de la actividad antioxidante del extracto etanolico foliar de Ficus benjamina.
Prom Abs, F. benjamina. %lnhibicion, F. benjamina.

Concentraciones

ABTS" ABTS™
1 mg/L 0,486 77 %
1,5 mg/L 0,405 10,3 %
2 mg/L 0,349 22,7 %
2,5 mg/L 0,282 37,6 %
3 mg/L 0,616 54,7 %

o Datos de la actividad antioxidante del extracto etandlico foliar de Ficus insipida.
Prom Abs, F. insipida.

Concentraciones %Inhibicién, F. insipida. ABTS™
ABTS™

1 mg/L 0,508 1 %

1,5 mg/L 0,437 15%

2 mg/L 0,370 28 %

2,5mg/L 0,308 40 %

3 mg/L 0,243 53 %

e Datos de la actividad antioxidante del extracto etandlico foliar de Ficus elastica.
Concentraciones Prom Abs, F. elastica. ABTS™ % Inhibicién, F. elastica. ABTS"™

2 mg/L 0,426 17 %
3 mg/L 0,310 40 %
4 mg/L 0,235 55 %
5 mg/L 0,130 75 %
6 mg/L 0,077 86 %
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e Datos de la actividad antioxidante del extracto etandlico foliar de Ficus bullenei.

Concentraciones Prom Abs, F. bullenei. ABTS™ % Inhibicion, F. bullenei. ABTS™

2 mg/L 0,395 25%
3 mg/L 0,262 51 %
4 mg/L 0,139 74 %
5 mg/L 0,057 90 %
6 mg/L 0,020 97 %

ANEXO 2.3. Resultados de los analisis de varianza ANOVA de un factor para el método
DPPH..

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F. benjamina.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0216687 4 0.00541717 180.17 0.0000
Intra grupos 0.000300667 10 |0.0000300667

Total (Corr.) 0.0219693 14

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F. insipida.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 0.0247993 4 0.00619983 19.01 0.0001
Intra grupos 0.003262 10 |0.0003262

Total (Corr.) 0.0280613 14

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F. elastica.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0647497 4 0.0161874 157.36 0.0000
Intra grupos 0.00102867 10 |0.000102867

Total (Corr.) 0.0657784 14

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F. bullenei.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0438949 4 0.0109737 27.54 0.0000
Intra grupos 0.003984 10 |0.0003984

Total (Corr.) 0.0478789 14
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ANEXO 2.4. Resultados de los analisis de varianza ANOVA de un factor para el método ABTS™.

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F benjamina.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 0.141062 4 0.0352656 256.91 0.0000
Intra grupos 0.00137267 10 0.000137267
Total (Corr.) 0.142435 14

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F. insipida.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  |Valor-P
Entre grupos 0.130608 4 0.0326521 236.72 0.0000
Intra grupos 0.00137933 10 0.000137933
Total (Corr.) 0.131988 14

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F. elastica.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Entre grupos 0.234342 4 0.0585856 199.95 0.0000
Intra grupos 0.00293 10 0.000293
Total (Corr.) 0.237272 14

e Tabla ANOVA para Absorbancias vs Concentraciones F. bullenei.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  |Valor-P
Entre grupos 0.285878 4 0.0714696 285.35 0.0000
Intra grupos 0.00250467 10 0.000250467
Total (Corr.) 0.288383 14

ANEXO 2.5. Resultados del analisis de las pruebas de multiples rangos para el ensayo DPPH..

e Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. benjamina.
Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel |Casos [Media Grupos Homogeneos Contraste  [Sig. |Diferencia +/- Limites
5 3 0.144667 |X 1-2 * 0.0226667 0.00997563
4 3 0.169667 X 1-3 * 0.0483333 0.00997563
3 3 0.201667 X 1-4 * 0.0803333 0.00997563
2 3 0.227333 X 1-5 * 0.105333 0.00997563
1 3 05 < 2-3 = 10.0256667 _ |0.00997563
2-4 * 0.0576667 0.00997563
2-5 * 0.0826667 0.00997563
3-4 * 0.032 0.00997563
3-5 * 0.057 0.00997563
4-5 * 0.025 0.00997563
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Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. insipida.

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
5 3 0.124 X

4 3 0.162 X

3 3 0.191333 | XX

2 3 0.199667 X

1 3 0.246333 X

Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 0.0466667 0.0328579
1-3 0.055 0.0328579
1-4 0.0843333 0.0328579
1-5 0.122333 0.0328579
2-3 0.00833333 0.0328579
2-4 0.0376667 0.0328579
2-5 0.0756667 0.0328579
3-4 0.0293333 0.0328579
3-5 0.0673333 0.0328579
4-5 0.038 0.0328579

Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. elastica.

Método: 95.0 porcentaje LSD.

Nivel |Casos |Media Grupos Contraste Diferencia +/- Limites
Homogéneos 1-2 0.073 0.0184516

5 3 0.039 X 1-3 0.133667 0.0184516
4 3 0.0606667 X 1-4 0.159667 0.0184516
3 3 0.0866667 X 1-5 0.181333 0.0184516
2 3 0.147333 X 2-3 0.0606667 0.0184516
1 3 0.220333 X 2-4 0.0866667 0.0184516
2-5 0.108333 0.0184516

3-4 0.026 0.0184516

3-5 0.0476667 0.0184516

4-5 0.0216667 0.0184516

Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. bullenei.

Método: 95.0 porcentaje LSD Contraste Diferencia +/- Limites
Nivel |Casos |Media Grupos 1-2 0.0426667 0.0363126
Homogéneos 1-3 0.0703333 0.0363126

5 3 0.095 X 1-4 0.0913333 0.0363126

4 3 0166333 | X 1-5 0.162667 0.0363126
3 3 0.187333 XX 2-3 0.0276667 0.0363126
2 3 0.215 X 2-4 0.0486667 0.0363126
1 3 0.257667 X 2-5 0.12 0.0363126
3-4 0.021 0.0363126

3-5 0.0923333 0.0363126

4-5 0.0713333 0.0363126
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ANEXO 2.6. Resultados del anéalisis de las pruebas de multiples rangos para el ensayo ABTS™.

e Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. benjamina.

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD : : : __
Nivel 1Casos |Media Grupos Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Homogéneos 1-15 * 0.081 0.0213147
3 3 0.205333 |X 1-2 * 0.137333 0.0213147
25 3 0.282667 | X 1-25 * 0.203667 0.0213147
2 3 0.349 X 1-3 * 0.281 0.0213147
15 3 0.405333 X 15-2 * 0.0563333 0.0213147
1 3 0.486333 X 15-25 * 0.122667 0.0213147
15-3 * 0.2 0.0213147
2-25 * 0.0663333 0.0213147
2-3 * 0.143667 0.0213147
25-3 * 0.0773333 0.0213147

e Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. insipida.

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel 1Casos |Media Grupos Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Homogéneos 1-15 * 0.0703333 0.0213664

3 3 0.243 X 1-2 * 0.137333 0.0213664
25 3 0.308 X 1-25 * 0.2 0.0213664
2 3 0.370667 X 1-3 * 0.265 0.0213664
15 3 0.437667 X 15-2 * 0.067 0.0213664
1 3 0508 X 15-25 * 0.129667 0.0213664
15-3 * 0.194667 0.0213664

2-25 * 0.0626667 0.0213664

2-3 * 0.127667 0.0213664

25-3 * 0.065 0.0213664

e Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. elastica.

Método: 95.0 porcentaje LSD Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Nivel [Casos |Media Grupos 2-3 " 0.116333 0.0311409
Homogéneos 2-4 * 0.191 0.0311409

6 3 0.0773333 X 2-5 * 0.296333 0.0311409
S 3 0.13 X 2-6 * 0.349 0.0311409
4 3 0.235333 X 3-4 * 0.0746667 0.0311409
3 3 0.31 X 3-5 > {0.18 0.0311409
2 3 0.426333 X 3-6 * 0.232667 0.0311409
4-5 * 0.105333 0.0311409

4-6 * 0.158 0.0311409

5-6 * 0.0526667 0.0311409
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¢ Pruebas de Multiple Rangos para Absorbancias vs Concentraciones F. bullenei.

Método: 95.0 porcentaje LSD Contraste Sig.  [Diferencia +/- Limites
Nivel [Casos [Media Grupos, 5.3 * 0.133 0.0287921
5 3 53 Qomoge”eos 2.4 * 0.255667 0.0287921
c 3 0057333 1 x 2-5 * 0.338 0.0287921
2-6 * 0.375333 0.0287921
4 3 0.139667 X 3-4 * 0.122667 0.0287921
3 3 0.262333 X 3-5 * 0.205 0.0287921
2 3 0.395333 X 3-6 * 0.242333 0.0287921
4-5 * 0.0823333 0.0287921
4-6 * 0.119667 0.0287921
5-6 * 0.0373333 0.0287921

ANEXO 2.7. Graficas de calibrados TROLOX para los ensayos de actividad antioxidante DPPH.
y ABTS™.

Calibrado Trolox DPPH

100 y =30 Trolox + 6.2
S c 1 IZZ =0.0979
‘S : 1.4 mg
2 50 50
z
£ 0
B 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Concentracion (mg/L)

Grafica del calibrado TROLOX para el ensayo DPPH..

Calibrado Trolox ABTS

150
=2
‘Q 100 y = 14,972 Trolox + 25,468
= R? = 0.9977
T ICe,: 1.6 mg/L
é 50 50 g/
x
0
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion mg/L

Grafica del calibrado TROLOX para el ensayo ABTS™.
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ANEXO 2.8. Resultados del analisis de las pruebas de multiples rangos para el ensayo FRAP,
(andlisis de comparacion de varias muestras).
Pruebas de Multiple Rangos.

Método: 95.0 porcentaje LSD Contraste Sig. | Diferencia [+/- Limites
Casos |Media |Grupos Abs A.Galico - Abs F.benja | * |0.839533 0.109702
Homogéneos — _
Abs Ebull 115 0.946133 X Abs A.Gélico - Abs F.insip | * [0.7944 0.109702
Abs F.benja 15 0.9838 X Abs A.Gaélico - Abs F.elast * 0.771067 0.109702
Abs F.insip |15  ]1.02893 |X Abs A.Galico - Abs F.oull | * |0.8772 0.109702
Abs F.elast |15 1.05227 |X
Abs 15 1.82333 X Abs F.benja - Abs F.insip -0.0451333 (0.109702
A.Galico Abs F.benja - Abs F.elast -0.0684667 [0.109702
Abs F.benja - Abs F.bull 0.0376667 [0.109702
Abs F.insip - Abs F.elast -0.0233333 |0.109702
Abs F.insip - Abs F.bull 0.0828 0.109702
Abs F.elast - Abs F.bull 0.106133 0.109702
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