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1. RESUMEN

La investigacién para el desarrollo de medicamentos y cosméticos a partir de plantas
naturales se ha intensificado en los Ultimos afios, es por tal motivo que la presente
investigacién tuvo como principal objetivo comprobar la actividad antioxidante y evaluar la
antiureasa en extractos de hojas y corteza de Conocarpus erectus L. (mangle botoncillo)
procedente de la Reserva de Usos Mltiples de Monterrico, Santa Rosa, para su posible

aplicaciéon medicinal o cosmética.

La ureasa es una enzima que cataliza la hidrélisis de la urea para la produccién de
amoniaco, que cambia el pH del sitio en donde actla; en el sistema gastrointestinal se
ha relacionado con el desarrollo de Ulceras gastricas y en el sistema urinario ha
demostrado estar implicado en la formacién de célculos renales, por la precipitacién de
algunos compuesto al enfrentarse al cambio de pH, por lo que los inhibidores de esta
enzima podrian combatir el aparecimiento de ulceras gastricas y la formaciéon de calculos.
El sistema antioxidante se encarga de proteger los tejidos atrapando los radicales libres,
interviniendo en los pasos de iniciacién, propagacién o finalizacién de procesos oxidativos

(Almeda, 2014).

Se pudo comprobar la actividad antioxidante de hojas y corteza del mangle botoncillo por
la reduccién del radical libre DPPH, por la oxidacién del radical ABTS y por reduccién del
hierro (FRAP). Se comprobé cualitativamente que todos los extractos de las hojas
presentan actividad antioxidante y que todos los extractos de la corteza presentaron
actividad con excepciéon del extracto hexanico. A partir de estos datos se evalud
cuantitativamente la actividad. Por el método del radical libre de DPPH se determiné que
el extracto etandlico de las hojas presenté mejor actividad antioxidante con un Clsg
0.4942 + 0.0105 mg/mL y el que menor actividad presento fue el extracto hexanico con
un Clsy 20.7472 + 1.8027 mg/mL. Asi mismo en la corteza, también el extracto etandlico,
presento mejor actividad con un Clsy 0.2636 + 0.0084 mg/mL. A partir de estos datos se
establecié que la corteza presenta mayor actividad antioxidante que las hojas, ya que
comparando ambos 6rganos de la planta en los extractos de diclorometano, acetato de

etilo y etanol al 70% los extractos de la corteza presentaron menor Clsy lo que evidencia



una mayor actividad antioxidante. Por el método de la oxidacién del radical ABTS se
comprobd los resultados anteriores, ya que en ambos érganos fueron los extractos
etandlicos los que presentaron una mejor actividad antioxidante siendo el Clsy del extracto
etandlico de la corteza 0.3767 + 0.0076 mg/mL y en las hojas 0.4885 + 0.0076 mg/mL,
se establecié que la corteza presento mejor actividad antioxidante al comparar el Clsy de

los extractos de ambos érganos.

En el método de la reduccion del hierro (FRAP) fueron los extractos polares, etandlico y
acetato de etilo los que presentaron mayor actividad para reducir el Fe** y Fe?. Los
resultados de esta prueba se presentan como los moles de cuatro estandares conocidos
y comercializados por su capacidad antioxidante, presentes en extractos analizados a
partir de una solucién madre de 20 mg/mL. Fue extracto etandlico el que demostrd
mayor capacidad para realizar el poder reductor ya que presenta mayor concentracién
del estandar en los extractos, aumentando su actividad, y esa concentracién disminuye a

medida que la polaridad también disminuye.

En este estudio también se evalué la actividad antiureasa. Esta actividad fue evaluada por
medio de cromatografia en capa fina, evidenciando cualitativamente que los extractos
hexanico, diclorometano y acetato de etilo de las hojas y corteza de mangle botoncillo
poseen actividad antiureasa. Los extractos etandlicos no presentaron ninguna actividad

inhibidora de la enzima ureasa.



2. INTRODUCCION

Guatemala es un pais que cuenta con una gran diversidad de especies vegetales. Ha sido
identificada como parte de uno de los puntos del planeta mas ricos en diversidad

biolégica y que a la vez se consideran altamente amenazados.

Los manglares son sistemas altamente productivos, son cuerpos receptores de aguas
continentales que reciben y procesan nutrientes, capturan y precipitan sélidos en
suspension, permiten el control de contaminacién, actian como filtro biolégico, mejoran la
calidad del agua, controlan la erosién y proveen un habitat natural para especies marinas,
aves y mamiferos, por lo que proveen mayor beneficio por los servicios ambientales que
brindan, comparados con los bienes comerciales y el uso directo que se obtiene de ellos

(Moreno, Peresbarbosa, Travieso; 2006)..

Se realiz6 una investigaciéon en hojas y corteza de mangle botoncillo (Conocarpus erectus
L.) proveniente de la Reserva de Usos Mdltiples de Monterrico, Santa Rosa, Guatemala,
donde se comprobd la actividad antioxidante de la especie por el método de radical libre
de DPPH. Asi mismo se evaludé dicha actividad por el método de oxidacion del radical
ABTS y por el método de reducciéon de hierro (FRAP). También se realizé la evaluacién de
la actividad antiureasa por medio de cromatografia en capa fina con la finalidad de
determinar su potencial medicinal. La presente investigacién pretende ser de utilidad para
el desarrollo de nuevos productos fitoterapéuticos, ademés del gran interés que
representa investigar una planta que actualmente se encuentra en peligro de extincién en

nuestro pails.



3. ANTECEDENTES

31 Manglar

Los manglares son denominados “bosques de mangle”, presentes en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Son un grupo de haldfitas altamente
evolucionadas, que crecen en la franja localizada en la frontera entre las aguas
marinas y la tierra firme, generalmente en la zona entre mareas de estuarios, lagunas
y pantanos costaneros. Los manglares son ecosistemas altamente complejos vy
productivos, que cumplen una amplia serie de funciones ecoldgicas; entre las que se
incluyen; prevencion de la erosidon costanera al facilitar la deposicion del suelo,
proveen comida y proteccién a mamiferos y aves, constituyen el ambiente adecuado
para la nidacién, cria y alimentacién de una amplia gama de animales y organismos
acuaticos. El manglar, también es una “fabrica organica” de produccién de compuestos
primarios, integralmente, los manglares sirven como wuna importante fuente de

diversidad de especies (Mera, 1999).

Los diferentes componentes bidticos del manglar interaccionan entre si, a través de la
cadena de alimentos; mientras que las interacciones tréficas ocurren por medio de
procesos biogeoquimicos, flujo de nutrientes, materia orgdnica y detritos vegetales. La
complejidad de la cadena de alimentos en los manglares y ecosistemas adyacentes,
implican relaciones distantes de interdependencia entre las comunidades naturales, por
ejemplo: grandes cantidades de peces y aves dependen de la produccién de las hojas
del manglar, ya que el producto de descomposicién de estas, es fuente primaria de
alimentos de la base de la pirdmide trofica del ecosistema. Los manglares no son
ecosistemas cerrados, por el contrario, los manglares deben ser vistos como uno de
los componentes de un ecosistema extenso, llamado el ecosistema costanero, que no
solamente incluye a los bosques de mangle, sino también pantanos inundados de
aguas salobres y semi-dulces, salinas, rios y vertientes, dreas de transicién y ambientes
pelagicos. Las interacciones entre los manglares y dichos ecosistemas adyacentes,

influyen en el funcionamiento del manglar mismo (Mera, 1999).

Algunos autores han descrito una zonificacién dentro del manglar, iniciando con el

mangle rojo en el borde, en contacto directo con los aportes de agua; luego el



mangle negro y el blanco; y por (ltimo el mangle botoncillo. Esta zonacidon no se
cumple en muchos sitios debido a que tanto la ubicacién como la composicién, la
estructura y el funcionamiento del manglar dependen de la combinacion de un
conjunto de factores fisicos, quimicos y biolégicos que actlan a diferentes escalas
espaciales y temporales. Estos factores son la radiacion solar, la temperatura, la
precipitacién, las fluctuaciones de la marea, el aporte de los rios, la inundacién, la
salinidad, la forma del terreno, el tipo de sustrato, los vientos, las tormentas, asi como
los huracanes, la capacidad de dispersion de los propagulos en funcién de su peso, y

las interacciones vegetacién-fauna (Moreno, Peresbarbosa, Travieso; 2006).

Las raices aéreas en forma de zancos (presentes sélo en el mangle rojo), le ayudan a
la planta a sostenerse en el sustrato lodoso y generalmente inundado. Al estar en
contacto directo con la atmdsfera, permiten oxigenar el sistema vascular de la planta,
al menos en marea baja. Ademas, éstas presentan estructuras llamadas lenticelas que
facilitan el intercambio gaseoso. Dichas estructuras también se encuentran en los
neumatéforos (raices adventicias, aéreas), caracteristicos de los mangles negro y
blanco. Ademaés, las semillas de estas tres especies presentan cierto grado de
viviparidad, es decir, sus propagulos (semillas) germinan antes de desprenderse de la
planta progenitora, aumentando la probabilidad de establecimiento una vez que llegan
al suelo, el cual muchas veces se encuentra inundado. Algunos autores consideran al
mangle botoncillo como un pseudomangle o falso mangle, debido a que carece de

raices especializadas y de semillas viviparas (Moreno, Peresbarbosa, Travieso; 2006).

El sustrato del manglar puede estar compuesto por fracciones finas (limo-arcillosas) y
fracciones gruesas (arenosas) en diferentes proporciones, asi como turbas organicas
(material organico en descomposicién) en funcién de los aportes de sedimentos que
existan en el lugar. Por lo general estos suelos son acidos, carentes de oxigeno y
sufren variaciones importantes en el contenido de sales. Por tanto, cuando se modifica
la hidrologia y no llegan los aportes de agua con la cantidad y frecuencia
caracteristica de este sistema, las sales pueden acumularse en el suelo, produciéndose
la salinizaciéon del mismo. Los vientos y las tormentas destruyen parte de las ramas de
los mangles, desprenden las flores y los propagulos. Los huracanes pueden llegar a

eliminar parte de la cobertura arbdrea, por ello en las zonas donde con frecuencia se



presentan vientos y tormentas fuertes, el manglar no logra recuperarse completamente,

manteniéndose achaparrado (Moreno, Peresbarbosa, Travieso; 2006).

Los manglares son fuente de agua para uso doméstico, agropecuario e industrial, asi
como para otros ecosistemas con los que estan interconectados. Controlan la calidad
del agua, purificandola, ya que sus sedimentos anaerobios tienen la capacidad de
atrapar nutrientes inorganicos, metales pesados y plaguicidas, sin afectar a los arboles,
por ello se consideran como plantas de tratamiento de agua”. También ayudan a
estabilizar las condiciones climaticas locales, principalmente la temperatura y la
precipitacién, y tienen un papel relevante en la captura de carbono, accién que permite

purificar la atmdsfera (Moreno, Peresbarbosa, Travieso; 2006).

Los manglares son altamente productivos en términos de madera, biomasa, produccién
de hojarasca y exportaciéon de carbono organico. Son capaces de exportar energia,
materiales y organismos a ecosistemas adyacentes. Mantienen una cadena alimenticia
heterétrofa diversa, que incluye peces, crusticeos (ejemplo: camarén), aves, reptiles
(ejemplo: cocodrilos, tortugas), pequefios mamiferos y numerosos invertebrados
(ejemplo: mejillones, ostiones). Brindan refugio y alimento a los juveniles de muchas
especies que habitan en su fase adulta en el estuario y el mar y sirven de sustrato a

algas e invertebrados (Moreno, Peresbarbosa, Travieso; 2006).

Segln el Instituto Nacional de Bosques, para el afio 2011, en Guatemala se cuenta

con cuatro especies de la Clasificacion del Sistema de Humedal Estuarino:

‘Mangle Rojo (Rhizophora mangle L.)
-Mangle Blanco (Laguncularia racemosa L.)
‘Mangle Negro (Avicennia germinans L.)

‘Mangle Botoncillo (Conocarpus erectus L.)

Y los departamentos con mangle son:
-San Marcos
-Retalhuleu

-Escuintla



-Santa Rosa
-Jutiapa

-|Izabal

3.2 Conocarpus erectus

3.2.1 Nombre cientifico: Conocarpus erectus L.
3.2.2 Nombre comin: mangle botoncillo, Okom.

3.2.3 Familia;: Combretaceae.

3.2.4 Descripcién de la especie

Arbol o arbusto de hasta 13 mts. de altura, de tronco derecho y muy ramificado de
color amarillento y de follaje denso; corteza oscura fisurada; las hojas alternas,
lanceoladas o elipticas de 3-8 cm de largo por 1.5-3 cm de ancho, coridceas y
levemente carnudas, puntiagudo en ambos extremos, de color verde amarillo en
ambas superficies; las flores se dan en los extremos de ramas y en axilas de la hoja
y son de color verde-amarillento de pequefias cabezas, cerca de 5 mm de didmetro
en tallos delgados; los frutos son mdltiples y redondeados de 10-12 cm de didmetro.

Florece todo el afio (Zamora, 1999).
3.2.5 Habitat:

Costero o el componente mas externo en areas de manglar. Es comin en los bancos
de arena, en la linea de marea alta o sitios con inundaciones periddicas (Zamora,

1999).
3.2.6 Usos

La madera de Conocarpus erectus L. es parda, muy dura, fuerte y de grano fino,
utilizada en algunas regiones para construccién o para hacer carbén. La corteza y
hojas tienen gran cantidad de taninos. Medicinalmente se ha empleado como ténico

astringente y en casos de orquitis (Zamora, 1999).



Es usado en algunos paises como remedio tradicional para enfermedades como la
anemia, el catarro, la conjuntivitis, diabetes, diarrea o fiebre (Abdel- Hameed et al,

2012).
3.2.7 Composicién quimica
La corteza y hojas tienen gran cantidad de taninos. (Zamora, 1999).

En el estudio “Efecto protector de extractos de Conocarpus erectus sobre la lesion
hepatica en ratones”, realizado por el Laboratorio de Andlisis de Productos Naturales
de la Facultad de Ciencias, Universidad de Taif, Arabia Saudi, se determind la

presencia de taninos, flavonoides y fenoles (Al-Hameed, 2013).

Por medio de andlisis HPLC con extractos de acetato de etilo y n-butanol, de hojas,
flores, raiz y frutos se revelé presencia de 4acido galico, catequinas, apigenina,
quercetina, quercetina-3-O- glucésido, kaemferol-3-O-glucosido, rutina y quercetina-3-
O-glucosido-acido galico. La madera de Conocarpus erectus L. contiene conocarpol y
2-metoxiconocarpol, 1-4 diarilbutano tipo lignanos y conocarpano. Los extractos
metandlicos de fruto, analizados por analisis de espectrometria por cromatografia
liguida de alta resolucioén-ultra violeta- ionizacién de electro spray reveldé la presencia

de acido elagico, vescalagina, castalagina (Bashir, 2015).

3.2.8 Estudios Relacionados

En el articulo “Estudio fitoquimico y evaluacién de las propiedades antioxidante,
anticancer y antimicrobiana de Conocarpus erectus L. crecido en Taif, Arabia
Saudita”, se da a conocer la actividad antioxidante en cuatro extractos metandlicos
obtenidos de diferentes partes de Conocarpus erectus (hojas, tallos, frutas y flores).
Estos extractos mostraron altos niveles inhibiciéon del radical libre, que establecen la
actividad del radical DPPH con una Concentracién Inhibitoria Media (Clsy) entre 6.47-
9.4 pg/ml Las fracciones de n-butanol obtenidas del fraccionamiento sucesivo de los
cuatro extractos de metanol poseen una Clsy entre 4.43-5.89 pg/mL méas alto que las
fracciones de acetato de etilo (EtOAc) (7.04-10.71 pg/mL. Debido a la alta actividad

antioxidante en las fracciones de acetato de etilo y fracciones de n-butanol, dichos



extractos fueron probados /n vitro contra dos lineas de células de cancer humanas;
HepG2 y MCF-7; utilizacién de método de ensayo de sulforodamina-B. Los resultados
mostraron que la mayor parte de fracciones tenian una actividad citotéxica con
Concentracién Inhibitoria Media (IC50) <20pg/ml, la cual se encuentra dentro de los
criterios de Instituto de Cancer Americano. El estudio también determina y cuantifica
tres metabolitos secundarios: fenoles, flavonoides y taninos en fracciones de acetato
de etilo y n-butanol de hojas, tallos, flores y frutos (ver Anexo 6), que estan
implicados en las actividades evaluadas, ya que estan involucradas en el poder
reductor que participa activamente en la capacidad antioxidante de la planta (Abdel-

Hameed et al, 2012).

33 Actividad Antioxidante de los Flavonoides

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacién de sus
propiedades quelantes del hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas de la
inhibicién de las oxidasas como lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la
xantina oxidasa; evitando asi la formacién de especies reactivas de oxigeno y de
hidroxiperéxidos organicos. Aunado a esto, se ha visto que también inhiben enzimas
involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A;; al
mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, como
la catalasa y la superéxido dismutasa. Los flavonoides retiran oxigeno reactivo,
especialmente en forma de aniones superéxidos, radicales hidroxilos, hidroperéxidos y
peréxidos lipidicos, bloqueando la accidén deletérea de estas sustancias sobre las

células (Almeda, 2014).

3.4 Métodos de deteccién de la Capacidad Antioxidante de una droga

341 Métodos ABTS

En este método, el producto de oxidacién del ABTS, el catién-radical de larga vida
ABTS+, se presenta como una excelente herramienta para determinar la actividad
antioxidante de antioxidantes donadores de hidrégeno (capturadores de radicales en
fase acuosa) y antioxidantes rompedores de cadena (capturadores de radicales

peroxido lipidicos). El radical ABTS* se genera mediante la interaccién del ABTS con la
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especie radical ariaferrilmioglobina, generada por la activacién de la metmioglobina en
presencia de perdéxido de hidrégeno. En este método, se mide el tiempo que tarda el
radical ABTS en ser oxidado hasta el radical libre estable ABTS' en presencia de
compuestos antioxidantes como los polifenoles, que retarden dicha oxidacién o bien
disminuyan la absorbancia de la disolucién por captura del radical. La absorbancia se
mide a 734 nm, longitud de onda en la que el radical coloreado presenta un maximo.
El resultado final se expresa como equivalentes del compuesto de referencia acido 6-
hydroxi- 2, 5, 7, 8-tetrametilcloroman-2-carboxilico. (Trolox, andlogo hidrosoluble de la

vitamina E) que generarian la misma respuesta (Félix, 2008).
34.2 Método FRAP

El método FRAP (reduccién del hierro/poder antioxidante), estd basado en la capacidad
reductora (transferencia de un electrén desde la molécula antioxidante a la oxidante),
es decir determina la capacidad de reduccién férrica que tiene una muestra. A pH bajo
y en presencia de un reductor (antioxidante), el complejo de tripiridiltriazina (TPTZ) con
Fe () se reduce a la forma ferrosa, desarrollando un intenso color azul con una
absorcién maxima a 595 nm, que permite ser cuantificado espectrofotométricamente
por interpolacién en una recta de calibrado de un patrén. Se mide el incremento de

absorbancia a los 30 minutos de comenzar la reaccion (Félix, 2008).

343 Método DPPH

Se basa en la capacidad del radical libre estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo para
reaccionar con donadores de H*. El radical DPPH tiene un maximo de absorbancia a
517 nm y genera un producto incoloro cuando captura un antioxidante. De esta forma,
se mide la disminucién de la absorbancia de una disolucién estable del radical DPPH
en presencia desustancias antioxidantes con grupos OH™ activos donadores de H*

capaces de capturar los radicales libres (Félix, 2008).

3.5 Actividad Antiureasa

Cada organismo descompone los acidos nucleicos y proteinas, generando asf residuos

nitrogenados, ya que los &cidos nucleicos y proteinas contienen nitrogeno. Mamiferos,
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anfibios y algunos invertebrados excretan residuos nitrogenados como la urea, que se
produce en el higado y poca cantidad en los rifiones. La urea es un compuesto
especialmente bueno para la eliminacion de nitrégeno debido a que es soluble en

agua y menos toxico (Vincent, 1981).

La urea es un compuesto de desecho que se forma a partir del amonfaco, que es el
principal catabdlito en el metabolismo de las proteinas. Las proteinas se simplifican en
aminoacidos, los que no son utilizados en el organismo pasardn por un proceso de
desanimaciéon que conduce a la formacién del amonfaco, el cual al combinarse con
compuestos presentes en el medio (CO, y H,O) forma urea, esto se conoce como

urogénesis (Vincent, 1981).

La ureasa (urea amidohidrolasa) es una enzima que se encuentra distribuida en algas,
bacterias, hongos y plantas. Esta cataliza la hidrélisis de la urea para la produccién de
amoniaco, que cambia el pH del sitio donde actla; en el sistema gastrointestinal, se
ha relacionado con el desarrollo de Ulceras gastricas y en el sistema urinario se ha
demostrado estar implicado en la formacién de calculos renales, por la precipitacién
de algunos compuestos al enfrentarse al cambio de pH. La estructura, tipo de
subunidades, peso molecular y secuencia de aminoacidos depende de su origen. Aparte
de estas diferencias, las secuencias de aminoacidos en los sitios activos y el

mecanismo de la actividad enzimatica son los mismos (Paulo et al/ 2011).

Los compuestos que inhiben las enzimas son de suma importancia en el tratamiento
de una serie de enfermedades. Ya que la ureasa se ha relacionado con el desarrollo
de Ulceras gastricas, la blsqueda de compuestos inhibitorios que actlen en el sitio

activo de la enzima se ha intensificado (Chavez et a/ 2011).
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4. JUSTIFICACION

El mangle botoncillo es una planta a la cual se le atribuyen principalmente el uso de la
madera que se obtiene de su tallo y ramas para la construccién o hacer carbén, sin
embargo, es importante evaluar su uso para la aplicacién medicinal o cosmética. Presenta
metabolitos secundarios como fenoles, polifenoles, flavonoides, taninos, entre otros, que
intervienen en la actividad antioxidante las cual se aprovecharian para el desarrollo de
productos naturales cosméticos y en el caso la actividad antiureasa para el desarrollo de

productos naturales medicinales.

Los antioxidantes son compuestos que se encargan de neutralizar el exceso de radicales
libres, liberando electrones en la sangre para que sean captados por los radicales libres y
se vuelvan moléculas estables. La importancia del descubrimiento de nuevos compuestos
que retarden el proceso de oxidacién celular genera nuevas formas de contrarrestar los
efectos oxidativos como es la aparicion de arrugas, la resequedad y pérdida de

elasticidad en la piel (Almeda, 2014).

Un estudio previo realizado en la Universidad de Taif, Arabia Saudita, reporta actividad
antioxidante en extractos de dicha especie, sin embargo, en Guatemala no se han
realizado estudios quimicos, ni bioensayos que comprueben la actividad de la planta que
crece en el pafs. Por lo que se determiné que esta especie es equiparable, empleando

ademas otros métodos que validen su efectividad.

La actividad antiureasa no habia sido evaluada en esta planta y con ella se puede
brindar hallazgos que demuestren el valor que posee no solamente a manera de
proteccién y conservacién en una regiéon sino también a nivel agroindustrial para su
posible aplicacién medicinal en el caso de la actividad antiureasa. Se ha comprobado que
la ureasa se relaciona con el desarrollo de dUlceras gastricas. Es sabido que los
polifenoles estan asociados a beneficios para la salud por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antimicrobianas y particularmente si resultan inhibidores de ureasa puede

ser una estrategia interesante mediante la cual se puede alterar la capacidad de
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colonizacion de la bacteria Helicobacter pylori. Por lo que especies ricas en polifenoles

constituyen un potencial ideal para la prevenciéon y manejo de Ulceras gastricas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Comprobar la actividad antioxidante y evaluar la actividad antiureasa en extractos de

hojas y corteza de Conocarpus erectus L. (mangle botoncillo) procedente de la Reserva

de Usos Mdltiples de Monterrico, Santa Rosa, para su posible aplicacion medicinal o

cosmética.

5.2 Objetivos Especificos

521

5.2.2

523

524

Determinar los extractos de Conocarpus erectus L. que presentan actividad

antioxidante y antiureasa.

Comprobar la actividad antioxidante en extractos de hojas y corteza de mangle
botoncillo mediante las técnicas del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP),
el método de captacién del radical 2,2 -difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y evaluar
dicha actividad por medio de la técnica de la Capacidad Antioxidante en

equivalentes de Trolox (ABTS).

Evaluar la actividad antiureasa en extractos hojas y corteza de la planta a través

de cromatografia en capa fina.

Determinar la Concentracién Inhibitoria Media (Clsp) de los extractos activos para

establecer su eficacia como antioxidantes.
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6. HIPOTESIS

Los extractos de Conocarpus erectus (mangle botoncillo) obtenidos en la Reserva de Usos
Maltiples de Monterrico, Guatemala, presentan actividad antioxidante equiparable con el de

otras regiones y presentan actividad antiureasa.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 UNIVERSO

Arboles de Conocarpus erectus distribuidos en la Reserva de Usos Mdltiples de

Monterrico, Guatemala.
7.2 MUESTRA

Extractos de hojas y corteza de arboles de Conocarpus erectus distribuidos en la Reserva

de Usos Mdltiples de Monterrico, Guatemala.

7.3 RECURSOS HUMANOS

Autora: Br. Karla Maricela Toj Paiz, estudiante de la carrera de Quimica Farmacéutica
Asesora: Dra. Sully Margot Cruz V.

Revisora: Licda. Beatriz Medinilla

Licda. Carolina Valdez

7.4 RECURSOS INSTITUCIONALES
4 Biblioteca Central de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
v Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.
v Departamento de Farmacognosia y Fitoquimica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

v Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales- LIPRONAT-
4 Centro de Estudios Conservacionistas de la USAC- CECON.

7.5 EQUIPO:

7.5.1 Horno

7.5.2 Molino

7.5.3 Balanza analitica RODWAG WAS 220/C/2
7.5.4 Estufa eléctrica
7.5.5 Percolador de acero inoxidable

7.5.6 Rotavapor



7.5.7 Campana extractora de gases

7.5.8 Céamaras cromatograficas

7.5.9 Espectrofotémetro Agilent 8453 G1103A
7.5.10 Lector de placas Agilent 8453G1103A
7.5.11 Incubadora VWR modelo 1525

7.5.12 Cromatoplacas de silica gel 60 Fusy
7.5.13 Asperjador de vidrio

7.5.14 Bomba de vacio

7.5.15 Lampara UV

7.5.16 Balanza de humedad OHAUS MB35 HALOGEN
7.5.17 Horno de secado VWR 08043606

7.6 REACTIVOS:

7.6.1 Terc-buctil-hidroquinona
7.6.2 Acetato de etilo

7.6.3 Acido acético

7.6.4 Acido férmico

7.6.5 Agua destilada

7.6.6 Agua desmineralizada
7.6.7 Metanol

7.6.8 2,2-difenil-1-picril- hidrazilo
7.6.9 Acetato de sodio anhidro
7.6.10 Hidréxido de sodio
7.6.11 Etanol 70%

7.6.12 Fosfato de sodio

7.6.13 Acido tricloroacetico
7.6.14 Cloruro férrico

7.6.15 Acetona

7.6.16 Buffer de fosfatos pH 6.5 50 mM
7.6.17 Hidroxiciclohexanona
7.6.18 Cloroformo

7.6.19 Rojo de fenol

17
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7.6.20 Solucién estandar de ureasa
7.6.21 Carbono de amonio

7.6.22 Diclorometano

7.6.23 Hexano

7.6.24 Acetato de etilo

7.6.25 Dimetilsulféxido

7.7 METODOS

7.7.1 Seleccién de la planta

7.7.2 Recopilacion Bibliografica: se realizé una revisién bibliografica en las diferentes

fuentes y bases de datos sobre Conocarpus erectus L.

7.7.3 Obtencion del material seco: La planta se recolecté en la Reserva de Usos Miultiples
de Monterrico, Guatemala, 13° 46' 18" N y 90° 06" 39" O. La recoleccién se hizo en 15
arboles de Mangle Botoncillo de los cuales se cortaron las hojas y corteza. Las muestras
se lavaron, escurrieron y se secaron en el horno a una temperatura de 40-45°C hasta
alcanzar una humedad menor al 10%. La muestra vegetal de la especie se encuentra en
el Herbario BIGU de la Escuela de Biologia, de la Universidad de San Carlos de

Guatemala, con el nimero de voucher 73884.
7.7.4 Molienda de la planta.

7.7.5 Obtencién del extracto hexanico, diclorometanico, acetato de etilo y etandlico por

percolaciéon y concentracién en rotavapor.

7.7.6 Comprobacién de la Actividad Antioxidante

7.7.6.1 Método DPPH por cromatografia en capa fina (TLC)

e Aplicar 10 puL de muestra y 5 uL de los estandares en una placa cromatografica

de silica gel 60¢ss.
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Colocar la placa en una camara de vidrio saturada previamente con acetato de
etilo, acido acético, acido férmico, agua (100:11:11:26).

Secar y aspejar la cromatoplaca con 2,2 difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (Img/mL en
metanol).

Deteccién: Si los extractos presentan actividad antioxidante se observa la
decoloracién de DPPH en las bandas respectivas (Wagner; Zhiyong, 1969; Suhaj,
2006).

Método DPPH por espectrofotometria UV-Visible

A) Preparaciéon de solucién madre: Pesar 20mg de extracto seco y agregar 1mL de

metanol absoluto luego introducirlo en el sonificador por 30 minutos, para obtener la

solucién madre. De esta solucién madre preparar una serie de diluciones:

S, Concentracién
No. Muestra (uL) Metanol (uL) Dilucién (mg/mL)
D-1 50 200 0.2 4
D-2 100 150 0.4 8
D-3 150 100 0.6 12
D-4 200 50 0.8 16
D-5 250 | - 1 20

B) Solucién de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) 150uM en metanol: Pesar 1.7mg de

reactivo de DPPH y disolver con metanol hasta un volumen de 25mL en un balén

aforado. Agitar la solucién y conservar en un recipiente ambar Por ser una solucién

inestable, se recomienda preparar la solucién en mismo dia que se va a emplear,

preparando (nicamente lo necesario.

C) Preparacién de los pozos de reaccién: Utilizar microplacas de 96 pozos de fondo

plano. Los pozos a utilizar deben ser nuevos. La preparacién de las placas se realiza

bajo luz indirecta, tratando de proteger la reaccién de la luz.
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los reactivos que se citan a

continuacién (todas las mediciones de volumen se realizan con pipetas automaticas):

::zt(i)vo Muestra Metanol SOIU‘(:ifs':)ﬂeM?PPH
Blanco Control --- 220 pL -
Control --- 20 pL 200 plL
Blanco de Ensayo 20 pL 200 pL
Ensayo 20 uL 200 plL

Se preparan los pozos de reacciéon segin como se indica en el inciso “C”, la
microplaca se agita en un vortex para placas durante 30 segundos y luego se
incuba a temperatura ambiente protegidos de la luz durante 30 minutos. Se lee

en lector de microplacas de 96 pozos a una longitud de onda de 490 nm.
Para calcular el porcentaje de inhibicién de cada uno de los pozos de reaccién se

utiliza la siguiente férmula:

Absorbancia del control- Absorbancia del ensayo
Absorbancia del control

*100 = % de Inhibicion

Absorbancia del control = Absorbancia del Control - Absorbancia del Blanco

Control

Absorbancia del ensayo Absorbancia del Ensayo - Absorbancia del Blanco

respectivo

Luego con los valores de porcentaje de inhibicion y concentracion de cada
diluciéon se elabora una grafica lineal, esperando que valores de porcentaje de
inhibicién se encuentren entre el 60-70%. La ecuaciéon de la recta debe tener un

2

r‘ entre 097-099, para que la corrida sea aceptada. Si no se cumple con un

porcentaje de inhibicién ente 60-70% y un r’ entre 0.97-0.99, repetir el ensayo
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preparando otras diluciones (si la muestra estd muy concentrada) y controlando el

pipeteo para mejorar el r2

Ya con una buena ecuacién de regresién

inhibitoria media, segln la siguiente formula:

IC50

50 % - pendiente

Intersecto

7.7.6.3 Método FRAP por espectrofotometria UV-Visible

lineal determinar la concentracién

A) Preparacién de la solucién madre del extracto: pesar 20 mg de extracto seco y

agregar 1mL de metanol luego introducirlo en el sonificador por 30 minutos. De

esta solucién madre preparar una serie de diluciones:

S, Concentracién
No. Muestra (uL) Metanol (uL) Dilucién (mg/mL)
D-1 50 200 0.2 4
D-2 100 150 0.4 8
D-3 150 100 0.6 12
D-4 200 50 0.8 16
D-5 250 | - 1 20

B) Preparacién de la solucién madre de los estandares y diluciones, esto depende de

cada uno de los estandares. Preparar solucién madre y diluciones segln se indica

en el cuadro siguiente:

Estandar Solucién No. Dilucién Concentracién
madre (mg/mL)
D-1 5ul/5mL MetOH 0.02
D-2 15ul/5mL MetOH 0.06
Vitamina C ZOJe%éleL D-3 25ul/5mL MetOH 0.10
D-4 35ul/5mL MetOH 0.14
D-5 45ul/5mL MetOH 0.18
D-1 20pl/5mL MetOH 0.008
2mg/1mL D-2 60ul/5mL MetOH 0.024
Quercetina MotOH D-3 100upl/5mL MetOH 0.040
D-4 140ul/5mL MetOH 0.056
D-5 180ul/5mL MetOH 0.072
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D-1 20pl/5mL MetOH 0.08
D-2 40ul/5mL MetOH 0.16
Rutina ZOM”;tgéll_lmL D-3 60ul/5mL MetOH 0.24
D-4 80ul/5mL MetOH 0.32
D-5 | 100ul/5mL MetOH 0.40
D-1 | 100pl/5mL MetOH 0.04
D-2 | 250ul/5mL MetOH 0.10
Trolox 10&1e%5HmL D-3 | 400ul/5mL MetOH 0.16
D-4 | 550ul/5mL MetOH 0.22
D-5 | 700pl/5mL MetOH 0.28

C) Preparacién de las soluciones para solucién FRAP:

e Cloruro férrico (FeCls) 1%: pesar 1 g de cloruro férrico y disolver con agua

desmineralizada en un balén aforado de 100 mL.

e Ferrocianuro de potasio 1%: pesar 1 g de ferrocianuro de potasio y

disolver con agua desmineralizada en un balén aforado de 100 mL.

e Buffer de acetato pH 3.6: Tomar 578 mL de acido acético y disolverlo con

agua desmineralizada en un balén de 500 mL. Pesar 272 g acetato de

sodio y disolver con agua desmineralizada en un balén aforado de 100 mL.

En un balén aforado de 500 mL disolver las soluciones de la siguiente

manera.:

Soluciéon de acido acético 2315 mL
Soluciéon de acetato de sodio 185 mL
Agua desmineralizada 250 mL

D) Solucién FRAP: mezclar 1.5 mL de FeCl; 1%, 1 mL de ferrocianuro de potasio 1%

y 15 mL de buffer de acetato pH 3.6. Agitar e incubar a 37°C durante 20 minutos.

E) Preparacién de los estandares y muestras para ser analizados: mezclar 1 mL de

cada estandar/muestra con 1 mL de &cido tricloroacetico al 10% (10 g de acido

tricloroacético disuelto con agua desmineralizada en un balén aforado de 100 mL).

Mezclar 10 segundos en el vortex y luego centrifugar a 3000 rpm durante 10

minutos.



F)

7.7.6.4

A)

23

Preparacion de los pozos de reaccién: Utilizar microplacas de 96 pozos de fondo
plano. Los pozos a utilizar deben ser nuevos. La preparacién de las placas se
realiza bajo luz indirecta, tratando de proteger la reaccién de la luz, la cual puede

degradar los estandares.

Se prepara una serie de pozos que contienen los reactivos que se citan a
continuacién (todas las mediciones de volumen se realizan con pipetas

automaticas):

Pozo Reactivo Estandar Agua Solucién FRAP

Blanco de Ensayo | ~ ------ 50 pL 100 pL
Estandar 50pL | - 100 pL
Muestra 50pL | - 100 pL

Dejar reposar durante 60 minutos. Luego leer en el lector de placas ELISA a 630

nm. Si hubiera formacién de precipitado, agitar en el vortex cuidadosamente.

Método ABTS por espectrofotometria UV-Visible:

Preparacion de la solucién madre: pesar 0.1 g de extracto seco y agregar 5 mL
de metanol absoluto, luego introducirlo en el sonificador durante 30 minutos para
obtener la solucién madre. De esta solucién madre preparar las diluciones que en
el método de DPPH por espectrofotometria UV-visible presentaron un porcentaje de
inhibicién entre 60-70% con un r? 0.97-0-99.

Preparacion de la soluciéon 2,2'azinobis-(dcido 3-etilbenzotiazolin  6-asulfénico)
(ABTS") 7 mM en agua: pesar 3841 mg y disolver en 10 mL de agua
desmineralizada.

Preparacion de persulfato de potasio 245 mM en agua: Pesar 3.31 mg y disolver
en 5 mL de agua desmineralizada.

Preparacion del catién ABTS*: se produce por la reaccién de la solucién stock de

ABTS con el persulfato de potasio en una proporcién 2:1. Dejar la mezcla en un
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lugar oscuro al menos 16-18 horas a temperatura ambiente antes de su uso. Se
prepara un dia antes de realizar la prueba.

Preparacion de la solucién de uso: la solucién ABTS* es diluida con etanol hasta
lograr una absorbancia 0.70 + 0.02 a 734 nm y equilibbrado a 30°C. Se emplea
una solucién 1/30 a 1/35 para obtener dicha absorbancia.

Preparacion de los tubos de reaccién: utilizar tubos de vidrio con capacidad de 10
mL. Recubrir los tubos completamente con papel aluminio para proteger de la luz
la reaccion. Preparar una serie de tubos que contengan los reactivos que se citan

a continuacion:

Reactivo Control Ensayo
Soluciéon ABTS* 3 mL 3 mL
Muestra | - 30 pL

Cada tubo de ensayo de cada dilucion de muestra se prepara por triplicado el
blanco de la corrida es etanol al 95%. Tanto la solucién ABTS como la muestra
deben haber estado en la incubadora a 30°C minimo 30 minutos antes de

mezclarlos.

La lectura de la absorbancia se toma a 30°C exactamente un minuto después de
la mezcla inicial, al cuarto minuto y al minuto seis.
Para calcular el porcentaje de inhibicién de cada uno de los pozos de reaccién se

utiliza la siguiente férmula:

Absorbancia del control- Absorbancia del ensayo

Absorbancia del control *100 = %delnhibicion
Luego con los valores de porcentaje de inhibicion y concentracién de cada
diluciéon se elabora una gréfica lineal; esperando que valores de porcentaje de
inhibiciéon se encuentren entre el 60-70%. La ecuacién de la recta debe tener un
r’ entre 0.97-0.99, para que la corrida sea aceptada. Si no se cumple con un
porcentaje de inhibicién ente 60-70% y un r? entre 0.97-0.99, repetir el ensayo
preparando otras diluciones (si la muestra estd muy concentrada) y controlando el

pipeteo para mejorar el r’
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Ya con una buena ecuaciéon de regresién lineal determinar la concentracién

inhibitoria media, segln la siguiente formula:

50 % - pendiente

Intersecto

IC50 =

Evaluacién de la actividad inhibidora de ureasa por CCF con rojo de fenol

Preparacion de muestra y control: Disolver 20mg de extracto en 1mL de metanol.
Preparar el control TBHQ 1%.
Preparacion de reactivos: Tampoén fosfato de potasio se disuelve, 2.72 mg de
KH,PO, al 0.20M con agua desmineralizada, aforar a 100mL, luego tomar 62.50mL
de esta soluciéon y agregar 31mL de NaOH al 0.10M y aforar a 250mL con agua
desmineralizada.
Preparacion de la enzima: pesar 120 mg de ureasa y disolver en 15 mL de agua
desmineralizada.
Preparacion de la solucién de urea: Disolver 0.19 g de urea en 50mL de tampén
de fosfatos para obtencién de concentracién 75mM.
Preparacion de la solucién Disolver 0.03 g de rojo de fenol en 30mL solucién
tampén de fosfatos para obtener una concentraciéon de 0.10%
Para la fase mdvil utilizar cloroformo: hexano en proporciones (25:25).
Evaluacién de la actividad:

e Saturar camara cromatogréfica con la fase mévil 20min antes de someter las

placas.
e En la placa de silica gel colocar 10uL de muestras y 5ulL de compuesto
control.

e Dejar secar al aire las placas.

e Colocar la placa en la camara y dejar eluir.

e Remover la placa de la camara, dejar secar.

e Rociar con urea (75mM/mL).

e Incubar a 25C por 2h.

e Rociar la placa con ureasa (40U/mL) e incubar a25C por 1h.
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e Rociar con rojo de fenol al 0.10% y secar
e Observar la coloracién roja en la placa y zonas claras en donde se dio la

inhibicién de la enzima, con luz UV.
7.7.8 Disefio de la investigacion

La investigacion se realiz6 en 4 extractos de mangle botoncillo (Conocarpus erectus):

diclorometano, hexanico, de acetato de etilo y etandlico.
7.7.8.1 Actividad Antioxidante

La comprobaciéon de la actividad antioxidante se realizé por medio de 3 métodos de
reduccién de DPPH, FRAP y ABTS, en los cuales para los métodos DPPH y ABTS se
obtuvo la misma respuesta, la cual fue determinar la Concentracién Inhibitoria Media (Clsp)
que reduce al 50% la absorbancia de los radicales ABTS y DPPH utilizando
espectrofotometria UV-Visible. Para el método de FRAP se determiné los moles de

diferentes estandares presentes en los extractos capaces de reducir el ion Fe** a Fe?.

Previo a la realizacion de la evaluacién se realizd un Ensayo- Error que consistié en
evaluar una concentracién critica que permitira determinar si hay o no actividad

antioxidante.

El namero de réplica de cada técnica con sus diluciones establecidas fue de triplicado

por cada dilucién.

El andlisis de resultados se realizd por medio de un diagrama de dispersién para
determinar el comportamiento de los datos, utilizando todos los datos, es decir que no

se promediaran los resultados obtenidos.

Ademads, se realiz6 un andlisis de regresién lineal para establecer el comportamiento de
los datos, con el fin de establecer la ecuacién que describa dicho comportamiento. Se
evaluard la regresién por medio del coeficiente de determinacién (r%), el cual debe ser
preferiblemente lo mas cercano a 1 para tomar como valida la curva realizada, de lo
2

contrario se deberd realizar nuevamente el ensayo, hasta obtener un valor de r

adecuado y ademéds se realizard una prueba de hipdtesis o significancia (analisis de
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varianza para regresién). Las ecuaciones que dan regresiones significativas servirdn para

calcular la Clsg. Se debe poseer un intervalo de confianza del 95%.
7.7.8.2 Actividad Antiureasa

La evaluacion cualitativa de la actividad antiureasa se realizd determinando en los

extractos 1) si hay actividad y 2) no hay actividad.

Se realizaron tres réplicas por cada extracto. Se evaluaron por medio de la prueba de

hipétesis binomial a un nivel de significancia de 0.05 (alfa).
Las hipdtesis planteadas fueron las siguientes:

Ho: p=0.50 que significa NO HAY ACTIVIDAD
Ha: p>50 que significa SI HAY ACTIVIDAD

Para rechazar Ho se requeria que las tres réplicas de cada ensayo demostraran actividad

antiureasa.
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8. RESULTADOS

8.1 Tabla No. 1 Porcentajes de rendimiento de los extractos corteza y hojas: En la
siguiente tabla se muestran los porcentajes de rendimiento de los extractos obtenidos,

observando que el extracto etandlico presento el mayor porcentaje de rendimiento.

Extracto 1ra repeticién 2da repeticién
CORTEZA HOJAS CORTEZA HOJAS
Hexano 0.7 % 13 % 06 % 1.1 %
Diclorometano 04 % 06 % 05 % 06 %
Acetato de etilo 02 % 03 % 02 % 0.2 %
Etanol 70% 21.8% 116 %

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC.

8.2 Tabla No. 2 Actividad antioxidante cualitativa por cromatografia en capa fina: En la
siguiente tabla se muestran los extractos que presentan actividad antioxidante, observando
que todos presentan dicha actividad. Se muestran también los resultados de los

estdndares comparados.

Extracto/estandar Corteza Hojas
Hexano + +
Diclorometano + +
Acetato de etilo + +
Etanol 70% + +
Acido clorgénico + +
Trolox + +
Vitamina ¢ + +
Rutina + +
TBHQ + +

Fase movil: Cloroformo: Acetato de Etilo (30:20). Revelador: Solucién DPPH (1mg/mL)
Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos
Naturales -LIPRONAT-, USAC. Interpretacién: (- no presenta actividad), (+ presenta

moderada actividad), (+ presenta actividad).
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8.3 Tabla No. 3 Actividad antioxidante cuantitativa por el método micrométrico DPPH y el

método macrométrico ABTS: En la siguiente tabla se muestra la Concentracién Inhibitoria

Media (Clsp) de los extractos por el método DPPH y ABTS, observandose que el extracto

etandlico el que presenta mayor actividad y el extracto hexanico el que menor actividad

presenta.
Método DDPH Método ABTS
Extracto Clso (mg/ml) Clsp (mg/ml)
Corteza Hojas Corteza Hojas

Hexano >20 20.75 = 1.80 >20 36.27 + 2.15
Diclorometano 2.96 + 0.04 896 + 0.12 456 + 0.13 11.35 + 0.21
Acetato de etilo 0.52 + 0.01 1.88 + 0.02 1.13 £ 0.01 395 + 0.21
Etanol 70% 0.26 £ 0.01 0.49 + 0.01 0.38 £ 0.01 0.49 + 0.01

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC

8.4 Tabla No. 4 Actividad antioxidante cuantitativa de los estdndares por el método DPPH

micrométrico y el método ABTS macrométrico: En la siguiente tabla se muestra la

Concentracién Inhibitoria Media (Clsy) de los estdndares utilizados para la comparacién

con los extractos analizados.

Estandar Método DPPH Método ABTS

Clso (mg/mL) Clso (mg/mL)

Vitamina ¢ 0.09 + 0.01 0.21 £ 0.01
Trolox 0.12 + 0.00 0.30 + 0.00
TBHQ 0.12 + 0.00 0.19 + 0.01
Rutina 0.17 + 0.01 0.85 + 0.04
Quercetina 0.07 + 0.00 0.10 + 0.00

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos
Naturales -LIPRONAT-, USAC.
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8.5 Tabla No. 5 Actividad antioxidante cuantitativa por el método FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se muestran los moles de
estandar presentes en cada extracto que son capaces de reducir el ion Fe3 a Fe?, observdndose que el extracto etandlico es el

que presenta mayor actividad.

Extracto MOLES VITAMINA C MOLES RUTINA MOLES QUERCETINA MOLES TROLOX
Corteza Hoja Corteza Hoja Corteza Hoja Corteza Hoja
Hexano 0.02 £ 0.00 | 0.01 £ 0.00 | 0.03 £ 0.00 | 0.02 + 0.00 | 0.01+ 0.00 | 001 + 0.00 | 0.02 + 0.00 | 0.01 £+ 0.00
Diclorometano 0.13 £+ 0.00 | 0.02 £+ 000 | 0.21 + 001 | 0.04 + 0.00 | 003 + 0.00 | 001 + 0.00 | 0.15 + 0.01 | 0.03 £ 0.00
Acetato de etilo | 044 + 0.01 | 009 + 0.00 | 0.72 + 0.02 | 0.15 + 0.00 | 0.12 £ 0.00 | 0.02 £ 0.00 | 051 + 0.03 | 0.10 + 0.01
Etanol 109 + 0.02 | 053 £+ 0.00 | 1.80 + 0.05 | 0.87 £+ 0.02 | 031 £+ 000 | 0.14 + 0.00 | 1.27 + 0.07 | 062 + 0.03

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC.
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86 Tabla No. 6 Actividad antiureasa cualitativa por cromatografia en capa fina: En la
siguiente tabla se muestran los extractos que presentan actividad antiureasa,

observandose que solamente los extractos etandlicos no presentan dicha actividad.

Extracto Corteza Hojas
Hexano + +
Diclorometano + +
Acetato de etilo + +
Etanol 70% - -
TBHQ + +

Fase movil: Cloroformo: Hexano (25:25). Revelador: Soluciéon Rojo de Fenol. Fuente: Datos
experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -
LIPRONAT-, USAC. Interpretacién: (- no presenta actividad), (+ presenta moderada

actividad), (+ presenta actividad).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Se realizé la extraccién fraccionada de hojas y corteza de mangle botoncillo, esto para
determinar que fraccion es la que presenta mayor actividad de las pruebas que se
realizaron en este estudio. Se determiné el porcentaje de rendimiento de cada uno de los
extractos. Se utilizaron cuatro solventes para la extraccion los cuales fueron hexano,
diclorometano, acetato de etilo y etanol. Para determinar la concentracion del alcohol que
se iba a utilizar fue necesario realizar la prueba del mejor solvente, en donde se
experimenté con concentraciones al 30%, 50%, 70%, 90% y 95% de alcohol etilico,
donde el alcohol al 70% fue el que mayor porcentaje de rendimiento obtuvo por lo que
considerd la concentracién que mayor cantidad de metabolitos secundarios es capaz de

extraer, por lo que es el ideal para la extraccion.

En la tabla No.1 de los resultados se puede observar que el extracto etandlico es el que
mayor porcentaje de rendimiento presentd, mientras que el extracto de acetato de etilo
fue el menor. Ambos resultados se observan en los dos 6rganos de la planta que se
estudiaron, es decir en las hojas y la corteza. El mayor porcentaje de rendimiento de los
extractos etandlicos evidencia que los érganos estudiados presentan mayor cantidad de
metabolitos polares, en comparacién con los otros extractos en los que se utilizé
solventes de menor polaridad que no rindieron de la misma manera, por lo que se puede
considerar que presentan menor cantidad de metabolitos apolares. Esto se relaciona con
la caracteristica de que los metabolitos polares son afines a solventes polares, y los
metabolitos apolares son afines a solventes apolares. También se puede observar en la
tabla No. 1 que fue necesario una segunda extraccién debido a que el porcentaje de
rendimiento de los extractos hexanico, diclorometano y acetato de etilo no pasaba del
1% de rendimiento, lo que podia causar que no se contaran con suficiente extracto para

realizar las diferentes pruebas del estudio.

La primera prueba que se realizé a los extractos fue la comprobaciéon de la actividad
antioxidante. Cualitativamente se determiné por cromatografia en capa fina, utilizando
como revelador una solucién del radical DPPH. La molécula 1,1-difenil-2-picril- hidrazilo
(DPPH) es conocida como un radical libre estable debido a la deslocalizacién de un

electréon desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza,



33

como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La deslocalizacién del electron
también intensifica el color violeta intenso tipico del radical. Cuando la solucién de DPPH
reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno, el color
violeta se desvanece. En esta prueba se espera que al momento de rociar la solucién de
DPPH los extractos sembrados en la cromatoplaca sean capaces de reducir al radical
‘produciendo la decoloraciéon del fondo morado a manchas de un color amarillo, si estos
presentan actividad antioxidante. Es necesario contar para dicha prueba con estandares
que ya sean reconocidos por ser compuestos que poseen una buena actividad
antioxidante, esto para poder respaldar que los extractos si poseen dicha actividad.
Como se puede observar en el anexo No. 2, la cromatoplaca presenta un fondo de color
morado y manchas amarillas en los estdndares y extractos que poseen actividad
antioxidante. En la tabla No. 2 se muestran los resultados de dicha cromatoplaca en
donde se puede observar que todos los extractos de las hojas poseen actividad
antioxidante, siendo el extracto etandlico quien presenta mayor decoloracién por que se
presume que posee mayor actividad antioxidante y el extracto hexanico el que menos
logré reducir al radical, siendo el que menor actividad antioxidante posee. Asi mismo, en
los extractos de la corteza, es el extracto etandlico el que presenta mayor actividad y el
extracto hexanico posee muy poca. Los estdndares utilizados en dicha prueba presentan

machas muy evidentes y caracteristicas de cada uno.

De acuerdo a los resultados obtenidos por cromatografia en capa fina se procedié a
determinar cuantitativamente la actividad antioxidante de los extractos que presentaron
actividad de forma cualitativa. El resultado se presenta como la Concentracién Inhibitoria
Media (Clsp), es decir la concentracién que debe poseer el extracto para disminuir la
concentracién inicial de DPPH al 50%. En la tabla No. 3 se pueden observar los
resultados obtenidos, esta determinacién se realiz6 por medio de espectrofotometria UV
visible, cuantificando en un lector de placa ELISA la absorbancia que genera cada
extracto a diferentes concentraciones al interactuar con el radical. Se puede observar que
en ambos o6rganos de la planta es el extracto etandlico el que presenta un menor Clsg, lo
que significa que posee mayor capacidad antioxidante ya que necesita una concentracién
menor para lograr disminuir la actividad del radical. Se estableci6 que a medida que

aumenta la polaridad del solvente asi mismo va decreciendo la actividad antioxidante de
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los extractos, por lo que se puede concluir que son los metabolitos secundarios con
caracteristicas polares los que se encargan en su mayoria de la actividad antioxidante de
la planta. Dichos resultados se observan tanto en el método del radical DPPH como en el
radical ABTS, respaldando los resultados obtenidos. En el método del radical ABTS
también se cuantificé la decoloraciéon del radical ABTS*, debido a la interaccién con
compuestos presentes en los extractos donantes de hidréogeno o de electrones. El radical
catiénico ABTS™* es un cromoéforo que se generd por una reaccién de oxidacién del ABTS
(2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio.
También se logré determinar que comparando los Clsy entre ambos dérganos, son los
extractos de la corteza los que presenta una mejor actividad antioxidante en comparacién
con extractos de las hojas, ya que su Cls; es menor. No se pudo determinar
cuantitativamente la actividad antioxidante del extracto hexdnico de la corteza, ya que al
momento de realizar el ensayo con la solucién madre de 20 mg/mL no se obtuvo
resultados que ‘presentaran linealidad, por lo que se puede concluir que es necesario
realizar el ensayo con una concentracién mayor, lo cual demuestra que no hay actividad

significativa.

Como se menciond anteriormente es necesario comparar los resultados obtenidos con
estandares establecidos para poder respaldar los resultados. De forma cuantitativa se
analizaron los estandares de la tabla No. 4, observando que los valores de Cls, son
mucho menores que los obtenidos en los extractos de mangle botoncillo analizados, por
lo tanto, se puede concluir que los extractos no podrian sustituir a los estdndares
comerciales ya que estos poseen mejor capacidad antioxidante. La cuantificacién de la
actividad antioxidante de los estandares se realizé tanto por el método del radical DPPH

como por el radical ABTS obteniendo la misma conclusion.

En estudios realizados en Taif, Arabia Saudita, se habia establecido la actividad
antioxidante de esta especie por medio del método del radical libre DPPH, siendo el
extracto de acetato de etilo de las hojas el Unico resultado que puede ser comparable
con esta investigacion. Se logré determinar que la especie proveniente de la Reserva de

Usos Multiples de Monterrico, Santa Rosa, también poseen actividad antioxidante, aunque
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esta es menor a la determinada en Taif, Arabia Saudita, ya que esa especie presentd

menor Clsy expresada en pg/mL, como se puede observar en el anexo No. 26.

Para complementar los resultados de actividad antioxidante se implementd el método del
poder reductor del hierro (FRAP). El andlisis de FRAP se utiliza para medir la actividad
antioxidante total y se basa en la capacidad principalmente de los polifenoles, para
reducir Fe** a Fe?. Este método modificado para su uso en microplacas de 96 pozos da
una reproducibilidad mejor y un rendimiento de procesamiento mas alto de muestras. El
analisis se basa en el poder reductor de un antioxidante que reduce el ion férrico (Fe3)
al ion ferroso (Fe?); formando un complejo azul. Una absorcién a una longitud de onda
cercana a 700 nm indica un poder de reduccién alto del fitoquimico, es decir una
actividad antioxidante alta (Roginsky y Lissi, 2005). De acuerdo a los resultados de la
prueba FRAP realizada a los extractos de Conocarpus erectus que se observan en la tabla
5, podemos establecer que los extractos mdas activos son el etandlico y de acetato de
etilo, el extracto menos activo fue el de hexano. El resultado se presenta como los moles
de cuatro estdndares conocidos y comercializados por su capacidad antioxidante,
presentes en extractos analizados a partir de una solucién madre de 20 mg/mL, y que
son capaces de reducir el hierro de Fe3* a Fe?. El extracto etandlico demostré mayor
capacidad para realizar el poder reductor ya que presenta mayor concentracién del
estandar en los extractos, aumentando su actividad, y esa concentracién disminuye a
medida que la polaridad también disminuye. Esto, posiblemente se puede atribuir, entre
otras cosas, a que el método implica la determinacién del poder reductor del extracto
bajo condiciones hidrofilicas, consecuentemente, se presentd una solubilizacién limitada de
los metabolitos presentes en los extractos menos polares, ademds que los extractos
polares contienen los polifenoles que contribuyen a que estos posean mayor poder
reductor. Todos extractos de Conocarpus erectus, presentan poder reductor, ya que todos
formaron un complejo azul, el cual se puede observar en el anexo No. 32, lo conlleva

finalmente a decir que los extractos tienen actividad antioxidante.

Como se mencioné en los antecedentes de esta investigacién, el Conocarpus erectus
posee taninos como 4cido eldgico, vescalagina y castalagina. También posee flavonoides y

fenoles como acido galico, catequinas, apigenina, quercetina, quercetina-3-O- glucédsido,
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kaemferol-3-O-glucosido, rutina y quercetina-3-O-glucosido-acido galico y lignanos. Se
puede observar en el anexo No. 27 la clasificacion los metabolitos secundarios de
acuerdo al solvente utilizado para su extraccion. Los flavonoides, taninos y fenoles son
metabolitos secundarios afines a solventes polares, probablemente esta es la razén por la
cual los extractos etandlicos presentan mayor actividad antioxidante, ya que esta actividad
se les atribuye debido a la combinacién de sus propiedades quelantes del hierro y

secuestradoras de radicales libres.

Como parte del estudio también se evalué la actividad antiureasa. Como se puede
observar en la tabla No. 6 los extractos que presentaron actividad contra la enzima
ureasa fueron el extracto hexdnico, diclorometano y acetato de etilo. Esta prueba se
realizd Gnicamente de forma cualitativa por medio de cromatografia en capa fina. La
cromatografia en capa fina para la determinaciéon de la inhibiciéon de la enzima ureasa, se
fundamenta en la separaciéon de compuestos, estos se hicieron reaccionar con el uso del
sustrato (urea) y enzima (ureasa), utilizando como contraste rojo de fenol, que le dio un
color naranja a la cromatoplaca, evidenciando las zonas claras con luz UV, en los puntos
en donde se presentan compuestos activos del extracto en estudio, como se observa en
el anexo No.25. En los sitios claros se evidencia la inhibicion de la enzima ureasa, por la
presencia de compuestos capaces de unirse a los atomos de niquel presentes en el sitio
activo de la enzima, formando un complejo, evitando asi la hidrolisis de la urea. De
acuerdo a los resultados obtenidos podemos determinar que son principalmente los
metabolitos secundarios con caracteristicas apolares quienes se encargan de la actividad
antiureasa, ya que fueron los extractos apolares los que presentaron zonas mas claras y
de mayor tamafio en la cromatoplaca que los observados en extractos con caracteristicas
polares como es el extracto de acetato de etilo. Se determindé que el extracto etandlico
no presenté actividad contra esta enzima. Dentro de los posibles metabolitos secundarios
responsables de esta actividad pueden mencionarse cumarinas, esteroles, acidos grasos o
alcaloides, sin embargo, es necesario realizar un tamizaje fitoquimico de esta especie para
determinar si posee dichos metabolitos secundarios. Para la prueba se utilizé como
control una solucién de terc-butil hidroxiquinona (TBHQ) al 1%, esto debido a que en
investigaciones realizadas previamente se ha determinado que los inhibidores de ureasa

se clasifican ampliamente en dos clases que son los compuestos metal-organicos y
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compuestos organicos, tales como acido acetohidroxamico, acido hamico y benzoquinona.
Los estudios cinéticos de las quinonas han demostrado que son inhibidores no

competitivos de la ureasa (Pearson, 1997; Zaborska, 2004).
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10. CONCLUSIONES

Se comprobé la actividad antioxidante en todos los extractos de hojas y corteza
de Conocarpus erectus L. (mangle botoncillo) procedente de la Reserva de Usos

Multiples de Monterrico, Santa Rosa.

Se evidencio la actividad antiureasa en los extractos hexdnico, diclorometano y
acetato de etilo de hojas y corteza de Conocarpus erectus L. (mangle botoncillo)

procedente de la Reserva de Usos Miltiples de Monterrico, Santa Rosa.

Se determiné que los extractos etandlicos de hojas y corteza de Conocarpus
erectus L. (mangle botoncillo) presentan un Cls, menor al resto de los otros
extractos por lo que se considera que poseen mayor capacidad antioxidante
debido a sus metabolitos polares, mientras que los extractos hexanicos de hojas y

corteza presentan mayor Cls, por lo que poseen menor capacidad antioxidante.

Se establecié que los extractos de corteza de Conocarpus erectus L. (mangle
botoncillo) presentan un Cls, menor en comparacién a los extractos de las hojas

por lo que se considera que la corteza posee mayor capacidad antioxidante.

El extracto etandlico presento mayor capacidad de poder reducir el hierro de
Fe* a Fe®, ya que se determiné mayor concentracién de los estdndares en los
extractos, aumentando su actividad antioxidante, y esa concentraciéon y actividad

disminuye a medida que la polaridad también disminuye.

Todos los extractos de Conocarpus erectus L. presentan poder reductor ya que
lograron formar un complejo azul que evidencia la reduccién el ion férrico (Fe*) al

ion ferroso (Fe?*) caracteristico del poder reductor de un antioxidante.
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11. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la actividad antiureasa cuantitativamente para determinar

el Clsg de cada extracto.

Se recomienda continuar con estudios de actividad inhibitoria de tirosinasa,
inhibitoria de ureasa y antioxidante en otras especies de mangle para comparar

los resultados obtenidos.

Se recomienda evaluar otras partes de la planta para determinar si presentan
actividad inhibitoria de tirosinasa, inhibitoria de ureasa y antioxidante y si existe

diferencia en cuanto a su actividad.

Se recomienda realizar un tamizaje fitoquimico de la especie de Conocarpus
erectus L. para establecer los metabolitos secundarios presentes en la especie
proveniente de la Reserva de Usos Mdltiples de Monterrico, Santa Rosa, a los

que se les atribuye sus actividades biolégicas.
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13. ANEXOS

13.1  Anexo No.l: Imagenes de los principales érganos del Conocarpus erectus L.

M -
i lvarado, Veracmz. Foto: flina AESe— [T (200
ado, i - [
~

B

CORTEZA (Vasquez, L..; 2007)

FRUTO (Vasquez, L..; 2007)
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Anexo No. 2: Cromatoplacas que demuestran la actividad antioxidante cualitativa por
cromatografia en capa fina: En las siguientes imagenes se observa los extractos de
mangle botoncillo (corteza y hoja), y los estandares que presentaron actividad
antioxidante. Se observa una coloraciéon amarilla/blanca sobre un fondo morado que
demuestra la actividad de todos, siendo observado en visible.

HOJAS

Fase Movil: Cloroformo: Acetato de Etilo (30:20). Para ambas cromatoplacas (extractos de
corteza y hojas) se sembré de la siguiente manera:

Muestra 1: Extracto de Hexano Muestra 6: Estdndar de TROLOX
Muestra 2: Extracto de Diclorometano Muestra 7: Estdndar de Vitamina C
Muestra 3: Extracto de Acetato de Etilo Muestra 8: Estdndar de Rutina
Muestra 4: Extracto de Etanol 70% Muestra 9: Estandar de TBHQ

Muestra 5: Estandar de Acido Clorgénico
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13.3 Anexo No.3: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método DPPH

micrométrico en corteza, del extracto de diclorometano: En la siguiente tabla se observan

las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto de

diclorometano que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de este

extracto. Las lecturas se realizaron en lector de placas ELISA, a una longitud de onda de

490 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una

con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra Abs. Absorbancia Diferencia % Cls; | Promedio Des. Cone
Blanco Inhibicién Est. (mg/ml)
Control 0.039 1.068 1.029
D1 0.063 0.755 0.692 32.75
20pL/250pL 0.745 0.682 33.72 1.6
0.751 0.688 33.14
D2 0.069 0.679 0.610 40.72
30pL/250pL 0.698 0.629 38.87 2.4
0.709 0.640 37.80
D3 0.091 0.564 0.473 54.03
40pL/250pL 0.546 0.455 55.78 3.2
0.57 0.479 53.45
D4 0.101 0.502 0.401 61.03
50uL/250pL 0.475 0.374 63.65 40
0.422 0.321 68.80
D5 0.134 0.404 0.270 73.76 3.0081
60pL/250pL 0.369 0.235 77.16 29249 | 29572 |0.0446 438
0.383 0.249 75.80 2.9386

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC.




Concentracién |  Inhibicién
16 32.75
2.4 40.72
3.2 54.03
4 61.03
48 73.76

Concentracion |  Inhibicién
16 33.72
2.4 38.87
3.2 55.78
4 63.65
48 77.16

Concentracién |  Inhibicién
16 33.14
2.4 37.80
3.2 53.45
4 68.80
48 75.80

80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

47

e ey y=12.792x + 11.526
Inhibicién R? = 0.9917

oe”
.
.
.
.
.

ot
.
oo
.

y =13.958x +9.174

Inhibicidn R2=0.9796
.".
@
........ ‘
2 3 4 5
Inhibicion  y=14.541x+7.2692
R2=0.972
0'...
o
.o
e
L X



48

13.4 Anexo No.4: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método DPPH

micrométrico en corteza, del extracto de etanol al 70%: En la siguiente tabla se observan

las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto de

etanol al 70% que sirvieron para determinar la Concentraciéon Inhibitoria Media de este

extracto. Las lecturas se realizaron en lector de placas ELISA, a una longitud de onda de

490 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una

con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra | Abs. Blanco | Absorbancia | Diferencia | % Inhibicién| Cls, |Promedio |Des. Est.|Conc. (mg/ml)
Control 0.038 0.985 0.947
D1 0.041 0.945 0.904 4.54
2uL/500pL 0.933 0.892 5.81 0.08
0913 0.872 7.92
D2 0.045 0.871 0.826 12.78
4uL/500pL 0.834 0.789 16.68 0.16
0.848 0.803 15.21
D3 0.046 0.594 0.548 4213
6uL/500uL 0.527 0.481 49.21 0.24
0.526 0.48 49.31
D4 0.053 0.424 0.371 60.82
8uL/500pL 0.38 0.327 65.47 0.32
0.351 0.298 68.53
D5 0.043 0.176 0.133 85.96 0.2732
10pL/500pL 0.173 0.13 86.27 0.2602| 0.2636 | 0.0084 0.40
0.174 0.131 86.17 0.2574

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.5 Anexo No.5: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método DPPH

micrométrico en corteza, del extracto de acetato de etilo: En la siguiente tabla se

observan las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto

de acetato de etilo que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de

este extracto. Las lecturas se realizaron en lector de placas ELISA, a una longitud de

onda de 490 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas,

cada una con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra Abs. Absorbancia | Diferencia % Clsy |Promedio esy. Cone
Blanco Inhibicién Est. (mg/ml)
Control 0.038 0.938 0.9
D1 0.038 0.737 0.699 22.33
5uL/500uL 0.71 0672 25.33 0.2
0.721 0.683 24.11
D2 0.043 0.536 0.493 45.22
10pL/500pL 0.525 0.482 46.44 0.4
0.547 0.504 44.00
D3 0.045 0.461 0.416 53.78
15pL/500pL 0.458 0.413 54.11 0.6
0.437 0.392 56.44
D4 0.048 0.296 0.248 72.44
20uL/500pL 0.324 0.276 69.33 0.8
0.295 0.247 72.56
D5 0.053 0.205 0.152 83.11 0.5277
25pL/500pL 0.197 0.144 84.00 0.5166| 0.5203 | 0.0064 1.0
0.199 0.146 83.78 0.5165

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.6 Anexo No.6: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método DPPH

micrométrico en hoja, del extracto de etanol al 70%: En la siguiente tabla se observan las

absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto de etanol al

70% que sirvieron para determinar la Concentracion Inhibitoria Media de este extracto.

Las lecturas se realizaron en lector de placas ELISA, a una longitud de onda de 490 nm.

Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una con un

coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra Abs. Absorbancia | Diferencia % Clsg Promedio Des. Cone
Blanco Inhibicién Est. (mg/ml)
Control 0.04 1.047 1.007
D1 0.043 0.774 0.731 27.41
20pL/1500pL 0.756 0.713 29.20 0.27
0.733 0.69 31.48
D2 0.049 0671 0.622 38.23
30uL/1500pL 0.625 0.576 42.80 0.40
0633 0.584 4201
D3 0.045 0.472 0.427 57.60
40pL/1500pL 0.471 0.426 57.70 0.54
0.5 0.455 54.82
D4 0.047 0.368 0.321 68.12
50uL/1500pL 0.361 0.314 68.82 067
0.395 0.348 65.44
D5 0.048 0.296 0.248 75.37 0.5021
60uL/1500pL 0.286 0.238 76.37 0.4822 0.4942 | 0.0105 0.81
0.335 0.287 71.50 0.4982

Fuente: Datos

experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC




53

i6 ibicié . . ., y=93.193x +3.2085
Concentracién Inhibicién Inh|b|C|ony R2=0?(9+755
0.27 27.41 90.00
0.4 38.23 80.00 e
70.00 o
0.54 57.6 60.00 o
067 68.12 50.00 S
40.00 =
0.81 75.37 30.00 . -
20.00
10.00
0.00
0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracién Inhibicién
027 59.0 Inhibicion | - g9.093x+7.043
90.00 R2 = 0.9847
0.4 42.8 8000 ..“.
0.54 57.7 70.00 R
60.00 o
0.67 68.82 5000 | e
4000 e ®
081 76.37 30.00 pria
20.00
10.00
0.00
0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracion Inhibicién L
Inhibicidn y =76.599x + 11.838
0.27 31.48 R?=0.9863
80.00
0.4 4201 70.00 PORC L
6000 e
0.54 54.82 5000 | o
067 65.44 4000 | e ¥
30.00 L
0.81 71.5 20.00
10.00
0.00



54

13.7 Anexo No.7: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método DPPH

micrométrico en hoja, del extracto de diclorometano: En la siguiente tabla se observan las

absorbancias obtenidas de

las

lecturas de cinco concentraciones del

extracto de

diclorometano que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de este

extracto. Las lecturas se realizaron en lector de placas ELISA, a una longitud de onda de

490 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una

con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra Abs. Absorbancia | Diferencia % Clsg Promedio Des. Cone
Blanco Inhibicién Est. (mg/ml)
Control 0.041 1.134 1.093
D1 0.165 1.116 0.951 1299
20uL/250pL 112 0.955 12.63 161
1.11 0.945 13.54
D2 0.352 1.144 0.792 27.54
60pL/250pL 1.144 0.792 27.54 482
1.149 0.797 27.08
D3 0.591 1.148 0.557 49.04
100pL/250pL 1.163 0.572 47.67 8.04
1.143 0.552 49.50
D4 0.837 1.213 0.376 65.60
140pL/250pL 1.215 0.378 65.42 11.26
1.205 0.368 66.33
D5 0.918 1.223 0.305 72.10 89757
180uL/250pL 1.229 0.311 71.55 9.0811 | 89649 |0.1220 72.1
1.205 0.287 73.74 8.8379

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC.
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13.8 Anexo No.8: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método DPPH

micrométrico en hoja, del extracto de acetato de etilo: En la siguiente tabla se observan

las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto de

acetato de etilo que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de este

extracto. Las lecturas se realizaron en lector de placas ELISA, a una longitud de onda de

490 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una

con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra Abs. Absorbancia | Diferencia % Clso Promedio Des. Cone.
Blanco Inhibicién Est. (mg/ml)
Control 0.04 1.047 1.007
D1 0.107 0.757 0.65 35.45
30pL/500pL 0.773 0.666 33.86 1.2
0.754 0.647 35.75
D2 0.129 0.679 0.55 45.38
40uL/500pL 0.682 0.553 45.08 1.6
0.679 0.55 45.38
D3 0.148 0.629 0.481 52.23
50uL/500pL 0621 0.473 53.03 20
0618 0.47 53.33
D4 0.167 0.566 0.399 60.38 2.4
60uL,/500pL 0.56 0.393 60.97
0.558 0.391 61.17
D5 0.195 0.508 0.313 68.92 1.8793 2.8
70pL/500pL 0.509 0.314 68.82 1.8903 | 1.8766 | 0.0243
0.496 0.301 70.11 1.8510

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC.
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139 Anexo No.9: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método DPPH

micrométrico en hoja, del extracto de hexano: En la siguiente tabla se observan las

absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto de hexano

que sirvieron para determinar la Concentracion Inhibitoria Media de este extracto. Las

lecturas se realizaron en lector de placas ELISA, a una longitud de onda de 490 nm. Se

anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una con un

coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra Abs., % Desv. Conc
Blanco |Absorbancia | Diferencia | Inhibicién Clsp | Promedio| Est. (mg/mb
Control 0.037 0.93 0.893
D1 0.083 0.838 0.755 15.45
50uL/250uL 0.843 0.76 14.89 40
0.832 0.749 16.13
D2 0.148 0.781 0.633 29.12
100uL/250uL 0.807 0.659 26.20 80
0.799 0.651 27.10
D3 0.192 0.767 0.575 35.61
150uL/250uL 0.795 0.603 32.47 120
0.809 0617 30.91
D4 0.248 0.753 0.505 43.45
200pL/250uL 0.794 0.546 38.86 16.0
0.8 0.552 38.19
D5 0.31 0.736 0.426 5230 |18.7332
250pL/250pL 0.78 0.47 4737 121.2986| 20.7472 |1.8027 20.0
0.789 0.479 4636 | 22.2097

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC.
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13.10 Anexo No.10: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método
ABTS macrométrico en corteza, del extracto de diclorometano: En la siguiente tabla se
observan las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto
de diclorometano que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de este
extracto. Las lecturas se realizaron en espectrofotémetro UV-visible, a una longitud de
onda de 734 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas,

cada una con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

MUESTRA * cone
ABSORBANCIA | INHIBICION Clso PROMEDIO | DESV.EST (MG/ML)
Control 0.68337
D1 0.51577 24.53
20uL/250pL 0.49586 27.44 1.6
0.52383 23.35
D2 0.45777 33.01
40uL/250pL 0.42255 38.17 3.2
0.44443 34.96
D3 0.33655 50.75
60uL/250pL 0.30535 55.32 438
0.29576 56.72
D4 0.19209 71.89
80pL/250pL 0.21271 68.87 6.4
0.2426 64.50
D5 0.14417 78.90 46031
100pL/250uL 0.16701 75.56 44129 4.5560 0.1263 80
0.15867 76.78 46519

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC.
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13.11 Anexo No.11: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método
ABTS macrométrico en corteza, del extracto de acetato de etilo: En la siguiente tabla se
observan las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto
de acetato de etilo que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de
este extracto. Las lecturas se realizaron en espectrofotémetro UV-visible, a una longitud
de onda de 734 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas,

cada una con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

MUESTRA * PESY.
ABSORBANCIA | INHBICION | Cls, | PROMEDIO | EST | CONC (MG/ML)
Control 0.70297
D1 0.62708 10.80
10pL/1000pL 063315 9.93 0.2
061672 12.27
D2 0.50938 2754
30uL,/1000L 0.50373 28.34 0.6
0.49475 29.62
D3 034187 51.37
50uL/1000pL 0.37689 46.39 1.0
038115 4578
D4 0.27568 60.78
70uL,/1000pL 0.27877 60.34 1.4
0.28777 59.06
D5 0.18148 7418 | 1.1266
90uL,/1000uL 0.16873 7600 | 1.1413 | 11328 |0.0076 18
0.15968 7728 | 1.1303

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.12 Anexo No.12: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método

ABTS macrométrico en corteza, del extracto de etanol al 70%: En la siguiente tabla se

observan las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto

de etanol al 70% que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de este

extracto. Las lecturas se realizaron en espectrofotémetro UV-visible, a una longitud de

onda de 734 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas,

cada una con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

MUESTRA | ABSORBANCIA | % INHIBICION Clsg PROMEDIO | DESV. EST. | CONC. (MG/ML)
Control 0.75
D1 0.59755 20.33
5uL/1500pL 0.62152 17.13 0.0667
0.637 15.07
D2 0.52571 29.91
15pL/1500uL 0.49971 33.37 0.2000
0.51884 30.82
D3 0.40748 45.67
25pL/1500pL 0.40551 4593 0.3333
0.39877 46.83
D4 0.30128 59.83
35uL/1500pL 0.32283 56.96 0.4667
0.31808 57.59
D5 0.18304 75.59 0.3688
45uL/1500pL 0.19502 74.00 0.3773 0.3767 0.0076 0.6000
0.20462 72.72 0.3840

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.13 Anexo No.13: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método
ABTS macrométrico en hoja, del extracto de etanol al 70%: En la siguiente tabla se
observan las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto
de etanol al 70% que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de este
extracto. Las lecturas se realizaron en espectrofotémetro UV-visible, a una longitud de
onda de 734 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas,

cada una con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

MUESTRA % DESV. CONC
ABSORBANCIA | INHIBICION Clso PROMEDIO EST. (MG/ML)
Control 0.71917
D1 0.48012 33.24
20pL1500pL 0.4614 35.84 0.27
0.47424 34.06
D2 0.39629 4490
30pL/1500pL 0.42681 40.65 0.40
0.42191 41.33
D3 0.33491 53.43
40pL/1500pL 0.34015 52.70 0.54
0.31531 56.16
D4 0.27403 61.90
50uL/1500pL 0.26648 62.95 0.67
0.28691 60.11
D5 0.13882 80.70 0.4798
60pL/1500pL 0.17927 75.07 0.4919 0.4885 0.0076 0.81
0.18156 74.75 0.4938

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.14 Anexo No.14: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método
ABTS macrométrico en hoja, del extracto de acetato de etilo: En la siguiente tabla se
observan las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto
de acetato de etilo que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de
este extracto. Las lecturas se realizaron en espectrofotémetro UV-visible, a una longitud
de onda de 734 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas,

cada una con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

MUESTRA % CONC
ABSORBANCIA | INHIBICION Clso PROMEDIO |DESV. EST| (MG/ML)
Control 0.69908
D1 0.57062 18.38
30uL/500pL 0.60694 13.18 1.2
0.6008 14.06
D2 0.47062 32.68
30pL/500pL 0.4797 31.38 24
0.45483 34.94
D3 0.40947 41.43
30uL/500pL 0.38574 44.82 36
0.35948 48.58
D4 0.2371 66.08
30pL/500pL 0.28431 59.33 48
0.23952 65.74
D5 0.16567 76.30 3.8433
30uL/500pL 0.22751 67.46 41948 3.9495 0.2130 6.0
0.18489 73.55 3.8105

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.15 Anexo No.15: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método
ABTS macométrico en hoja, del extracto de hexano: En la siguiente tabla se observan las
absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto de hexano
que sirvieron para determinar la Concentracion Inhibitoria Media de este extracto. Las
lecturas se realizaron en espectrofotémetro UV-visible, a una longitud de onda de 734
nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una con

un coeficiente de determinacién (R? mayor de 0.97.

MUESTRA % Cone
ABSORBANCIA | INHIBICION Clso PROMEDIO | DESV. EST. (MG/ML)
Control 0.68759
D1 0.63397 7.80
50uL/250pL 0.63816 7.19 4
0.63482 767
D2 0.60513 11.99
100pL/250pL 0.60428 12.12 8
0.60005 12.73
D3 0.56945 17.18
150uL/250pL 0.55855 18.77 12
0.55487 19.30
D4 0.53247 22.56
200pL/250uL 0.52001 24.37 16
0.52066 24.28
D5 0.49972 27.32 38.3053
250pL/250pL 0.5003 27.24 36.4963 36.2718 2.1506 20
0.47986 30.21 34.0137

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.16 Anexo No.16: Resultados de la actividad antioxidante cuantitativa por el método

ABTS macométrico en hoja, del extracto de diclorometano: En la siguiente tabla se

observan las absorbancias obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del extracto

de diclorometano que sirvieron para determinar la Concentracién Inhibitoria Media de este

extracto. Las lecturas se realizaron en espectrofotémetro UV-visible, a una longitud de

onda de 734 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas,

cada una con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

MUESTRA % cone
ABSORBANCIA | INHIBICION Clso PROMEDIO | DESV. EST.| (MG/ML)
Control 0.68586
D1 0.56943 16.98
50uL/250pL 0.59765 12.86 24
0.57659 15.93
D2 0.48165 29.77
80pL/250pL 0.48522 29.25 6.4
0.4667 31.95
D3 0.34569 49.60
130pL/250pL 0.37476 45.36 10.4
0.34374 49.88
D4 0.25317 63.09
180pL/250pL 0.24807 63.83 14.4
0.25012 63.53
D5 0.1845 73.10 11.3599
230pL/250pL 0.16809 75.49 11.5612 11.3527 0.2122 18.4
0.17201 7492 11.1370

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.17 Anexo No.17: Resultados de la actividad antioxidante del estandar de vitamina C
por el método FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan las absorbancias
obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del estandar de vitamina C que
sirvieron para determinar los moles presentes del estdndar en cada extracto, que reducen
el ion Fe* a Fe 2. Las lecturas se realizaron en lector ELISA, a una longitud de onda de
630 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una

con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Concentracién
Muestra Absorbancia Diferencia (mg/mL)
Blanco 0.102
D1 0.158 0.056
5uL/5mL 0.157 0.055 0.02
0.166 0.064
D2 0.28 0.178
15pL/5mL 0.277 0.175 0.06
0.29 0.188
D3 0.437 0.335
25pL/5mL 0.454 0.352 0.1
0.466 0.364
D4 0.518 0.416
35uL/5mL 0.502 0.4 0.14
0.511 0.409
D5 0.695 0.593
45puL/5mL 0.717 0615 0.18
0.698 0.596

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-
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13.18 Anexo No.18: Resultados de la actividad antioxidante del estandar rutina por el
método FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan las absorbancias obtenidas
de las lecturas de cinco concentraciones del estandar de rutina que sirvieron para
determinar los moles presentes del estindar en cada extracto, que reducen el ion Fe3 a
Fe 2. Las lecturas se realizaron en lector ELISA, a una longitud de onda de 630 nm. Se
anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una con un

coeficiente de determinacién (R? mayor de 0.97.

Concentracion
Muestra Absorbancia Diferencia (mg/mL)
Blanco 0.069
D1 0.201 0.132
20pL/5mL 0.209 0.14 0.08
0.207 0.138
D2 0.372 0.303
40pL/5mL 0.386 0317 0.16
0.394 0.325
D3 0.533 0.464
60pL/5mL 0.58 0511 0.24
0.555 0.486
D4 0.724 0.655
80uL/5mL 0.74 0671 032
0.709 0.64
D5 0.826 0.757
100pL/5mL 0.872 0.803 0.40
0.852 0.783

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.19 Anexo No0.19: Resultados de la actividad antioxidante del estdndar quercetina por
el método FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan las absorbancias
obtenidas de las lecturas de cinco concentraciones del estdndar de quercetina que
sirvieron para determinar los moles presentes del estdndar en cada extracto, que reducen
el ion Fe* a Fe 2. Las lecturas se realizaron en lector ELISA, a una longitud de onda de
630 nm. Se anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una

con un coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Concentracién
Muestra Absorbancia Diferencia (mg/mL)
Blanco 0.072
D1 0.138 0.066
20pL/5ML 0.153 0.081 0.008
0.143 0.071
D2 0.318 0.246
60pL/5mL 0.324 0.252 0.024
0.318 0.246
D3 0.556 0.484
100pL/5mL 0.573 0.501 0.040
0.571 0.499
D4 0.786 0.714
140uL/5mL 0.757 0.685 0.056
0.752 0.68
D5 0.972 0.9
180pL/5mL 0.999 0.927 0.072
1.012 094

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC



Concentracién

Absorbancia

0.008 0.066
0.024 0.246
0.04 0.484
0.056 0.714
0.072 09

Concentracién

Absorbancia

0.008 0.081
0.024 0.252

0.04 0.501
0.056 0.685
0.072 0.927

Concentracién

Absorbancia

0.008 0.071
0.024 0.246

0.04 0.499
0.056 0.68
0.072 0.94

0.8

0.6

0.4

0.2

0.8

0.6

0.4

0.2

0.8

0.6

0.4

0.2
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y =13.35x - 0.052

Absorbancia R? = 0.9977

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

Absorbancia Lineal (Absorbancia)

. y=13.281x-0.0421
Absorbancia " 55T o

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

Absorbancia Lineal (Absorbancia)

y =13.575x - 0.0558

Absorbancia  r2=0.9958

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

Absorbancia Lineal (Absorbancia)

0.08

0.08

0.08
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13.20 Anexo No.20: Resultados de la actividad antioxidante del estandar TROLOX por el
método FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan las absorbancias obtenidas
de las lecturas de cinco concentraciones del estdndar de TROLOX que sirvieron para
determinar los moles presentes del estandar en cada extracto, que reducen el ion Fe3 a
Fe 2. Las lecturas se realizaron en lector ELISA, a una longitud de onda de 630 nm. Se
anexan las lecturas y graficas de las tres repeticiones realizadas, cada una con un

coeficiente de determinacién (R?) mayor de 0.97.

Muestra Absorbancia Diferencia
Blanco 0.069
D1 0.187 0.118
100pL/5mL 0.192 0.123
0.194 0.125
D2 0.369 0.3
250pL/5mL 0.352 0.283
0.361 0.292
D3 0.515 0.446
400pL/5mL 0.55 0.481
0.571 0.502
D4 0676 0.607
550uL/5mL 0.715 0.646
0.751 0.682
D5 0.883 0.814
700pL/5mL 0.838 0.769
0.887 0.818

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos

Naturales -LIPRONAT-, USAC



Concentracién

Absorbancia

0.04 0.118
0.1 0.3
0.16 0.446
0.22 0.607
0.28 0.814

Concentracién

Absorbancia

0.04 0.123
0.1 0.283
0.16 0.481
0.22 0.646
0.28 0.769

Concentracién

Absorbancia

0.04 0.125
0.1 0.292
0.16 0.502
0.22 0.682
0.28 0.818

0.8

0.6

0.4

0.2

0.8

0.6

0.4

0.2

0.8
0.6
0.4
0.2
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y = 2.8317x + 0.0039

Absorbancia R? = 0.9966

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Absorbancia Lineal (Absorbancia)

y =2.96x + 0.0102

Absorbancia R? = 0.9955

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Absorbancia Lineal (Absorbancia)

y =2.7583x + 0.0191

Absorbancia ;
R*=0.9945

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Absorbancia Lineal (Absorbancia)
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13.21 Anexo No. 21: Resultados de la actividad antioxidante de los extractos de mangle botoncillo (corteza y hojas) por el método
FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan los calculos necesarios para determinar los moles del estandar de vitamina C
presentes en cada extracto de ambos érganos de la planta, necesarios para reducir el ion Fe3* a Fe?. El cdlculo procede a partir

de las lecturas de las absorbancias del estandar por el método de FRAP micrométrico en el lector ELISA a 630 nm.

Factor de Peso mM Desviaciéon M Desviacién
Absorbancia | Diferencia | Promedio |Concentracién| Dilucién Alicuota Estandar Promedio Estdndar | Estandar Promedio | Estandar
BLANCO
0.09
HEXANO- CORTEZA

0.346 0.256 0.0860 21.4990 0.0215

0.372 0.282 0.0851 21.2986 0.0213

0.361 0.271 0.269 0.0830 5 0.020 20.7523 21.183297 0.3865 0.0207 0.0212 0.0004

HEXANO- HOJA

0.231 0.141 0.0507 12.6829 0.0127

0.254 0.164 0.0508 12.6989 0.0127

0.247 0.157 0.154 0.0470 5 0.020 11.7510 12.3776 0.5427 0.0118 0.0124 0.0005

DICLOROMETANO-CORTEZA

0.815 0.725 0.2060 128.7602 0.1288

0.721 0.631 0.2023 126.4188 0.1264

0.724 0634 0.663 0.2056 125 0.020 128.4695 127.8828 1.2762 0.1285 0.1279 0.0013

DICLOROMETANO- HOJA

0.204 0.114 0.0398 24.8476 0.0248

0.208 0.118 0.0401 25.0558 0.0251

0.212 0.122 0.118 0.0358 125 0.020 22.3735 24.0923 1.4921 0.0224 0.0241 0.0015
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ACETATO DE ETILO- CORTEZA

0.372 0.282 0.0890 445.2236 0.4452
0.365 0.275 0.0882 440.8426 0.4408
0.372 0.282 0.280 0.0861 100 0.020 4306096 | 438.8919 7.4997 0.4306 0.4389 0.0075
ACETATO DE ETILO- HOJA
0.422 0.332 0.1087 90.5669 0.0906
0.439 0.349 0.1073 89.4355 0.0894
0.441 0.351 0.344 0.1061 16.67 0.020 88.4742 89.4922 1.0475 0.0885 0.0895 0.0010
ETANOL 70%- CORTEZA
0.358 0.268 0.0888 1110.5183 1.1105
0.376 0.286 0.0880 1099.6283 1.0996
0.373 0.283 0.279 0.0859 250 0.020 1073.9300 | 1094.6922 18.7870 1.0739 1.0947 0.0188
ETANOL 70%- HOJA
0.523 0.433 0.1428 535.5183 0.5355
0.567 0.477 0.1406 527.2862 0.5273
0.548 0.458 0.456 0.1410 75 0.020 528.7938 530.5328 43829 0.5288 0.5305 0.0044

Fuente: Datos experimentales obtenidos en

el Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.22 Anexo No. 22: Resultados de la actividad antioxidante de los extractos de mangle botoncillo (corteza y hojas) por el método

FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan los célculos necesarios para determinar los moles del estandar de rutina

presentes en cada extracto de ambos drganos de la planta, necesarios para reducir el ion Fe3* a Fe?. El cdlculo procede a partir

de las lecturas de las absorbancias del estandar por el método de FRAP micrométrico en el lector ELISA a 630 nm.

Factor de Peso mM Desviaciéon M Desviacién
Absorbancia | Diferencia | Promedio |Concentracién| Dilucién Alicuota Estandar Promedio Estdndar | Estandar Promedio | Estandar
BLANCO
0.09
HEXANO- CORTEZA

0.346 0.256 0.1439 35.9634 0.0360

0.372 0.282 0.1358 33.9603 0.0340

0.361 0.271 0.269 0.1379 5 0.020 34.4872 34.8036 1.0383 0.0345 0.0348 0.0010

HEXANO- HOJA

0.231 0.141 0.0861 21.5231 0.0215

0.254 0.164 0.0808 20.1905 0.0202

0.247 0.157 0.154 0.0803 5 0.020 20.0743 20.5959 0.8050 0.0201 0.0206 0.0008

DICLOROMETANO- CORTEZA

0.815 0.725 0.3404 212.7757 0.2128

0.721 0.631 0.3233 202.0635 0.2021

0.724 0.634 0.663 0.3342 125 0.020 208.8525 207.8972 5.4196 0.2089 0.2079 0.0054

DICLOROMETANO- HOJA

0.204 0.114 0.0681 425718 0.0426

0.208 0.118 0.0636 39.7619 0.0398

0.212 0.122 0.118 0.0624 125 0.020 389710 40.4349 1.8924 0.0390 0.0404 0.0019
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ACETATO DE ETILO- CORTEZA

0.372 0.282 0.1488 744.2364 0.7442
0.365 0.275 0.1406 703.0159 0.7030
0.372 0.282 0.280 0.1429 100 0.020 7146655 720.6392 21.2496 0.7147 0.7206 0.0212
ACETATO DE ETILO- HOJA
0.422 0.332 0.1810 150.8416 0.1508
0.439 0.349 0.1712 1427270 0.1427
0.441 0.351 0.344 0.1750 16.67 0.020 145.8615 146.4767 4.0922 0.1459 0.1465 0.0041
ETANOL 70%- CORTEZA
0.358 0.268 0.1485 1856.4295 1.8564
0.376 0.286 0.1403 1753.5714 1.7536
0.373 0.283 0.279 0.1426 250 0.020 1782.5101 | 1797.5037 53.0429 1.7825 1.7975 0.0530
ETANOL 70%- HOJA
0.523 0.433 0.2369 888.3895 0.8884
0.567 0.477 0.2246 842.1429 0.8421
0.548 0.458 0.456 0.2308 75 0.020 865.5859 865.3728 23.1241 0.8656 0.8654 0.0231

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.23 Anexo No. 23: Resultados de la actividad antioxidante de los extractos de mangle botoncillo (corteza y hojas) por el método

FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan los calculos necesarios para determinar los moles del estdndar de quercetina

presentes en cada extracto de ambos érganos de la planta, necesarios para reducir el ion Fe3* a Fe?. El cdlculo procede a partir

de las lecturas de las absorbancias del estandar por el método de FRAP micrométrico en el lector ELISA a 630 nm.

Factor de Peso mM Desviaciéon M Desviacién
Absorbancia | Diferencia | Promedio |Concentracién| Dilucién Alicuota Estandar Promedio Estdndar | Estandar Promedio | Estdndar
BLANCO
0.09
HEXANO- CORTEZA

0.346 0.256 0.02409488 6.0237 0.0060

0.372 0.282 0.02347464 5.8687 0.0059

0.361 0.271 0.270 0.02397545 5 0.020 5.9939 5.9621 0.0823 0.0060 0.0060 0.0001

HEXANO- HOJA

0.231 0.141 0.0154 3.8577 0.0039

0.254 0.164 0.0148 3.6914 0.0037

0.247 0.157 0.154 0.0155 5 0.020 3.8637 3.8043 0.0978 0.0039 0.0038 0.0001

DICLOROMETANO-CORTEZA

0.815 0.725 0.0536 33.4894 0.0335

0.721 0.631 0.0531 33.1975 0.0332

0.724 0634 0.663 0.0530 125 0.020 33.1093 33.2654 0.1989 0.0331 0.0333 0.0002

DICLOROMETANO- HOJA

0.204 0.114 0.0127 7.9588 0.0080

0.208 0.118 0.0121 7.5343 0.0075

0.212 0.122 0.118 0.0128 12.5 0.020 8.0018 7.8316 0.2584 0.0080 0.0078 0.0003
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ACETATO DE ETILO- CORTEZA

0.372 0.282 0.0248 124.2197 0.1242
0.365 0.275 0.0242 121.1380 0.1211
0.372 0.282 0.280 0.0247 100 0.020 123.5605 1229727 1.6228 0.1236 0.1230 0.0016
ACETATO DE ETILO- HOJA
0.422 0.332 0.0297 24.7240 0.0247
0.439 0.349 0.0291 24.2312 0.0242
0.441 0.351 0.344 0.0295 16.67 0.020 24.5476 24.5009 0.2497 0.0245 0.0245 0.0002
ETANOL 70%- CORTEZA
0.358 0.268 0.0250 312.2642 0.3123
0.376 0.286 0.0242 302.2175 0.3022
0.373 0.283 0,279 0.0247 250 0.020 308.2873 307.5896 5.0596 0.3083 0.3076 0.0051
ETANOL 70%- HOJA
0.523 0.433 0.0381 142.6966 0.1427
0.567 0.477 0.0375 140.6426 0.1406
0.548 0.458 0.456 0.0377 75 0.020 141.3812 1415735 1.0404 0.1414 0.1416 0.0010

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.24 Anexo No. 24: Resultados de la actividad antioxidante de los extractos de mangle botoncillo (corteza y hojas) por el método
FRAP micrométrico: En la siguiente tabla se observan los célculos necesarios para determinar los moles del estdndar de TROLOX
presentes en cada extracto de ambos érganos de la planta, necesarios para reducir el ion Fe3* a Fe?. El cdlculo procede a partir

de las lecturas de las absorbancias del estandar por el método de FRAP micrométrico en el lector ELISA a 630 nm.

Factor de Peso mM Desviaciéon M Desviacién
Absorbancia | Diferencia | Promedio |Concentracién| Dilucién Alicuota Estandar Promedio Estdndar | Estandar Promedio | Estandar
BLANCO
0.09
HEXANO- CORTEZA

0.346 0.256 0.0966 24.1522 0.0242

0.372 0.282 0.1047 26.1725 0.0262

0.361 0.271 0.270 0.0945 5 0.20 23.6374 24.6540 1.3400 0.0236 0.0247 0.0013

HEXANO-HOJA

0.231 0.141 0.0558 13.9404 0.0139

0.254 0.164 0.0628 15.6890 0.0157

0.247 0.157 0.154 0.0555 5 0.020 13.8682 14.4992 1.0310 0.0139 0.0145 0.0010

DICLOROMETANO- CORTEZA

0.815 0.725 0.2356 147.2687 0.1473

0.721 0.631 0.2474 1546318 0.1546

0.724 0634 0.663 0.2275 125 0.020 142.2157 148.0387 6.2438 0.1422 0.1480 0.0062

DICLOROMETANO- HOJA

0.204 0.114 0.0430 26.9052 0.0269

0.208 0.118 0.0497 31.0653 0.0311

0.212 0.122 0.118 0.0433 125 0.20 27.0693 28.3466 2.3559 0.0271 0.0283 0.0024
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ACETATO DE ETILO- CORTEZA

0.372 0.282 0.1001 500.7004 0.5007
0.365 0.275 0.1083 541.5775 0.5416
0.372 0.282 0.280 0.0979 100 0.020 489.6396 510.6392 27.3582 0.4896 0.5106 0.0274
ACETATO DE ETILO- HOJA
0.422 0.332 0.1229 102.4030 0.1024
0.439 0.349 0.1316 109.7212 0.1097
0.441 0.351 0.344 0.1197 16.67 0.20 99.7384 103.9542 5.1690 0.0997 0.1040 0.0052
ETANOL 70%- CORTEZA
0.358 0.268 0.0999 1248.8081 1.2488
0.376 0.286 0.1081 1350.9227 1.3509
0.373 0.283 0.279 0.0977 250 0.020 1221.2838 | 12736715 | 683023 1.2213 1.2737 0.0683
ETANOL 70%- HOJA
0.523 0.433 0.1624 609.0423 0.6090
0.567 0.477 0.1722 645.9142 0.6459
0.548 0.458 0.456 0.1575 75 0.020 590.6250 615.1938 28.1532 0.5906 0.6152 0.0282

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.25 Anexo No.25: Actividad antiureasa cualitativa: cromatografia en capa fina- revelador:
rojo de fenol: En la siguiente imagen se observa los extractos de mangle botoncillo
(corteza y hoja), y el control que presentaron actividad antiureasa. Se observa una
coloracién blanca sobre un fondo rojo que demuestra la actividad de los extractos de

hexano, diclorometano y acetato de etilo de ambos érganos, siendo observado en visible.

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacién de Productos
Naturales -LIPRONAT-, USAC

Fase Modvil: Cloroformo: Hexano (25:25); se sembr6 de la siguiente manera:

Muestra 1: Extracto de Hexano Corteza Muestra 6: Extracto de Acetato de Etilo
Hojas
Muestra 2: Extracto de Hexano Hojas

Muestra 7: Extracto de Etanol 70%
Muestra 3: Extracto de Diclorometano Corteza

Corteza

Muestra 8: Extracto de Etanol 70% Hojas
Muestra 4: Extracto de Diclorometano

Hojas Muestra 9 CONTROL: Estandar TBHQ

Muestra 5: Extracto de Acetato de Etilo
Corteza
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13.26 Anexo No.26: Resultados obtenidos en investigaciones de Conocarpus erectus L.
realizadas en Taif, Arabia Saudita: En la siguiente tabla se observan los resultados
obtenidos en la investigacién realizada en Taif, Arabia Saudita, en donde se reportan los
resultados obtenidos de actividad antioxidante por el método de DPPH en 4 d4rganos de

la planta, hoja, tallo, fruto y flores.

Table 1. Yield, DPPH free radical scavenging activity, total antioxidant capacity and reducing power activity of ethyl acetate
and n-butanol fractions from successive fractionation of detatted methanol extract of Conocarpus erectus different

parts
Plant part  Yield (% crude defatted MeQH) Total antioxidant capacity Reducing power activity
and DPPH free radical scavenging activity  [mg equivalent to ascorbic [mg equivalent to ascorbic
8Csp [ug/mi] acid /g extract] acid /g extract]
Ethyl acetate n-butanol Ethylacetate  r-butanol Ethyl acetate  n-butanol

Yield SCy Yield Gy

6 fgm] (4 gmi]
leaves 80 1071006 82 5894004 3268430 423854487  4100:284  T1h.9+341

Sems 29 89008 73 447003 339848 HOALE 48T 888.3:34
Fowers 56 7041007 132 58%:006 3088165  4304:409  6102:384 6765665
Frufs 49 7124007 122 443006 %086 M20:248  H464:621  BI3G14D

Values of SCsp, toal anfonidant capaciy and recing power acivily are expressed as mean of tiplcate daterminations # standard deviation
:Antfoxfdanr capacity maitored by the phasphomolybdenum mathad axpressed by mg equivalent fo ascartic acid /g axtract
“Reclucing power activiy expressed by mg equivalent fo ascorbic acld g exfact

(Abdel-Hammed et al, 2012)
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13.27 Anexo No. 27: Tabla de las familias de metabolitos secundarios presentes en
extractos de diferente naturaleza segin la polaridad del solvente: En la siguiente tabla se
puede observar seglin el tipo de solvente utilizado para obtener los extractos, los

metabolitos secundarios que son afines y pueden ser extraidos.

Aceites esenciales
Triterpenos
Esteroles
Carotenoides
Acidos grasos
Alcaloides
Agliconas
flavonoides
Cumarinas

Emoides

Taninos gdlicos
Taninos catéquicos
Taninos rojos
Compuestos
reductores
Alcaloides
Antocianinas
Aminas Cuaternarias
Antocianinas
Leucoantocianinas
Cumarinas
Antracenoides
Flavonoides
Chalconas
Esteroides
Triterpenos
Cardenolicos y
bufadienolicos
Esteroles insaturados
Antraquinonas

Principios amargos

Polisacaridos
Amidas

Saponinas
Mucilagos

Taninos galicos
Taninos catéquicos
Compuestos
reductores
Alcaloides
Glucésidos

cianogénicos.

(Santizo, 2004)
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13.28 Anexo No.28: Material vegetal previo a la extraccién fraccionada: En las siguientes
imagenes se observa el material vegetal pulverizado de ambos 6érganos utilizados en este
estudio, previo a que se coloquen en el percolador con los diferentes solventes utilizados
para la extraccion fraccionada. Fue necesario que tuvieran menos del 10% de humedad

para poder utilizarlos.

HOJA CORTEZA

Fuente: fotografia obtenida durante la realizaciéon de la fase experimental en el

Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.29 Anexo No.29: Visualizacién de la placa de 96 pozos para la determinacién de la
actividad antioxidante por el método del radical libre DPPH: En la siguiente imagen se
observa la placa de 96 pozos con las muestras de un extracto sembrado. En el pozo Al,
Bl, C1 y D1 se sembré la dilucién menos concentrada, sus tres repeticiones y un control
de la muestra. Se sembrd en los siguientes pozos diluciones mas concentradas, sus tres
repeticiones y sus respectivos controles de muestra. En el pozo A6 se sembré el blanco
control y en el pozo A7 el control del radical DPPH. A medida que es mas concentrada

la dilucién se pierde la coloracién morada del radical DPPH.

Fuente: fotograffa obtenida durante la realizacién de la fase experimental en el

Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.30 Anexo No. 30: Preparacién tubos de ensayo para realizar la determinacién de la
actividad antioxidante por el método del radical ABTS: En la siguiente imagen se observa
la preparacion de los tubos de ensayos necesarios para la determinacion de la actividad
antioxidante por el método ABTS. Es necesario tener 3 tubos para cada una de las
diluciones de un extracto, esto debido a las tres repeticiones que deben realizarse. En
total fue necesario utilizar 20 tubos de ensayo por cada extracto que se leyd. Al fondo

se puede observar el espectrofotometro Agilent 8453 G1103A.

Fuente: fotografia obtenida durante la realizacién de la fase experimental en el

Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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13.31 Anexo No. 31: Programa utilizado por espectrofotometria para la determinacién de
la actividad antioxidante por el método del radical ABTS: En la siguiente imagen se puede

observar el programa que utiliza el espectrofotémetro Agilent 8453 G1103A. Posee todas

las funciones necesarias para la lectura de las absorbancias de las muestras.

Fuente: fotografia obtenida durante la realizacién de la fase experimental en el

Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC



97

13.32 Anexo No.32: Visualizacién de la placa de 96 pozos para la determinacién de la
actividad antioxidante por el método del poder reductor del hierro (FRAP): En la siguiente
imagen se puede observar la placa de 96 pozos utilizada para la determinacién del poder
rector del hierro de los extractos de mangle botoncillo. Del pozo 1 al 9 se sembraron los
extractos de hoja y corteza, en el pozo A, B y C sus respectivas tres repeticiones. En el

pozo 10 y 11 se sembré el control de la solucion FRAP.

Fuente: fotograffa obtenida durante la realizacién de la fase experimental en el

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-, USAC
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