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RESUMEN

Se recolecté hojas, raices y latex de Artocarpus altilis. De los extractos se determind
actividad antimicrobiana: los extractos de raices ACOEt y MeOH presentaron CMI 62,5ug/mL
y 15,62ug/mL frente a Staphylococcus aureus (Sa); para Enterococcus faecalis (Ef)
125ug/mL y 15,62ug/mL, respectivamente. Los extractos de hojas CH,CL,, AcOEt y MeOH
presentaron 62,5ug/mL, 500ug/mL y 125 pg/mL para Sa, para Ef 125ug/mL; 500ug/mL y
125ug/mL, respectivamente. En la actividad antifingica los extractos de hojas CH,CL,,
AcOEt desclorofilado y raices AcCOEt mostraron CMI de 62,5ug/mL; 31,25ug/mL y 500ug/mL
para Trichophyton mentagrophytes (Tm); y 125ug/mL, 31,25pug/mL y 500pg/mL para
Trichophyton rubrum (Tr); respectivamente.

Se determiné la actividad antioxidante, los més significativos fueron los extractos de hojas y
raices en MeOH (47,27 y 88,71 uMolEqTrolox/gplantaseca), para DPPH y ABTS,

respectivamente.

Se identificé mediante RMN 'H, **C, CG-EM, a partir del latex a: 4cido hexadecanoico; &cido

hexanodioico, éster de dioctilo; y a partir de hojas AcOEt desclorofilado a Heptacosano.

Palabras claves: ABTS, Artocarpus altilis, DPPH, Ef., Sa., Tm., Tr.
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ABSTRACT

Leaves, roots and latex of Artocarpus altilis were collected. Antimicrobial activity of the
extracts was determined: root extracts EtOAc and MeOH showed CMI 62.5ug/mL and
15.62ug/mL against Staphylococcus aureus (Sa), for Enterococcus faecalis (Ef) 125ug/mL
and 15.62ug/mL, respectively. Leaf extract CH,CL,, EtOAc and MeOH showed 62.5ug/mL,
500ug/mL and 125ug/mL for Sa, for Ef 125ug/mL; 500ug/mL and 125ug/mL respectively.
The antifungal activity extracts of leaves CH,CL,, EtOAc without chlorophylls and roots
EtOAc showed MIC of 62.5pg/mL, 31.25ug/mL and 500pg/mL for Trichophyton
mentagrophytes (Tm) and 125ug/mL, 31.25ug/mL and 500pg/mL to Trichophyton rubrum
(Tr), respectively.

The antioxidant activity was determined; the most significant were the extracts of leaves and
roots in MeOH (47.27 and 88.71 pMolEqTrolox/gplantaseca) for DPPH and ABTS,

respectively.

Was identified by NMR *H, *C, GC-MS, from the latex to: hexadecanoic acid, hexanedioic

acid, dioctyl ester; and from leaves EtOAc without chlorophylls to Heptacosane.

Keywords: ABTS, Artocarpus altilis, DPPH, Ef., Sa., Tm., Tr.
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INTRODUCCION

Actualmente el problema de la resistencia de muchos patégenos a los medicamentos
comunes (de origen bioldgico o sintético) y las enfermedades indeseables (diabetes, cancer,
dafios oxidativos) es el principal incentivo para la blsqueda de nuevos compuestos
bioactivos. La industria farmacéutica ha sintetizado millones de productos quimicos activos
farmacolégicamente, empleando como modelos, productos naturales provenientes de
plantas. Se ha aislado un buen numero de metabolitos secundarios con gran interés
cientifico dadas las actividades bioldgicas y medicinales que han presentado (Benavides
Calvache, 2004).

El consumo de medicamentos derivados de plantas es amplio y ha ido creciendo de forma
significativa tanto en la medicina tradicional y la moderna. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, mas del 80 % de la poblacibn mundial en los paises en desarrollo
depende, sobre todo, de las medicinas a base de plantas para las necesidades bésicas de
salud (Jagtap & Bapat, 2010).

Los beneficios que A. altilis presenta, son tradicionalmente conocidos por los habitantes del
oriente ecuatoriano; las hojas, raices, tallo y latex se utiliza para tratar enfermedades como
la cirrosis hepética, ciatica, diarrea, la hipertensiéon y la diabetes, ademas tiene actividad
antifingica, antibacteriana, anticancerigena y antioxidante. En paises asiaticos ha sido
estudiada ampliamente y ha corroborado estos tratamientos cientificamente (Vasugi et al.,
2012).
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CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA



1.1 Plantas medicinales.

Las plantas medicinales tienen su propia participacion histérica en todos los principios de la
civilizacién, por ejemplo, la medicina China y Ayurvédica (India). Las plantas medicinales se
han utilizado durante siglos tradicionalmente para tratar varios tipos de enfermedades, tales

como las infecciosas y cancer (Vasugi et al., 2012)

El uso de plantas medicinales se remonta por lo menos a 5000 afios. Hoy en dia, mas de
85.000 especies de plantas se han documentado para uso médico a nivel mundial (Enos et
al., 2009). Se calcula que los medicamentos tradicionales son utilizados por el 60% de la
poblacién mundial y en algunos paises estan ampliamente incorporados al sistema publico
de salud. El uso de plantas medicinales es el medio de tratamiento mas comun en la

medicina tradicional y la medicina complementaria en todo el mundo (OMS, 2014).

Estos medicamentos a base de hierbas se prescriben ampliamente incluso cuando sus
compuestos biolégicamente activos son desconocidos, debido a su eficacia, menos efectos
secundarios, y de costo relativamente bajos (Sudha & Asna, 2012).

Las plantas medicinales representan cerca del 25% del total de las prescripciones médicas
en los paises industrializados; en los paises en desarrollo el uso de las plantas medicinales
representa el 80% del arsenal terapéutico. Las plantas medicinales utilizadas como materia
prima para la produccién de extractos o para el aislamiento de sustancias naturales puras,
representan un area en franca expansion. Estas sustancias naturales puras y los extractos
purificados o estandarizados adquieren una importancia cada vez mayor pues permiten una
mejor caracterizacién analitica permitiendo asi que sean cumplidos de una manera mas
eficaz los requisitos de calidad, efectividad y seguridad, exigidos a cualquier medicamento

moderno, sea él natural o sintético (Sharapin et al., 2000).

Entre las razones que justifican el interés creciente por las plantas medicinales, en los
paises industrializados, se puede citar: la falta de nuevos descubrimientos por los procesos
tradicionales de sintesis quimica, de moléculas farmacolégicamente activas y posible uso
terapéutico, los efectos secundarios producto del uso correcto o abusivo de algunos
farmacos sintéticos y el cambio de perfil del consumidor que, desde finales de la década de
1980, esta prefiriendo los productos naturales en detrimento de los productos sintéticos en
todos los segmentos del mercado, abarcando de esta manera los sectores de salud,
alimentacion, vestuario o higiene; y ademas que, las plantas producen una amplia gama de

productos naturales con actividades valiosas como productos farmacéuticos, nutracéuticos,
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agentes de proteccién de cultivos, ingredientes alimentarios y productos para el cuidado

personal (Ehsan et al., 2012).

Los paises en desarrollo, donde el 75% de la poblacion mundial vive, consumen menos del
15% del mercado total de medicamentos. La mayor parte de esta poblacion no tiene acceso
a los medicamentos industrializados, constituyendo por esta razon, el uso de las plantas
medicinales el Unico recurso terapéutico disponible para los pueblos mas pobres de la
poblacién. Considerando el crecimiento constante de la poblacién en estos paises en via de
desarrollo, la importancia de las plantas medicinales y su uso, es cada vez mayor (Sharapin
et al., 2000).

En Ecuador existen al menos 3118 especies, pertenecientes a 206 familias de plantas
usadas con fines medicinales. El 75% de estas especies son plantas nativas y el 5%
endémicas, mientras que el 11% son introducidas. Las partes de las plantas mas utilizadas
son las hojas (30%), la planta entera (10%) y las flores o inflorescencias (6%) (De la Torre et
al., 2008).

1.2 Familia Moraceae.

La familia se distribuye en las regiones tropicales y templadas de todo el mundo, siendo
originaria de Indonesia y Polinesia, pero su diversidad se centra en los trépicos. La familia
esta fuertemente apoyada como monofilético, pero una asombrosa diversidad de estructuras
inflorescencias complejas, sindromes de polinizacién, los sistemas de cria y formas de
crecimiento en la familia ha complicado su taxonomia a nivel tribal y por debajo (Nyree J. et
al., 2010).

La familia comprende aproximadamente 37 géneros y 1050 especies, incluyendo varias
especies econdémica y ecolégicamente importantes, como arbol de fruta de pan (A. altilis),

mora Turca (Broussonetia papyrifera Vent.), y los higos (Ficus L.) (Ehsan et al., 2012).

En Ecuador, de la familia Moraceae se conocen 19 géneros, 126 especies de las cuales 5
son endémicas. Del género Artocarpus Unicamente se conocen dos especies la A. altilis

(Parkinson) Fosberg y la A. heterophyllus Lam. (Jorgensen & Ledn-Yanez, 1999).

1.2.1 Género Artocarpus.

En 1776, en el barco Bounty, a cargo del capitan William Blight, los ingleses llevaban a las
Antillas el “arbol de fruta de pan”, que traian desde Polinesia. Este barco naufragd y el “arbol

del pan” no pudo llegar a América. En un segundo intento, en 1793, las plantas llegaron al
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fin a las Antillas donde se aclimataron y desde donde se extendieron a todas las regiones

tropicales incluyendo parte del Ecuador (Gémez, 2009).

Artocarpus es un género pantropical con numerosas especies nativas del bosque himedo
de Malasia, Indonesia, las Filipinas y Melanesia. Mientras que solamente A. altilis y A.
heterophyllus son ampliamente cultivadas fuera de sus areas de distribucién natural,
muchas otras especies producen frutos comestibles y no maderables; y otros, maderables
de alta calidad (Parrotta, 1994).

El género Artocarpus se conoce por producir un gran nimero de metabolitos secundarios, y
es especificamente rica en fenilpropanoides tales como flavonoides y flavonas. A. altilis
(arbol de fruta de pan) no es una excepcion, tiene mas de 130 compuestos identificados en
varios 6rganos del arbol, mas de 70 de los cuales se derivan de la ruta de fenilpropanoides
(Tara Kamal et al., 2012).

Varios estudios han sugerido que las plantas son fuentes potenciales de agente antioxidante
natural que juegan un papel importante en la salud humana, tales como la prevencion de los

dafios oxidativos y reducir los riesgos de enfermedades cronicas (Tara Kamal et al., 2012).

La especie A. altilis “arbol de fruta de pan”, deriva su nombre por su sabor semejante al pan,
y porque en algunos paises tropicales es usado como sustituto de este producto. Es un
alimento energético con un porcentaje alto de carbohidratos (20 a 35%), rico en calcio,
hierro, fésforo y vitaminas C y B. Cuando se hace relacién a los arboles que son una
verdadera fuente de vida, se tiene que incluir, necesariamente al arbol del pan, por su
utiidad e importancia como: alimento humano y animal, planta ornamental, medicinal,
protectora de aguas y suelos, maderable, fuente de fibra, y como origen de tantos otros
beneficios que le han dado visa de residente en muchos de los paises tropicales del mundo
(Gbémez, 2009).

1.3 Descripcién botanica de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

En general, los &rboles de fruta de pan son grandes entre 15 y 20 metros de altura, de hojas
perennes, (Fotografia 1 y 2a). El arbol tiene una corteza lisa, de color claro, pudiendo
volverse oscuro por la exposicion al aire; y el tronco puede ser de hasta 1,2 m de didmetro,
a veces crece hasta una altura de 4 m antes de ramificar. El latex esta presente en todas las
partes del arbol (Fotografia 2b). Dos estipulas grandes encierran la yema terminal (Ragone,
1997).
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Plantae

Reino

Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rosales

Familia Moraceae

Género Artocarpus

Especie Artocarpus altilis

Fotografia 1: Arbol A. altilis, descripcién Ragone, 1697)

botéanica.
Fuente: Autora

(b)

Fotografia 2: (a) Arbol (15-20m altura), y (b) corte de A. altilis (latex).
Fuente: Autora.

Las hojas son gruesas y coriaceas con una parte superior de color verde oscuro brillante. La
parte inferior es oscura con un nervio central elevado y venas principales. Las hojas varian
en tamafio y forma incluso en el mismo arbol, mayoritariamente van de ovaladas a
obovadas. Las hojas son a veces suaves, pero a menudo estan cubiertas de unos pocos a
muchos pelos de color rojizo palido, especialmente en el nervio central y las venas (Ver

fotografia 3) (Ragone, 1997).
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Fotografia 3: Hojas A. altilis.
Fuente: Autora.

El fruto es una estructura altamente especializada, un sincarpo, estan unidas al eje de la
fruta o nucleo de 1500-2000 flores. El nlcleo contiene numerosos tubos del latex y haces
vasculares grandes que se decoloran rapidamente en un pequefio corte, debido a la
actividad enzimética oxidativa. La mayor parte de la fruta se forma a partir del perianto
persistente de cada flor (Ragone & Cavaletto, 2006). A medida que el fruto se desarrolla, el
perianto crece vigorosamente y se convierte en carnoso en la madurez, que forma la porcién
comestible de la fruta. La corteza dura de la fruta se compone de cinco discos de siete
lados, cada uno de la superficie de una flor individual. La corteza es generalmente tefiida
con exudaciones del latex en la madurez. Presenta pequefias espinas en toda la corteza
(Ragone, 1997) (Fotografia 4).

Fotografia 4: Fruto A.
altilis.
Fuente: Autora.

1.4 Utilidad de Artocarpus altilis.

A. altilis es una especie de arbol de usos mdultiples que proporcionan alimentos, medicinas,
materiales para elaboracion de ropa, materiales de construccion y alimentos para animales.

Es un componente importante de los sistemas agroforestales tradicionales en las Islas del
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Pacifico; ellos dependen en gran medida de las materias primas del arbol del pan, pero en
los ultimos 100 afios los materiales fabricados han suplantado el uso de materiales
tradicionales. La madera de los arboles de fruta de pan es ligero y duradero, en general, se
utiliza para la construccion de casas y canoas debido a su resistencia a las termitas y
gusanos marinos. Ademas la madera se utiliza para hacer vasijas, esculturas, muebles y
otros articulos. Los troncos secos son una fuente importante de lefia en las islas (Ragone &
Cavaletto, 2006).

1.4.1 Cortezainterna (liber).

Esta capa interior de la corteza, en la antigiiedad se la ha utilizado para hacer tela, que era
conocida como “tapa”. Esta tela tradicionalmente tenia usos ceremoniales y rituales, ademas
se utilizaba para elaboracién de ropa de cama y otras prendas de vestir, tales como capas,

taparrabos y tunicas (Ragone & Cavaletto, 2006).

En la actualidad todavia se utiliza la “tapa” en algunas zonas de Melanesia y las Marquesas,
como arneses para las presas de agua y redes para capturar tiburones (Ragone &
Cavaletto, 2006).

1.4.2 Hojas y flores.

Las hojas son ampliamente utilizadas para envolver alimentos para cocinar o servir. Las
hojas se utilizan incluso para fabricar redes de pesca para atrapar peces en los arrecifes.
Las hojas han servido como alimento para el ganado doméstico, y pueden ser alimentados,
ademas, bovinos, caprinos, cerdos y caballos. Los caballos también se comen la corteza,

ramas y brotes de arboles jévenes (Ragone & Cavaletto, 2006).

En algunos paises Asiéticos, a las flores las tuestan para frotarlas en las encias para aliviar
el dolor de muelas. En Vanuatu y Hawai, las flores duras y secas son quemadas para

utilizarlas como repelente de mosquitos (Ragone & Cavaletto, 2006).

1.4.3 Léatex.

El “pegajoso” latex tiene muchos usos. Se utiliza como goma de mascar en el Caribe y en
otros lugares. El latex de los arboles del pan se utiliza para recubrir canoas para hacerlas
herméticas y se puede utilizar para sellar y preparar las superficies de madera cuando vayan
a ser pintadas. La savia se utiliza ampliamente en todo el Pacifico y otras areas como liga

para la captura de aves para la alimentacion (Ragone & Cavaletto, 2006).

20



1.4.4 Usos medicinales.

La investigacion sobre la eficacia de los extractos de fruta de pan de varias partes de la

planta ha mostrado resultados prometedores (Ragone, 1997).

El latex y la corteza, tienen varios usos medicinales tradicionales. El latex es utilizado para
dar masajes en la piel para tratar los dolores de huesos y esguinces, ademas se coloca y se
venda la columna para aliviar la ciatica (Figura 1). Se utiliza comUnmente para tratar
enfermedades de la piel y enfermedades de hongos como la candidiasis, ademés se trata
con hojas machacadas. El latex diluido se toma para el tratamiento de la diarrea, dolores de
estbmago y la disenteria. El latex y el jugo de las hojas trituradas son utilizadas
tradicionalmente para tratar infecciones del oido en las islas del Pacifico (Ragone, 1997).

Nervio ciatico

El dolor de ciatico se irradia desde
los gluteos bajando por la pierna y
puede viajar incluso hasta los pies
y los dedos de los pies

Figura 1: Enfermedad de la ciatica.
Fuente: Diaria, 2014.

Tradicionalmente, las hojas se utilizan para el tratamiento de diversos tipos de
enfermedades como la cirrosis hepatica, la hipertension y la diabetes, ademas tiene
actividad antifangica y antibacteriana. Cientificamente, se han notificado algunas de las
actividades bioldgicas del extracto de esta planta. El extracto de hojas en MeOH-CH,CL, ha
demostrado tener actividad en un ensayo de inhibicion de la catepsina K, siendo una opcion
potencial de tratamiento para la osteoporosis. El extracto de acetona de las hojas mostro un
efecto inhibidor sobre la actividad 5a-reductasa que podria hacerlo util para el tratamiento

selectivo de la hiperplasia benigna de prostata y cancer de préstata (Enos et al., 2009).

También se ha demostrado que alivia los sintomas de la diabetes mellitus y problemas
urinarios. Recientemente, un estudio mostré que el extracto de AcOEt de las hojas tiene

efectos citotoxicos en algunas lineas celulares de cancer humano, incluyendo
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adenocarcinoma de pulmén humano (células SPC-A-1), carcinoma de cdélon humano
(células SW-480), y carcinoma hepatocelular humano (células SMMC -7.721), lo que indica

gue el extracto puede ser un agente potencial contra el cancer (Enos et al., 2009).

En un estudio realizado en Malasia sobre la actividad antibacteriana y antifingica de los
extractos de hojas de A. altilis, demostré que las hojas siendo maceradas con éter de
petréleo, CHCl;, EtOH, MeOH vy utilizando bacterias gram positivas, gram negativas y
hongos, y para control utilizaron amoxicilina y fluconazol demostré que los extractos
metandlico y etandlico son un gran potencial antibacteriano y antifingico para la mayor parte
de microorganismos a excepcion de C. difteria, S. epidermidis, C. tropicalis (Vasugi et al.,
2012).

En Indonesia de igual manera se trabajé con A. altilis, siendo el propdsito en este caso,
evaluar las propiedades anticancerigenas del extracto de éter dietilico, obtenido de la
madera (Figura 2). En donde el extracto fue ensayado en células de cancer de mama
humano T47D y se examind su efecto sobre la viabilidad celular, la morfologia nuclear y la
formacion de sub-G1. Los datos obtenidos demostraron que el extracto de la madera de A.
altilis induce apoptosis y formacion de la fase sub-G1 en las células del cancer de mama

(T47D), y por lo tanto, tiene un potencial agente anti-cancerigeno (Enos et al., 2009).

Figura 2: Hojas de A. altilis han
mostrado actividad

anticancerigena.
Fuente: Enos et al., 2009.

La raiz es astringente y se utiliza como un purgante; también se las macera y elabora una
cataplasma para tratar enfermedades de la piel. En varias islas del Pacifico la corteza se

utiliza para tratar los dolores de cabeza (Ragone, 1997).
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1.5 Antioxidantes.

Un antioxidante biolégico se ha definido como “cualquier sustancia que, cuando esta
presente en concentraciones bajas en comparacién con las de un sustrato oxidable,
previene significativamente o retrasa la oxidacién de dicho sustrato” (Benzie & Strain, 1996).
Es un ingrediente que protege la calidad de los alimentos (Abdalla et al., 2007) y neutraliza
la accion oxidante de los radicales libres mediante la liberacion de electrones en nuestra
sangre (Finkel & Holbrook, 2000).

Hay evidencias que sustentan el papel patogénico de los radicales libres en procesos
biologicos, mostrando la relacion entre la incidencia de enfermedades inflamatorias y
degenerativas y las bajas concentraciones de antioxidantes en la sangre (Sohal &
Weindruch, 1996), los que pueden ser modificados al aumentar su ingesta (Avello &
Suwalsky, 2006).

1.5.1 Beneficios de los antioxidantes.

Entre las actividades fisioldgicas de los antioxidantes naturales se encuentra: actividad
antibacteriana, antiviral, antimutagénica, antialérgica, anticarcinogénica, inhibidora del
incremento de la presion arterial, anti Glcera, anticariogénica, y antifingica, todas derivadas
del estrés oxidativo (Conde, 2009). En la Figura 3 se aprecia la manera de actuar de los
antioxidantes, en donde éstos neutralizan la accion oxidante de los radicales libres mediante

la liberacién de electrones.

Como actuan los antioxidantes

ANTIOXIDANTE
Impiden la oxidacion

9 %%
‘fzo O @) Poseen muchos
electrones
6~ %o-*

0 Q Neutralizan los radicales
ANTIOXIDANTE . .
Q @ NEUTRALIZAA libres donandoles los

00 RADICAL LIBRE electrones perdidos

Figura 3: Funcion de los antioxidantes.
Fuente: Veréastegui, 2013.
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Los métodos que se utilizaron en esta investigacion son:

v' ABTS: llamado asi por el reactivo 2,2-azinobis (3-ethilbenzotiazolina-6acido
sulfonicoic), mide la capacidad de los antioxidantes naturales de eliminar radicales
libres. Este ensayo se basa en la activacion de metmioglobina con peréxido de
hidrogeno en presencia de ABTS para producir el radical catiénico, cuando hayan o
no antioxidantes. El ABTS en sistemas lipofilicos, puede ser utilizado para estudiar
los efectos de proteccion de antioxidantes liposolubles en lipidos, simplificando asi el
ensayo. Se han encontraron que algunos compuestos que tienen actividad captadora
con ABTS, no muestran la misma actividad con el radical DPPH (Vintimilla, 2013).

v' DPPH: llamado asi por el reactivo 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl. Es un método rapido y
sencillo, se basa en la medicion de eliminacion de radicales libres de los compuestos
antioxidantes con DPPH. Es adecuado para medir la actividad antioxidante en
alimentos y extractos vegetales, en este método el radical es estable y tiene una
coloracion purpura que se pierde progresivamente cuando se afiade al contenido de
la muestra sustancias antioxidantes. EI DPPH puede obtenerse directamente a
diferencia del ABTS, que es generado tras una reaccion quimica, enzimatica o
electroquimica y mientras mas antioxidante sea la muestra, menor sera su valor
(Vintimilla, 2013).

1.6 Metabolismo primario y secundario.

Los compuestos organicos que se encuentran en los organismos vivos se pueden dividir a
grandes rasgos, aunque no de manera absoluta y excluyente, en dos tipos principales:
metabolitos primarios y secundarios. Los primeros son, con mucho, los mas abundantes y
se denominan asi por constituir la base fundamental y comun de los procesos vitales: son
las proteinas, los acidos nucleicos y los tipos mas frecuentes de carbohidratos y lipidos, y se
encuentran sin excepcion en todo tipo de organismo viviente. Por el contrario, los
metabolitos secundarios se dan de manera restringida, generalmente en pequefas
cantidades, en ciertos tipos concretos de organismaos y no en otros. Como su nombre indica,
no son esenciales para la vida como tal, aunque eso no excluye la posibilidad de que pueda

ser de gran utilidad para el organismo particular que los produce (Marco, 2006).

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecol6gicas especificas
como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan color a

flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion atrayendo a insectos
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polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como fuente de alimento,

contribuyendo de esta forma a la dispersidon de semillas (Bruneton, 2001).

Otros compuestos tienen funcién protectora frente a predadores, actuando como repelentes,
proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas. También
intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patégenos,

actuando como pesticidas naturales (Bruneton, 2001).

Es importante destacar que también reciben la denominacién de productos naturales y
tienen un importante y significativo valor medicinal y econémico, derivado éste altimo de su
uso en la industria cosmética, alimentaria, farmacéutica. Un gran nimero de estos productos
naturales, que ya se usaban en la medicina antigua como remedios para combatir
enfermedades, se utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas,

potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc. (Marco, 2006).

1.6.1 Terpenos.

Los terpenos son una clase de compuestos organicos derivados del isopreno (o 2-metil-1,3-
butadieno), un hidrocarburo de 5 &omos de carbono. Constituyen el mayor grupo de
metabolitos secundarios insolubles en agua y biosintetizados a partil del acetil Co A. Son
toxinas y repelentes para un gran nimero de insectos y microorganismos patégenos que se
alimentan de las plantas, de forma que desempefian un importante papel defensivo en el

reino vegetal (Llerena, 2011).

1.6.2 Sesquiterpenos.

El nimero de esqueletos carbonados sesquiterpénicos conocidos hasta la fecha (>200) es el
mas elevado de entre los terpenos (Marco, 2006). Gran numero de sesquiterpenos son
constituyentes habituales de los aceites esenciales de vegetales superiores y, en calidad de
tales, pueden intervenir en las propiedades farmacolégicas atribuidas a estas fracciones

volétiles (Bruneton, 2001).

1.6.3 Acidos Grasos.

Los acidos grasos naturales son, en la mayor parte de los casos, acidos carboxilicos
saturados lineales de numero par de atomos de carbono (Figura 4). También los hay de
namero impar, si bien en menor abundancia relativa. Un cierto porcentaje de ellos contiene
uno o varios enlaces multiples carbono-carbono, generalmente de tipo C=C 0, menos

frecuentemente, C=C. No es rara tampoco la presencia de funciones hidroxilo, carbonilo o
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epoxido en la mitad de la cadena carbonada. Se conocen también acidos grasos de cadena
ramificada, pero su abundancia relativa es comparativamente menor. Muchos acidos
carboxilicos saturados lineales y algunos insaturados lineales y algunos insaturados son
compuestos aislados y conocidos desde hace bastante tiempo, por lo que es corriente
conocerlos aun hoy en dia por sus nombres “triviales” (sin nomenclatura IUPAC) (Marco,
2006).

Los &cidos grasos saturados son liquidos o bien, para cadenas de 12 o mas carbonos,
sOlidos de aspecto céreo y bajo punto de fusidén, que solamente se disuelven bien en
disolventes orgéanicos, particularmente los de baja polaridad (hexano, tolueno, éter, etc.). La
hidrofobia de las cadenas alifaticas proviene del hecho de que éstas interaccionan con otras
moléculas fundamentalmente mediante fuerzas de tipo London-Van der Waals, mientras que
las moléculas de agua interaccionan con fuerzas de tipo iénico dipolar o por puentes de
hidrégeno. Como consecuencia, la interaccion reciproca de las moléculas de tipo alifatico,
por un lado, y de las de agua, por otro, es mas fuerte que las de las moléculas de un tipo
con las del otro, por lo que unas y otras no se mezclan. Ni siquiera el efecto entropico
favorable que acompafa a la formacion de toda mezcla es capaz de compensar en este

caso el efecto entalpico desfavorable (Marco, 2006).

La introduccién de enlaces C=C en la cadena suele ir asociada a un marcado descenso en
el punto de fusién, con lo cual muchos &cidos insaturados, incluso de 18 carbonos, son
liquidos (aceites) a temperatura ambiente. Por el contrario, la introduccién de enlaces C=C o

de grupos funcionales suele dar lugar a aumentos en el punto de fusién (Marco, 2006).

O
HaCWWVMOH

Acido Palmitico

Figura 4: Estructura lineal de un acido (palmitico).
Fuente: Porto, 2013.

1.7 Cromatografia.

La cromatografia es un método de separacion de diferentes componentes de una muestra,
este método logra la separacion de los mismos a través del paso de una muestra por una
fase estacionaria con la ayuda de la fase movil, cada componente de la muestra tiene

propiedades particulares que permitird su interaccion en forma diferente entre la fase
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estacionaria y mévil, de esta forma cada componente se retrasa en forma particular, las
caracteristica de la fase estacionaria y movil y la longitud de la columna son las adecuadas

se lograra la separacioén completa de todos los componentes de la muestra (Harris, 2007).

El objetivo principal de un estudio cromatografico es lograr la separacion de todos los
componentes en una muestra, para ello es necesario jugar con una serie de factores
cromatogréaficos, es por ello que es necesario conocer como estdn relacionados los

diferentes factores experimentales con las ecuaciones cromatograficas (Harris, 2007).

1.7.1 Cromatografia en capa fina (CCF).

Consiste en la separacion de los componentes de una mezcla a través de la migracion
diferencial sobre una capa fina de absorbente, retenida sobre una superficie plana. En ésta
técnica, una solucién de la muestra que va a ser analizada se aplica por medio de un tubo
capilar sobre la superficie de un adsorbente inerte (silice, aliumina, etc.) distribuido
uniformemente sobre una placa de vidrio o de aluminio. La placa se coloca verticalmente
dentro de una camara previamente saturada con el vapor del eluyente adecuado, de tal
forma que la parte inferior de la placa que contiene la muestra entre en contacto con la fase
movil. El eluyente va a migrar por capilaridad en la placa cromatogréafica, separando por
migracion diferencial los diversos componentes de la mezcla a ser estudiada. Después de
gue ha ocurrido, se evapora el eluyente y la placa se analiza utilizando luz UV o luz visible, o
aplicando reactivos que dan como resultado reacciones de coloracion con las sustancias
contenidas en la mezcla analizada (Sharapin, 2000). En la fotografia 5 podemos apreciar
una CCF corrida en Hex-AcOEt 6:4 (v/v) y revelada con acido sulfarico 5% vy vainillina, de

una muestra del latex, disuelta en EtOH.

Fotografia 5:
CCF latex, Hex-
AcOEt 6:4 (V/Vv).
Fuente: Autora.
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1.7.1.1 Factor de retencion (Rf).

El factor de retencién es la medida de la migracion de una sustancia determinada en un
solvente dado (Sharapin, 2000).

Distancia recorrida por la sustancia

Distancia recorrida por el solvente

1.7.2 Cromatografia en columna (CC).

La cromatografia en columna se usa para separar grandes cantidades de material: >100 mg.
El proceso de cromatografia consta de una fase movil (eluyente) y una fase estacionaria
(adsorbente), los cuales dependen de las sustancias que se desee separar, los compuestos
van saliendo por separado de la columna y se recogen en fracciones, los mas polares
guedan mas retenidos y para que salgan generalmente hace falta aumentar la polaridad del
disolvente. El tiempo necesario para eluir un compuesto de la columna se llama tiempo de

retencion (Clement, 2002).

1.7.3 Cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de masas.

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir la
separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso
cuantificados todos los componentes individuales de una muestra problema, el Unico dato de
gue disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de retencién de los
correspondientes picos cromatograficos. Este dato no es suficiente para una identificacion
inequivoca, sobre todo cuando se analiza muestras con un numero elevado de

componentes, como es frecuente en cromatografia de gases (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca
cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes
individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema
complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares de cada

componente (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, CG (“Cromatografia de Gases”) y EM
(“Espectrometria de Masas”) da lugar a una técnica combinada CG-EM que permite la

separacion e identificacion de mezclas complejas (Gutiérrez & Droguet, 2002).

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas requiere

sistemas especiales de conexién. En principio, se trata de dos técnicas que trabajan en fase
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gaseosa Yy necesitan una muy pequefia cantidad de muestra para su analisis, por lo que son

muy compatibles (Gutiérrez & Droguet, 2002).

1.8 Resonancia Magnética Nuclear.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica empleada
principalmente en la elucidaciébn de estructuras moleculares, aunque también se puede
emplear con fines cuantitativos. La resonancia magnética nuclear es un método espectral
basado en las propiedades magnéticas de los nucleos y, en su aplicacion mas comun, en
las propiedades del nudcleo de hidrogeno y carbono. Los electrones van a producir
modificaciones, débiles pero observables, siendo esos efectos electrénicos los que daran
lugar a los desplazamientos quimicos y a las constantes de acoplamiento, permitiendo asi el
estudio detallado de la estructura electronica de las moléculas, razon del éxito de la RMN en
guimica organica. Un espectrémetro de RMN consiste esencialmente en un iman, un emisor

de radiofrecuencia y un detector de radiofrecuencia (Elguero et al., 2011).

Por lo anteriormente dicho, ésta es una técnica instrumental no destructiva que permite el
andlisis de compuestos organicos y algunos inorganicos; por medio de ella se puede deducir
la identidad de la gran mayoria de compuestos organicos conocidos y desconocidos
(Elguero et al., 2011).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA



El desarrollo de esta investigacion se la realizé en los Laboratorios del Departamento de

Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja. En la Figura 5 se puede observar la

metodologia empleada.

Tratamiento de la
muestra vegetal.

Seleccion, recoleccion e
identificacion del material vegetal.

Obtencion de extractos.

Antifungica.

Actividad

antimicrobiana. Actividad antioxidante.

Antibacteriana.

Fraccionamiento en
Cromatografia en columna

\ 4
\7 v
- Purificacion de compuestos Determinacién Punto de
Monitoreo CCF (cristalizacion) fusion
\ 4
Identificacién: RMN *H, **C; CG-EM

Figura 5. Esquema representativo de la metodologia empleada.
Fuente: Autora.



2.1 Tratamiento de la muestra vegetal.

2.1.1 Seleccién y recoleccion de material vegetal.

Se recolect6 hojas, raices y latex de A. altilis en enero de 2013 en el Hostal Sol y Selva del
barrio Rancho Alegre perteneciente a la parroquia Cumbaratza de la Provincia de Zamora
Chinchipe, con coordenadas geograficas 3°58’ 9.56” S - 78°51’ 38.52” O a 970 m.s.n.m. En

la Figura 6 se aprecia los datos de ubicacion.

La caracterizacion botanica se la realiz6 en el Herbario Loja de la Universidad Nacional de
Loja (UNL), con el curador Bolivar Merino. Y la muestra se almacené en el herbario de la
UTPL con voucher nimero PPN-MO-003.

El material vegetal obtenido fue colocado en un cuarto de secado durante 5 dias a 32°C; se

eliminaron las impurezas, y se obtuvo un total 1770.66 g de hojas y 100 g de raiz.

Provincia

Zamora Chinchipe
Canton

Zamora

Parroquia
Cumbaratza
Coordenadas
3°58'0.,56" §-78°51'38.52" 0
M.S.0.0m.

a70

Figura 6. Mapa e informacion de lugar de recoleccion.
Fuente: Gobierno Provincial de Zamora Chinchipe, 2014.
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2.1.2 Obtencion de extractos.

El material seco fue triturado; y a partir de 750 g (hojas) y 100 g (raices), se procedi6 a
extraer los extractos mediante maceracion dindmica durante 3-4 horas, se filtr6 al vacio y
con ayuda de un rotaevaporador a presion reducida y temperatura moderada (30-35°C), se
obtuvieron los extractos de Hex, CH2CL2, AcOEt y MeOH, para las hojas mientras que para

las raices se utilizaron los solventes: Hex, AcCOEt y MeOH (Fotografia 6).

(b)

Fotografia 6: (a) Maceracién dinamica, (b) Filtrado, (c) Extractos, (d) Evaporacién de disolvente.
Fuente: Autora.

El latex (30 g) fue sometido a liofilizacion por su alto contenido de agua, obteniéndose 7.5 g.

2.1.2.1 Desclorofilacién del extracto de AcOEt.

El extracto de AcOEt (21 g) fue sometido a un proceso de desclorofilado. Se utiliz6 placas
de CCF para determinar la mejor relacion de fraccionamiento. El extracto fue disuelto en

mezclas de MeOH-H,O en proporcion 8:2 (v/v); y, se paso a través de una columna SPE
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Discovery-18 60 mL de 10 g, el solvente se eliminé por rota evaporacion y se obtuvo 12,694

g de extracto de AcOEt desclorofilado.

2.2 Aislamiento de metabolitos secundarios.

2.2.1 Determinacion de extractos.

Cada extracto fue monitoreado mediante cromatografia de capa fina, con la finalidad de
escoger el mejor extracto para aislar los metabolitos secundarios, ademas se realizd

pruebas microbiolégicas y antioxidantes (DPPH y ABTS).

2.2.2 Pruebas microbiolégicas. Microdilucién en caldo (CMI).

2.2.2.1 Determinacién de actividad antifungica.

Para la evaluacion de la susceptibilidad antifingica se emplearon dos tipos de hongos
esporulados: Trichophyton mentagrophytes (Tm) ATCC ® 28185 y Trichophyton rubrum (Tr)
ATCC ® 28188.

Para disolver los extractos, se diluyeron 20 mg de muestra en 1000 pL de Dimetil-sulfoxido
(DMSO). Se utilizo el ultrasonido para disolver completamente las muestras.

El ensayo se realizd en microplacas de 96 pocillos, utilizando el procedimiento de dilucion

doble seriado, asi:

Se colocaron 180 pL de caldo Sabouraud al primer pocillo y 100 yuL a todos los pocillos
restantes, luego se adicioné 20 pL de la dilucion de los extractos: Hojas (Hex, CH2CL2,
AcOEt total, AcOEt desclorofilado, MeOH) Raices (Hex, AcOEt, MeOH); seguidamente se
realizaron diluciones seriadas, tomando 100 pL del primer pocillo y diluyendo con 100 pL del
pocillo siguiente, se continud diluyendo hasta la obtenciéon de 8 diluciones consecutivas (al
finalizar se deseché 100 uL de la dilucién). El procedimiento fue el mismo para el control de
esterilidad (200 pL de caldo Sabouraud), control negativo (180 pL de caldo Sabouraud + 20
pML DMSO), y control positivo (180 pL de caldo Sabouraud + 20 pL de Itraconazol). Se incubd
a 30°C durante 72 horas.

2.2.2.2 Determinacion de actividad antibacteriana.

Para la evaluacién de la susceptibilidad antibacteriana se emplearon 6 tipos de bacterias:

Gram positivas: Staphylococcus aureus (Sa) ATCC® 25923 y Enterococcus faecalis (Ef)
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ATCC® 29212; Gram negativas: Proteus vulgaris (Pv) ATCC® 8427, Escherichia coli (Ec)
ATCC® 25922, Salmonella typhimurium (St) LT2 y Klebsiella pneumonia (Kp) ATCC® 9997.

Para disolver los extractos, se diluyeron 20 mg de muestra en 1000 pL de Dimetil-sulfoxido

(DMSO). Se utiliz6 el ultrasonido para disolver completamente las muestras.

Preparacion del cultivo bacteriano (overnight).

El cultivo overnight se prepar6 24 horas antes iniciar el analisis correspondiente, esto a partir

de los microorganismos que se encontraban en reserva criogénica a -80°C.

Del cultivo overnight se tomaron 150-300 uL en 7 mL de suero fisiolégico, de esta
suspension se tomé 140 pL y se inoculé en 7 mL de caldo Miller-Hinton ajustado a una
poblacion bacteriana de 2x10° UFC/mL. Se utilizé 100 L de esta suspension para completar
a 200 pL el volumen final de la placa de cultivo, de esta manera se ajusté la poblacién
bacteriana a 5x10° UFC/mL.

Ensayo.

El ensayo se realiz6 en microplacas de 96 pocillos utilizando el procedimiento de dilucién de
doble seriada: asi:

Se colocaron 180 pL de caldo Miller Hinton al primer pocillo y 100 pL a los pocillos
restantes, luego se adicion6 20 pL de extracto diluido en DMSO en los pocillos de la fila A,
después se realizé diluciones seriadas tomando 100 pL del primer pocillo de la fila Ay
diluimos en los pocillos de la fila B y se continGa hasta obtener 8 diluciones consecutivas. Se
sigui6é el mismo proceso para el control de esterilidad (180 pL de caldo Miiller Hinton + 10 pL
de extracto diluido), control negativo (DMSO), y para el control positivo (180 pL de caldo

Muiller Hinton + 20 pL de Gentamicina ® (1 mg/mL para Gram -) (4 mg/mL para Gram +)).

Después de preparada la placa se inocularon todos los pocillos con 100 uL de la suspensiéon
del indculo a excepcion de los controles de esterilidad, completando a un volumen final de

200 pL en la placa de cultivo. Se sellaron las placas y se incub6 a 37°C durante 24 horas.

2.2.3 Determinacion de actividad antioxidante.

Para la realizacion de la actividad antioxidante, mediante los dos métodos, se requiri6 llevar
a los extractos a una concentracion de 1000 ppm cada uno; sin embargo se diluyo, a
algunos, a 500 ppm para el método ABTS, ya que su absorbancia fue negativa en 1000

ppm. Las concentraciones se observan en la tabla siguiente:
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Tabla 1: Concentracion de extractos para cada método de actividad antioxidante.

DPPH ABTS
1000 ppm 1000 ppm
1000 ppm 1000 ppm
1000 ppm 1000 ppm
1000 ppm 500 ppm
1000 ppm 500 ppm
1000 ppm 500 ppm
1000 ppm 500 ppm
1000 ppm 500 ppm

Fuente: Autora

El trlox es el estandar de referencia que se utilizé para hacer reaccionar a la muestra en
ambos métodos (Prakash, 2001).

2.2.3.1 Método DPPH.

El ensayo de DPPH se realiz6 basandose en la técnica de Bran-Williams et al. (1995), con
algunas modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006). Se prepar6 una solucion patrén
disolviendo 24 mg de DPPH en 100 mL de metanol, la misma que fue almacenada a -4 °C
hasta su uso. La solucion de trabajo se preparé mezclando 10 mL de solucion patrén con 45
mL de metanol hasta obtener una lectura en absorbancia de 1,1 + 0,02 unidades a una
longitud de onda de 515 nm en un espectrometro UV. Se emplearon curvas estandar de
tr6lox con concentraciones entre 25 — 800 yMoles. De cada concentracion asi como de cada
muestra de extracto se tomo 150 pL en un vial, se adicion6 2,85 mL de la solucion trabajo de
DPPH y se dej0 reaccionar por 24 horas en la obscuridad a temperatura ambiente
(Fotografia 7), para posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm.
Los resultados fueron expresados en pMoles equivalentes de trélox por gramo de muestra
seca (UWMoIET/g MS). En el Anexo 6 se muestra un esquema detallado de la

experimentacion.

2.2.3.2 Método ABTS.

Se empled la técnica de Arnao et al. (2001) con algunos ajustes descritos por Thaipong et
al. (2006).
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Se prepararon dos soluciones: 5 mL de ABTS (0,0074 Molar) y 5 mL persulfato de potasio
(0,0026 Molar), la mezcla de estas se dejo reposar por 12 horas de tal forma que se obtuvo
la solucién patron de ABTS, la solucién de trabajo se preparé mezclando 1 mL de solucién
patrén con 60 mL de MeOH hasta obtener una lectura en absorbancia de 1,1 + 0,02
unidades a una longitud de onda de 734 nm en un espectrometro UV. Se emplearon curvas
estandar de trélox en concentraciones entre: 25 y 800 uM. De cada concentracion asi como
de cada muestra de extracto se tomo6 150 pL en un vial, se adicion6 2,85 mL de la solucién
trabajo de ABTS y se dej6 reaccionar por 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente,
para posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. Los resultados
fueron expresados en pMoles equivalentes de trélox por gramo de muestra seca (UMolET/g
MS). Las absorbancias se leyeron en un espectrofotometro de UV visible HeAios B
UVB091602 (Fotografia 7). En el Anexo 8 se muestra un esquema detallado de la

experimentacion.

Fotografia 7: Espectrofotometro de UV visible HeAios B UVB091602.
Fuente: Experimentacion.

2.2.4 Preparacion de columna.

Después de revisadas las placas de CCF de los respectivos extractos y los resultados de las
pruebas microbiolégicas se fraccionaron 4 columnas cromatograficas (humedas); esto con

los siguientes datos:




Tabla 2: Datos para preparacion de columna cromatografica.

Columnas/Extractos

Latex

Hojas: AcOEt
desclorofilado

Hojas: CH2CL2

Raices: MeOH

Fuente: Autora.

Peso de la
muestra (g)

Peso
silica gel

Relacion
muestra/silica

Polaridad
inicial

.. gel

Hex 100:0

Polaridad
Final

MeOH 100:0

3.5 350 1:100 Hex-AcOEt | MeOH 100:0
90:10

3.5 350 1:100 Hex 100:0 MeOH 100:0

35 350 1:100 Hex 100:0 MeOH 100:0

Las columnas cromatogréaficas (hiumedas) se las fraccion6 con silica gel Merck 0.015-0040

nm de didmetro, en columnas de vidrio de 55 mm de didmetro por 60 cm de altura

(Fotografia 8). Las columnas humedas se fraccionaron con silica gel suspendida en

disolvente, con compactacion por presion.

Fotografia 8: Proceso montaje y
fraccionamiento en columna.
Fuente: Experimentacion.
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3.1 Deshidratacion del material vegetal.

El material vegetal recolectado fue secado a 32°C por 5 dias, y se obtuvo un total de 1770.6
g de hojas y 100 g de raiz, secos. De éste material se utilizaron 750 g de hojas y los 100 g

de raices para obtener los extractos.

Los resultados del secado del material vegetal y el rendimiento se encuentran en la tabla 3,
en la que se puede apreciar que la parte de A. altilis que mejor rendimiento ofrecié fueron

las raices en comparacion a las hojas y latex.

Tabla 3: Rendimiento del secado del material vegetal.

Parte de la planta | Peso inicial htmedo (g) Peso final seco (g) Rendimiento (%)

Hojas 7800 1770,66 22.70
Raices 319 100 31.35
Latex 30 7.5 (liofilizado) 25

Fuente: Autora.

3.2 Obtencion de extractos.

Se obtuvieron los extractos de Hex, CH,CL,, AcOEt y MeOH de hojas, y Hex, AcOEt y
MeOH de raices, esto a partir de 750 g y 100 g de material vegetal seco, respectivamente.

En la tabla 4 se puede observar que el extracto con mayor rendimiento, con respecto a las
hojas, fue el de MeOH con 8.65 % frente a los extractos de Hex, CH,CL,, AcOEt; y, un

59.61% de rendimiento del extracto de AcOEt desclorofilado.

Tabla 4: Peso y rendimiento de cada extracto obtenido de la maceracion de hojas de A. altilis.

Extracto ' Color y consistencia del extracto  Peso (g) | Rendimiento (%) |
Hex Verde oscuro/solido 23.58 3.14
CH,CL, Verde oscuro/sélido 14.62 1.95
AcOEt Verde oscuro/solido 21.29 2.84
MeOH Verde-amarillento/sélido 64.89 8.65

Extracto de AcOEt desclorofilado de la especie A. altilis.

Extracto | Colory consistencia del extracto | Peso (g) = Rendimiento (%)
AcOEt desclorofilado Marrén/solido 12.69 59.61

Fuente: Autora.

En la tabla 5 se observa que de los extractos de las raices, el que mejor rendimiento mostré
fue el de MeOH con 5.8 % con respecto al de Hex y AcOEt.
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Tabla 5: Peso y rendimiento de cada extracto obtenido de la maceracion de raices de A. altilis.

Extracto Color y consistencia del extracto | Peso (g) Rendimiento (%)

Hex Café/semisolido 1.10 1.1
AcOEt Ladrillo/solido 3 3
MeOH Rojizo/sélido 5.78 5.8

Fuente: Autora

Como se puede apreciar en la tabla 6, el rendimiento del latex fue de un 25 %, sefialando de
esta manera que en su composicién se encuentra un 75 % de agua, el que fue eliminado

gracias al proceso de liofilizacién.

Tabla 6: Peso y rendimiento del latex liofilizado a partir de A. altilis.

Latex Peso seco liofilizado (g) Rendimiento (%) @ Color y consistencia

30 g (liquido) 7.5 25 Beige/solido-pegajoso

Fuente: Autora

3.3 Aislamiento de metabolitos secundarios.

Se fracciond cuatro columnas cromatograficas, con las especificaciones nombradas en la
tabla 2, en la que se observa el peso de la muestra, peso de la silica, la relacion silica-

muestra y finalmente la polaridad en la que se inicid la elucion.

En la tabla 7 se indica el niumero de fracciones obtenidas en cada columna cromatografica,
eluidas en el presente trabajo de investigacion; cabe sefalar que se eluyo con tres solventes
de polaridad ascendente: Hex, ACOEt y MeOH.

Tabla 7: Nimero de fracciones obtenidas en el fraccionamiento en cromatografia en columna de los
cuatro extractos.

" Disolvente utilizado para Numero de fracciones
Parte de A. altilis o .
maceracion obtenidas
Latex 389
Hojas AcOEt 267
Hojas CH.CL, 448
Raices MeOH 364

Fuente: Autora.
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3.3.1 Compuestos aislados a partir de la columna cromatografica del Latex.

A partir de la columna cromatografica del latex se obtuvieron 389 fracciones; de éstas las

fracciones: 28, 33, 35y 39, presentaron caracteristicas sélidas blanquecinas.

3.3.1.1 Fraccién 28 (mezcla de triterpenos).

Esta fraccion eluyé en Hex-AcOEt proporcidén 95:5, fue purificado con par-disolventes, se
disolvié con CHCI3, se calentd y precipité con MeOH frio, el precipitado se present6 en forma
de gel. Este precipitado se disolvio en CHCl;y en CCF se observé en luz UV una mancha de
color violeta a 365 nm y oscura a 254 nm, en la fotografia 9 se observa al ser revelada con
H,SO, 5% y vainillina en donde se presencid tres manchas de color anaranjadas-azules y Rf
de mancha mayoritaria de 0.7.

Fotografia 9: CCF:Hex
100:00, Hex-AcOEt 8:2 y
AcOEt de la fraccién 28.
Fuente: Autora

Andlisis de la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) de la
fraccion 28.

El cromatograma de la fraccién 28, indica la presencia de 5 compuestos, los cuales los
podemos apreciar en la Figura 7.
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Figura 7: Cromatograma de la fraccion 28.
Fuente: Cromatégrafo de gases serie 6890N.

Los datos sobre tiempo de retencion, porcentaje de area relativo, porcentaje de probabilidad,
e ibn molecular para cada compuesto de esta mezcla se puede observar en la Tabla 8 a

continuacion:

Tabla 8. Datos CG de la fraccion 28.

Lanosterol acetato 36.68 2.69 94 468 [M]"
B-Amirin acetato 39.05 8.38 93 468 [M]
Urs-12-en-24-oic acid, 3-oxo-, methyl ester 42.00 39.93 92 468 [M]
Parkeol acetato 43.92 26.83 90 468 [M]"
?3,{13?_—Cyclolanostan—3—ol, 24-methylene-, acetate, 46.93 22 17 86 482 [M]'

Fuente: Autora.




Se realiz6 la identificacion preliminar de los compuestos mediante la comparacion de los
espectros de masas de cada compuesto con los espectros de masas de la base de Datos
Wiley 7n.l, perteneciente al espectrémetro de masas Agilent serie 5973 inert; base de datos
del NIST 2011 y bibliografia. Esto se puede apreciar en el Anexo 1. Se puede observar sus

estructuras quimicas en la Figura 8.

Lanosterol acetato B-Amirin acetato

Urs-12-en-24-oic acid, 3-oxo-, methyl ester

9,19-Ciclolanostan-3-ol, 24-metilene-, acetato,
Parkeol acetato (3B)-

Figura 8: Estructura quimica de los compuestos identificados en la fraccion 28.
Fuente: Autora. Elaboracién: Programa ChemBioDraw Ultra 2009.

Sureshkumar (2013), pudo identificar mezclas de compuestos de la especie Calotropis
gigantea, mediante CG-EM, entre ellos a los triterpenos: B-Amirin acetato, y 9,19-

Cyclolanostan-3-ol, 24-methylene-, acetate, (3), a partir del extracto de cloroformo; y del




extracto de alcohol metilico a Urs-12-en-24-oic acid, 3-oxo-, methyl ester; y Lanosterol
acetato; todos estos compuestos le dan a esta especie la accién de anti inflamatoria,

antioxidante y antidiarreica.

En la investigaciéon realizada por Fabiyi et al.,(2012), Oyo-Ita et al., (2010) se identifica al
compuesto B-Amirin acetato que fue aislado de Bridelia ferruginea y Elaeis guineensis,
respectivamente; ademas da resultados favorables como antidiabético, antiinflamatorio y
antioxidante. De la misma manera Paterson (2006) consiguié caracterizar el compuesto
9,19-Ciclolanostan-3-ol, 24-metilene-, acetato, (38)- que lo obtuvo del extracto de hojas de
Ganoderma sugae, siendo su actividad primordial anticancerigena. El Parkeol acetato fue
aislado de Saccharomyces cereviceae siendo bueno como antioxidante (Patifio et al., 2011)

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas Yy fragancias,
ademas tienen importancia medicinal por sus propiedades anti carcinogénicas, anti

ulcerosas, anti malariales, antimicrobianas, etc. (Robles, 2010).

Para la caracterizacion exacta de los compuestos aqui indicados se tiene que revisar el

andlisis de CG-EM obtenido y comparar con datos de estandares.

3.3.1.2 Fraccion 33 (4cido hexadecanoico).

Este compuesto eluyé en Hex-AcOEt proporcién 95:5, fue purificado con par-disolventes, se
disolvié con CHCls, se calenté y precipité con MeOH frio, el precipitado fue de color blanco
en forma de polvo fino granulado. Su punto de fusién fue 68-69 °C. En CCF se observo en
luz UV una mancha de color violeta a 365 nm y oscura a 254 nm, y al ser revelada con
H,SO, 5% y vainillina se presenci6 la mancha color parpura con Rf 0.3 eluida en Hex-AcOEt
(90:10) (Fotografia 10).

Fotografia 10:
CCEF fraccion 33.
Fuente: Autora

Andlisis de la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) de la

fraccion 33.
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Los datos de CG-EM se observan en la Figura 9: tiempo de retencion de 11.53 min, % éarea
relativo de 0.35 y un pico de i6n molecular de 256 m/z [M]". La caracterizacion se realiz6 por

medio de la comparacién con datos bibliograficos (Benavides Calvache, 2004) y base de

datos NIST 2011.
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Figura 9: Cromatograma de la fraccion 33.
Fuente: Cromatografo de gases serie 6890N.

Los dos atomos de oxigeno de la férmula molecular pueden ser indicativo de la existencia
de funciones alcohol, éter, acido carboxilico, éster, entre otras. Debido a la alta intensidad
del ion molecular (100%), se deduce que el espectro de masas corresponde a un acido

graso de cadena larga o un éster de acido graso.

Segun Benavides (2004), los iones de mayor estabilidad corresponden a los fragmentos
oxigenados, los cuales ademas presentan una periodicidad consecuente con la
fragmentacion de la cadena debido a la eliminacion de grupos metilenos, como es el caso
de los picos a m/z 213, 129 y 73, los que indican una pérdida de 4, 10 y 14 metilenos

respectivamente. Del anterior andlisis se concluye que el compuesto es saturado y
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corresponde al 4cido hexadecanoico (acido palmitico); que concuerda con la base de datos
del equipo del espectro CG-EM (Anexo 2.1), su estructura quimica se puede observar en la

Figura 10.

OH

Figura 10: Estructura quimica del acido hexadecanoico
Fuente: Autora. Elaboracion: Programa ChemBioDraw Ultra 2009.

Andlisis de RMN H vy *3C para la identificacion del acido hexadecanoico de la fraccion 33.

Datos obtenidos: RMN *H (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0.73-0.93 (m, 3H) 1.10-1.30
(m, 23H) 1.36 (br. S, 2H) 1.53 (dd, J= 14.28, 6.85 Hz, 3H) 2.22 (t, J=7.43 Hz, 1H) 2.31 (s,
1H).

RMN C (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14.10 (s, 1C) 22.68 (s, 1C) 23.85 (s, 1C)
23.88 (s, 1C) 25.01 (s, 1C) 29.22 (s, 1C) 29.34 (s, 1C) 29.40 (s, 1C) 29.47 (s, 1C) 29.68 (s,
1C) 31.91 (s, 1C) 34.40 (s, 1C) 174.01 (s, 1C).

En el Anexo 2.2 se observan los desplazamientos de RMN *H (400 MHz, CHLOROFORM-
d), en el cual se observa la sefial del proton del grupo metileno (&4 0.88 ppm); ademas se
observa una posible contaminacién a &, 3.98 ppm que no corresponde al compuesto. El
espectro de RMN **C (101 MHz, CHLOROFORM-d), presenta sefiales en 8¢ 174.19 ppm
correspondiente al grupo carbonil (Anexo 2.3). En la tabla 9 se puede apreciar la
comparacion de los datos teéricos obtenidos con el programa Predictor del ChemBioDraw
Ultra 20009.

Tabla 9: Datos RMN 'H de los obtenidos en (400 MHz, CHLOROFORM-d) y los de &cido
hexadecanoico (ChemBioDraw Ultra).

F: 33 Acido hexadecanoico

(ChemBioDraw Ultra)

0.73-093 (3H, m) 0.88 (3H, m)

1.10-1.30 (23H, m) 1.26 (23H, m)

1.36 (2H, s) 1.31 (2H, s)

1.53 (3H, dd) 1.52 (3H, dd)

2.22 (1H, t) 2.30 (2H, s)
2.31 (1H, s)

3.98 11.0 (1H, s)

Fuente: Autora
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Del anterior analisis se puede determinar con certeza que el compuesto aislado de la

fraccion 33 corresponde al acido hexadecanoico.

3.3.1.3 Fraccion 35 (mezcla de sesquiterpenos).

Esta fraccion eluyé en Hex-AcOEt proporcidén 95:5, fue purificado con par-disolventes, se
disolvié con CHCIs, se calentd y precipitd con MeOH frio, el precipitado fue de color blanco
en forma de cristales amorfos. Su punto de fusion fue 60-65 °C. En CCF no se observd en
luz UV, al ser revelada con H,SO, 5% y vainillina se presencié una mancha color morado y
Rf de 0.7 en Hex-AcOEt (70:30) (Fotografia 11).

ool —

L8 4

Fotografia 11:
CCF fraccion 35.
Fuente: Autora.

Andlisis de la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) de la

fraccion 35.

El cromatograma de la fraccién 35, indica la presencia de 2 compuestos mayoritarios, los

cuales los podemos apreciar en la Figura 11.
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Figura 11: Cromatograma de la fraccién 33.
Fuente: Cromatografo de gases serie 6890N.




Los datos sobre tiempo de retencién, porcentaje de area relativo, porcentaje de probabilidad
e ibn molecular para cada compuesto de esta mezcla se puede observar en la Tabla 10 a

continuacion:

Tabla 10: Datos CG de la fraccién 35.

a- Muurolene 9.82 70.08 93% 204 [M]*

Levomenol 9.98 29.92 90% 204 [M]*

Fuente: Autora

Se realizé la identificacion de los compuestos mediante la comparacién de los espectros de
masas obtenidos de cada compuesto con los espectros de masas de la base de Datos Wiley
7n.l y NIST 2011, por lo tanto se puede indicar que los compuestos identificados de la
fraccion 35 corresponden al a-Muurolene y Levomenol, esto se puede apreciar en el Anexo

3. Se puede observar sus estructuras quimicas en la Figura 12.
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Figura 12: Estructura quimica de los compuestos identificados en la fraccién 35.
Fuente: Autora. Elaboracién: Programa ChemBioDraw Ultra 2009.

El a-Muurolene y el Levomenol son un tipo de sesquiterpenos que no han sido reportados
antes en ninguna especie del género Artocarpus, sin embargo el Levomenol es el
constituyente principal del aceite esencial de manzanilla alemana Matricaria recutita
(Thornfeldt, 2005), (Jiménez el al., 2009) y Myoporum crassifolium (Hames-Kocabas et al.,
2013). Los sesquiterpenos son un amplio grupo de sustancias presentes en diferentes
organismos, y estos son compuestos de la larga clase de terpenoides. Los beneficios que
se otorgan a este tipo de compuestos son: bactericidas, anti-irritante, anti-inflamatorio, anti
— microbiano, ademas se han utilizado durante cientos de afios en cosméticos debido a sus

propiedades curativas de la piel (Reyes, 2007).
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3.3.1.4 Fraccion 39 (a4cido hexanodioico, éster de dioctilo).

Este compuesto eluyé en Hex-AcOEt proporcién 95:5, fue purificado con par-disolventes, se
disolvio con CHCI3, se calentd y precipitd con MeOH frio, el precipitado fue un polvo fino
granulado blanco. Su punto de fusién fue 69-70°C. En CCF se observo en luz UV una
mancha de color morada a 365 nm y oscura a 254 nm, y al ser revelada con H,SO, 5% y
vainillina se presencié la mancha color puarpura y Rf de 0.5 en Hex-AcOEt (90:10)
(Fotografia 12).

§ Ny

Fotografia 12:
CCEF fraccion 39.
Fuente: Autora

Andlisis de la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) de la

fraccion 39.

Los datos de CG-EM se observan en la Figura 13 se observa el tiempo de retencion de
14.24 min, % éarea relativo de 100 y un pico de i6bn molecular de 370 m/z [M]+. La
caracterizaciéon se realiz6 por medio de la comparacién con datos bibliograficos (Modupe et
al., 2009).

180000
TIC: ALTILIS39JR.D
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000 14.24
20000 i
frime—> " 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Figura 13: Cromatograma de la fraccion 39.
Fuente: Cromatografo de gases serie 6890N.
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El espectro de masas present6 un pico de iébn molecular a 370 m/z [M]+ (C,,H4,0,4) (Anexo
4.1), que corresponde al acido hexanodioico, éster de dioctilo o conocido como Acido
Adipico, éster de dioctilo que asi lo indic6 la base de datos del equipo del espectro CG-EM,

Su estructura quimica se puede observar en la Figura 14.

/\/\/\/\O O\/\/\/\/

Figura 14: Estructura quimica del Acido Hexanodioico, éster de dioctilo.
Fuente: Autora. Elaboracién: Programa ChemBioDraw Ultra 2009.

Este acido ha sido identificado en las principales partes de Euphorbia hirta, tuvo actividad
repelente contra las especies de Anopheles siendo beneficioso para la prevencion de la
malaria (Modupe et al., 2009), también ha sido aislado en el extracto de alcohol de las hojas
de Kigelia pinnata (Grace et al., 2002) y Melissa officinalis (Sharafzadeh et al., 2011). En un
estudio realizado por Romeh (2013) en la discusién de sus resultados menciona que éste
acido puede actuar como antioxidante, hipo colesterolémico, nematicida, pesticida,
lubricante, antibacteriano y antifingico. En A. altilis no se lo ha reportado.

Andlisis de RMN *H y *C para la identificacion del acido hexanodioico, éster de dioctilo de la

fraccion 39.

Datos obtenidos: RMN *H (400 MHz, CHLOROFORM-d); & ppm 0.81 (t, J=6.84 Hz, 3H) 1.10
- 1.29 (m, 28H) 1.36 (br. s., 2H) 1.53 (dd, J=14.62, 7.31 Hz, 4H) 2.10 (s, 1H) 2.22 (t, J=7.63
Hz, 1H) 2.31 (s, 1H) 3.89 - 4.07 (m, 1H).

RMN 3C (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14.27 (s, 1C) 22.85 (s, 1C) 24.06 (s, 1C)
25.82 (s, 1C) 26.08 (s, 1C) 28.81 (s, 1C) 29.33 (s, 1C) 29.40 (s, 1C) 29.52 (s, 1C) 29.58 (s,
1C) 29.64 (s, 1C) 29.71 (s, 1C) 29.77 (s, 1C) 29.81 (s, 1C) 29.86 (s, 1C) 32.08 (s, 1C) 34.58
(s, 1C) 37.64 (s, 1C) 42.99 (s, 1C) 64.55 (s, 1C) 76.84 (s, 1C), 174.19 (s, 1C).

En el Anexo 4 se observan los desplazamientos de RMN *H (400 MHz, CHLOROFORM-d),
en el cual se observa la sefial de los protones del grupo metileno (54 0.81, ppm); El espectro
de RMN C (101 MHz, CHLOROFORM-d), presenta un sefial en &c 174.19 ppm
correspondiente al grupo carbonil. En la tabla 11 se puede apreciar la comparacion de los

datos tedricos obtenidos con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2009.
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Tabla 11: Datos RMN *H de los obtenidos en (400 MHz, CHLOROFORM-d) y los de acido
hexanodioico, éster de dioctilo (ChemBioDraw Ultra 2009).

0.81 (3H, 1) 0.88 (3H, 1)
1.10-1.29 (28H, m) 1.29 (28H, m)
1.36 (2H, s) 1.31 (2H, s)
1.53 (4H, dd) 1.62 (4H, dd)
2.10 (1H, s) 1.64 (1H, s)
2.22 (1H, 1) 2.32 (1H, 1)
2.31(1H, s) 2.32 (1H, s)
3.89-4.07 (1H, m) 4.13 (1H, m)

Fuente: Autora

Del andlisis anterior se puede concluir que el compuesto identificado de la fraccién 39

corresponde al acido hexanodioico, éster de dioctilo.

3.3.2 Compuestos aislados a partir de la columna cromatografica del extracto de

Hojas AcOEt desclorofilado.

De la elucién de la columna cromatografica del extracto de hojas AcOEt desclorofilado se
obtuvieron 267 fracciones, de las cuales a la que se caracteriz6 fue la fraccion 43-49;
ademas se fraccioné en micro columna la unién de fracciones 108-119 con peso de 25 mg y
5 g de silica gel con proporcién 1:200; de la micro columna eluyeron 218 fracciones,
encontrandose segun CCF aptas para identificar y caracterizar las fracciones 8-13 (0,3 mg),
169-177 (0,2 mg), sin embargo el peso obtenido no fue el suficiente para realizar pruebas de
CG-EM y/o RMN.

3.3.2.1 Fraccibén 43-49 (Heptacosano).

Este compuesto eluy6 en Hex-AcOEt proporcién 80:20, se obtuvo un total de 68 mg, se lavé
con MeOH obteniéndose agua madre amarilla, el resultado fue 1,5 mg de una sustancia
blanquecina y grasosa, en CCF en la luz UV se observé mancha de color azul a 365 nm y
obscura a 254 nm, al ser revelada con H,SO,4 5% vy vainillina se presenté una mancha de

color tomate-amarilla con factor de retencion de 0.3 eluida en Hex-AcOEt (70:30).
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Fotografia 13:
CCF fraccion 43-

49,
Fuente: Autora.

Andlisis de la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) de la
fraccion 43-49.

Los datos espectroscopicos de CG-EM son: tiempo de retencion de 18.20 min, % éarea
relativo de 100 y un pico de idon molecular de 380 m/z [M]+, se puede observar en la Figura

15. La caracterizacion se realizé por medio de la comparacién con datos bibliogréaficos.
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Figura 15: Cromatograma de la fraccion 43-49.
Fuente: Cromatografo de gases serie 6890N.

Se realiz6 la identificacién del compuesto mediante la comparacion del espectro de masas
del compuesto con el espectro de masas de la base de Datos Wiley 7n.l y NIST 2011
(Anexo 5); sefialando que se trata del Heptacosano. Se puede observar su estructura

quimica en la Figura 16.

ANAANAANANANANANANANAN

Figura 16: Estructura Quimica del Heptacosano.
Fuente: Autora. Elaboracion: Programa ChemBioDraw Ultra 2009.
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El Heptacosano es un hidrocarburo alifatico que tiene muchas aplicaciones: es la base para
la fabricacion de medicinas, plasticos y materiales de grado biologico (S. N. M. P. E., 2012).

No ha sido caracterizado en especies de Artocarpus.

3.3.3 Compuestos aislados a partir de la columna cromatografica del extracto de
hojas CH,CL..

A partir de la columna cromatografica del extracto de hojas CH,CL, se obtuvieron 448
fracciones; de éstas la fraccion 10, cristaliz6 con CH,CL,, present6 caracteristicas solidas

blanquecinas.

3.3.3.1 Fraccién 10 (mezcla de hidrocarburos aliféticos).

Esta fraccion eluyé en Hex 100:00, cristaliz6 con CH,CL,, fueron lavadas con MeOH, el
precipitado presenté forma de grumos blancos, viscoso al tacto. En CCF se observo en luz
UV una mancha oscura, al ser revelada con H,SO, 5% Yy vainillina se presencié de color
azul. Rf de 0.4 eluida en Hex-AcOEt (90:10) (Fotografia 14).

FT
—

Fotografia 14:
CCF fraccion 10.
Fuente: Autora.

Andlisis de la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) de la

fraccion 10.

El cromatograma de la fraccién 10, indica la presencia de 5 compuestos, los cuales los

podemos apreciar en la Figura 17.
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Figura 17: Cromatograma de la fraccion 10.
Fuente: Cromatdgrafo de gases serie 6890N.

Los datos sobre tiempo de retencidn, porcentaje de area relativo, porcentaje de probabilidad,
ion molecular y férmula quimica para cada compuesto de esta mezcla se puede observar en

la Tabla 12 a continuacion:

Tabla 12: Datos CG fraccion 10.

Pentacosano 15.31 1.06 98 352

Octacosano 18.26 15.90 93 394
20.36 6.18 96

Nonacosano 23.67 55.38 98 408

1-nonadeceno 26.52 7.46 97 266

Hentriacontano 29.82 9.07 96 436

Fuente: Autora.




La identificacion preliminar se realizd exclusivamente por los datos otorgados por CG-EM,

se puede observar sus estructuras quimicas en la Figura 18.

P N N S S PN N

Pentacosane

P N P P P P2 e P P P P\

Octacosane

P P2 S e 2 e N P NN

Nonacosane

P G NG N N P N\

1-Nonadecene

P e S e S g e S PN N

Hentriacontane

Figura 18: Estructura quimica de los compuestos encontrados en la fraccion 10.
Fuente: Autora. Elaboraciéon: Programa ChemBioDraw Ultra 2009.

Estas mezclas corresponden a hidrocarburos alifaticos ya que presentan todos en su
estructura una formacién de carbono e hidrégeno Unicamente, siendo alcanos los de unién
C-C mientras que el 1-Nonadeceno por presentar una union C=C se denomina alqueno
(Vega, 2011), las mismas han sido encontradas en la mayoria de especies de la familia
Euphorbiaceae (Rojas et al., 2008), Ganoderma applanatum (Paterson, 2006), Ficus
sycomorus en donde se ha comprobado su actividad antibacterial y antifingico (Romeh,
2013).

3.4 Pruebas microbiolégicas. Microdilucion en caldo (CMI).

Segun Meyer et al. (1982) y Holetz et al. (2002) los extractos que presenten una CMI
<100ug/mL la actividad antimicrobiana es buena, de 100 pg/mL a 500 pg/mL es moderada,
de >500 pg/mL a 1000 pg/mL mala, y >1000 pg/mL nula.

3.4.1 Determinacion de actividad antifungica.

En la tabla 12 se muestra las CMI de cada uno de los extractos, tanto de raices como hojas;

de las raices, los extractos de Hex y MeOH no muestran actividad para Tm y Tr (>1000




pg/mL), mientras que el extracto de AcOEt indica una actividad moderada de 500 pg/mL

para los dos hongos.

Los extractos de hojas: Hex, AcCOEt y MeOH no muestran actividad (>1000 pg/mL), sin
embargo el extracto de CH2CL2 muestra 62,5 pg/mL frente a Tm siendo una actividad
buena, y a Tr 125 pg/mL siendo moderada. El extracto que tuvo una actividad muy buena

con 31,25 pug/mL frente a los dos hongos fue el de AcOEt desclorofilado.

Tabla 13: CMI de los extractos de raices y hojas expuestas a los hongos Trichophyton
mentagrophytes y Trichophyton rubrum.

A. altilis

Raices
EXTRACTOS

Hex | AcOEt | MeOH | Hex | CH2CLZ2 | AcOEt éi((:aztl::_l; MeOH

>1000 | 500 | >1000 | >1000 62.5 >1000 | 31.25 | >1000
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

>1000 500 >1000 | >1000 125 >1000 | 31.25 | >1000
pg/mL pg/mL

Fuente: Autora.

3.4.2 Determinacion de actividad antibacteriana.

En la tabla 14 se muestra las CMI de cada uno de los extractos, tanto de raices como hojas;
en presencia de bacterias gram negativas ningun extracto mostro actividad, de igual manera
se observl en el extracto de Hex de raices y Hex y AcOEt desclorofilado de hojas, en

presencia de las bacterias gram positivas.

Sin embargo los extractos de AcOEt y MeOH de raices manifiestan actividad frente a las
bacterias gram positivas, asi: para Sa la actividad es buena, con 62,5 pg/mL para AcOEt, y
muy buena para MeOH con 15,62 pg/mL; para Ef la actividad es moderada, con 125 pg/mL
para AcOEt, y muy buena para MeOH con una CMI de 15,62 pg/mL.

Los extractos de hojas: CH,CL,, AcOEt y MeOH muestran actividad para los dos tipos de
bacterias gram positivas, para Sa la actividad es buena (62,5 pg/mL), y moderada (500
pg/mL y 125 pg/mL), respectivamente; y, para Ef la actividad es moderada en los tres
extractos con CMI de 125 pg/mL, 500 ug/mL y 125 pg/mL, respectivamente.
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Tabla 14: CMI de los extractos de raices y hojas expuestas a bacterias gram positivas y negativas.

A. altilis

EXTRACTOS Raices Hojas

AcOEt
(descl)

Hex AcOEt | MeOH Hex CH2CL2 | AcOEt MeOH

BACTERIAS Gram -

Proteus >1000 >1000 | >1000 >1000
Vulgaris pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Escherichia >1000 | >1000 >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
coli pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL pg/mL

Salmonella >1000 | >1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Wl pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Klebsiella >1000 | >1000 | >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
pneumonia pg/mL pg/mL | pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL pg/mL

BACTERIAS Gram +

15,62 | >1000 | 62,5 500 >1000 125

Staphylococcus [aiee]o]
aureus (Sa) pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

>1000 | 125
pg/mL | pg/mL

Enterococcus >1000
faecalis (Ef) pg/mL

15,62
pg/mL

Fuente: Autora.

Segun (Jagtap & Bapat, 2010) los extractos metandlicos obtenidos de tallos, raices, hojas,
frutos y semillas de A. heterophyllus mostraron un amplio espectro de actividad
antibacteriana contra 25 especies de bacterias gram positivas y negativas; en éstos
extractos se caracterizaron dos flavonas isopreniladas: artocarpin y artocarpesin, los que
demostraron ser los responsables de la inhibicion del crecimiento bacteriano; ademas el
artocarpin mostré actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y Bacillus subtilis dandole
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la posibilidad de ser utilizado como un antibiético (Suhartati et al., 2001); en A. altilis se
observa algo similar ya que los extractos metandlicos de raices y cortezas mostré actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas y positivas pudiendo tener uso potencial
en el tratamiento de tumores (Ragone, 1997), y aunque en esta investigacion no se hayan
obtenido estos compuestos, la actividad antibacteriana estd mayoritariamente en el extracto

de MeOH tanto para hojas como para las raices.

Vasugi et al., (2012) al finalizar su estudio menciona que el extracto de hojas MeOH de A.
altilis mostro altas actividades antibacterianas y antifingicas con respecto al extracto acuoso
seguido por el extracto de EtOH frente a la mayoria de los microbios seleccionados. Los
resultados revelaron que la presencia de componentes quimicos , tales como flavonoides y

taninos son los responsables, esto lo confirma Pradhan et al. (2013).

3.5 Determinacion de actividad antioxidante.

Estudios epidemiol6gicos han mostrado que dietas ricas en alimentos vegetales reducen de
forma significativa la incidencia y tasas de mortalidad de enfermedades degenerativas
causadas por el estrés oxidativo. Este efecto protector ha sido atribuido principalmente a los
compuestos fendlicos y a la actividad antioxidante presentes en dichos alimentos vegetales.
Segun Burneo P., (2009) A. altilis ha sido objeto de estudios sobre actividad antidiabética y
ha sido evaluada para verificar si su potencial terapéutico en el tratamiento de la diabetes
esta relacionada con efectos antioxidantes, ya que se ha comprobado en los ultimos afios la
implicacion que han tenido las especies reactivas de oxigeno en la patogénesis de la
diabetes mellitus, debido a que destruyen las células B-pancreéticas, y éstas presentan un
potencial secuestrador muy bajo, lo que puede conllevar a la disminucion de las defensas
antioxidantes, de tal manera que lo que se desea es ayudar a los pacientes que padecen

esta enfermedad a disminuir complicaciones como nefropatia, gangrena, ceguera, etc.

En este estudio se determind la actividad antioxidante de los diferentes extractos; a
continuaciéon se muestran los resultados. Los dos métodos utilizados se realizaron por
triplicado, los andlisis y célculos realizados se obtuvieron con ayuda del programa Microsoft

Excel. La obtencién de la concentracion de los extractos se obtuvo con la férmula:

y—>b

X = —
m

En donde:

x= Concentracion.




y= Absorbancia obtenida de la muestra.
b= Interseccién en la recta.
m= Pendiente.

En los anexos 8 y 9 constan los datos y la respectiva grafica de la curva de calibracion,
elaborada con las absorbancias de cada concentracion que van desde 25 hasta 800 uMoles
para DPPH y para ABTS; ademas, se encuentra la pendiente (-0.0012), interseccion
(1.0786) y el valor R* (coeficiente de determinacion), datos utilizados para la obtencién de la
concentracion final de los extractos; segin Burneo P. (2009), se debe destacar el valor R?,
ya que permite evaluar la proporcién de variabilidad de la variable dependiente, este
coeficiente puede presentar valores entre 0 y 1, y mientras mas se acerque a 1 los datos se

ajustan de mejor manera al modelo de ecuacion propuesto.

3.5.1 Método DPPH.

En el anexo 10 se encuentra la tabla completa con las absorbancias de cada extracto y las

transformaciones que se realiz6 para llegar a presentar los resultados en

HMolEqTrolox/gplantaseca.
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Grafica 1: Extractos con los valores respectivos expresados en pMolEqTrolox/gplantaseca (DPPH).

Fuente: Autora.
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En la Grafica 1 se puede apreciar que el extracto que mayor actividad antioxidante posee,
mediante éste método, es el de Hojas maceradas en MeOH con un valor de 47.27
UMolEqTrolox/gplantaseca, y el de menor actividad antioxidante es el de Raices maceradas
en Hex, con un valor de 1.86 pMolEqTrolox/gplantaseca, los demas extractos indican una

actividad antioxidante dentro de los valores mencionados.

3.5.2 Método ABTS.

En el anexo 11 se encuentra la tabla completa con las absorbancias de cada extracto y las
transformaciones que se realizO0 para llegar a presentar los resultados en

UMolEqTrolox/gplantaseca.

En la Grafica 2 se puede apreciar que el extracto que mayor actividad antioxidante posee,
mediante éste método, es el de Raices maceradas en MeOH con un valor de 88.71
pMolEqgTrolox/gplantaseca, y el de menor actividad antioxidante es el de Raices maceradas
en Hex, con un valor de 2.12 uMolEqgTrolox/gplantaseca, los demas extractos indican una
actividad antioxidante dentro de los valores mencionados.
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Grafica 2: Extractos con los valores respectivos expresados en pMolEqTrolox/gplantaseca (ABTS).
Fuente: Autora.

En la Tabla 15 podemos apreciar un resumen detallado de los valores de actividad
antioxidante expresados en pMolEqTrolox/gplantaseca con los dos métodos realizados
(DPPH y ABTS).
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Tabla 15: Resumen de la actividad antioxidante de los extractos con los dos métodos.

_ HMolEqTrolox/gplantaseca

Raices Hex 1.86 £ 0.01 2.12+0.01
Hojas Hex 7.62 +£0.02 6.52 + 0.03
Hojas AcOEt 7.63 £ 0.00 10.20 + 0.03
Hojas CH2CL2 13.97 + 0.01 17.92 + 0.05
Raices AcOEt 23.31 £ 0.00 42.91 + 0.05
Hojas AcOEt des 33.86 + 0.02 48.17 £ 0.04
Hojas MeOH 47.27 + 0.04 55.48 + 0.00
Raices MeOH 45.66 + 0.03 88.71 + 0.05

Fuente: Autora.

En la Gréfica 3 podemos apreciar el resumen en el cual muestran una similitud; siendo el
extracto de Raices maceradas con Hex, 1.86 y 2.12 uMolEqTrolox/gplantaseca,
respectivamente, el que menor valor de actividad posee; y el mayor valor de actividad
antioxidante se observa en el extracto de Hojas maceradas con MeOH (47.27
MMolEqgTrolox/gplantaseca), para DPPH; y el extracto de Raices maceradas en MeOH
(88.71 uMolEqTrolox/gplantaseca), para ABTS, similar al obtenido por Mesa-Vanegas et al.
(2009) con 47+2,9 uMolEqTrolox/gplantaseca en los extractos de hojas en Hex y 80+6,5
UMolEqTrolox/gplantaseca de tallos en Hex de C. brasiliense; teniendo en cuenta que en
DPPH los valores de los extractos Hojas y Raices maceradas en MeOH, son muy cercanos,
con lo que podemos decir que tienen una muy buena actividad antioxidante, conociendo que

1 pM de compuesto es equivalente a 1 uM de Trolox (Mercader, 2010).

Actividad Antioxidante
100
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s 80
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EB 60
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'é- 30
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g L
T hobd b
, . . . , Hojas . ,
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EDPPH| 1.86 7.62 7.63 13.97 23.31 33.86 47.27 45.66
H ABTS 2.12 6.52 10.2 17.92 42.91 48.17 55.48 88.71

Gréfica 3: Gréfica representativa de la actividad antioxidante de los extractos con los dos
métodos.
Fuente: Autora.
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Se ha reportado una excelente actividad antioxidante en varias especies del género
Artocarpus, como es el caso de A. integrifolia L., A. heterophyllus Lam y A. elasticus, en
donde existe actividad gracias a compuestos de tipo flavonoide prenilado, esto medido por
método DPPH. Los extractos de frutos y semillas de A. odoratissimus también han sido
evaluados, siendo en este caso el extracto de semillas el que presentd mayor actividad
(Jagtap & Bapat, 2010). A. altilis, objeto de este estudio, muestra excelente actividad
mediante el método de DPPH para el extracto de hojas CH,CL,, seguido por el extracto de
hojas AcOEt y finalmente el extracto de hojas MeOH (Tara et al., 2012).

Cabe recalcar que no se puede realizar una comparacién cuantitativa, puesto que las
unidades en las que se representa cada resultado varian de estudio a estudio, asi lo
menciona Vintimilla (2013): el contenido de compuestos antioxidantes se ve influenciado por
las condiciones de extraccién, variedad de la materia prima, ubicacion geogréafica de la
misma, tipo de solvente utilizado, concentraciébn de dicho solvente y debido a que hay
muchos ensayos con diferentes sustratos, cinética de reaccion y métodos analiticos para
evaluar la actividad antioxidante, por lo cual las comparaciones entre resultados de
capacidad antioxidante sélo pueden hacerse para un mismo método y para muestras

obtenidas con los mismos disolventes.

Las especies Artocarpus son fuente de compuestos que brindan oportunidades para el
desarrollo de productos de valor agregado a partir de frutos comestibles, nutracéuticos y
aplicaciones alimentarias para mejorar los beneficios de salud en el tratamiento de la
enfermedad inducida por radicales libres sirviendo como antiinflamatorio, anticancerigeno,

antiglucemiante (Jagtap & Bapat, 2010).
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CONCLUSIONES

Los extractos de las raices (Hex y MeOH) y hojas (Hex, AcCOEt y MeOH) no muestran
actividad para Tm y Tr (>1000 ug/mL), mientras que el extracto de raices de AcOEt indica
una actividad moderada de 500 pg/mL para los dos hongos; el extracto de hojas CH2CL2
muestra una buena actividad (CMI de 62,5 ug/mL) frente a Tm, y moderada para Tr (125
pg/mL), y el extracto de hojas AcOEt desclorofilado mostré una actividad muy buena con
una CMI de 31,25 pg/mL frente a los dos hongos.

Todos los extractos de raices y hojas no presentan actividad antibacteriana frente a gram
negativos, mientras que los extractos de raices (Hex) y hojas (Hex, AcOEt desclorofilado) no
muestran actividad en gram positivas. Por el contrario los extractos de raices (AcOEt,
MeOH) manifiestan buena actividad (62,5 pug/mL; 15,62 pg/mL) frente a Staphylococcus
aureus y para Enterococcus faecalis la actividad es moderada 125 pg/mL para AcOEt, y
muy buena para MeOH con una CMI de 15,62 pg/mL. Los extractos de hojas muestran para
Staphylococcus aureus una actividad: buena (CH2CL2: 62,5 pg/mL), moderada (AcOEt: 500
pg/mL) y moderada (MeOH: 125 ug/mL); y, para Enterococcus faecalis la actividad es
moderada en los tres extractos con CMI de 125 pg/mL, 500 pg/mL y 125 pg/mL,

respectivamente.

El extracto de raices maceradas con Hex present6 el menor valor de actividad antioxidante
(1.86 y 2.12 uMolEqTrolox/gplantaseca) para DPPH y ABTS; y la mejor actividad
antioxidante se observd en el extracto de Hojas MeOH (47.27 uMolEgTrolox/gplantaseca)
para DPPH, y raices MeOH (88.71 uMolEqTrolox/gplantaseca) para ABTS.

De la CC del latex se identificaron: dos metabolitos secundarios: acido hexadecanoico y
acido hexanodioico, éster de dioctilo; una mezcla de triterpenos y una de sesquiterpenos.
Del extracto de hojas de AcOEt desclorofilado se aislé el Heptacosano, y del extracto de
CH.CL, una mezcla de hidrocarburos alifaticos. Todos los compuestos han sido identificados

por primera vez en esta especie.

Este estudio refuerza la potencialidad que tiene el arbol de fruta de pan en Ecuador,
corroborando sus usos tradicionales como alimento funcional y tratamiento medicinal
coincidiendo asi con los estudios cientificos desarrollados en paises asiaticos, destacando
sus actividades antimicrobianas y antioxidantes a pesar de no contener los mismos

metabolitos secundarios.
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4.2 RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de otras especies del género Artocarpus presentes en el
Ecuador, aislando e identificando compuestos que dan a esta especie las

propiedades curativas que se aplican en el uso tradicional.

Determinar actividades: antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena,
antiglucemiante, a los extractos y metabolitos aislados, ya que son otras de las
propiedades que se otorga a Artocarpus.

Obtener mayor cantidad de muestra para en un futuro tratar de aislar nuevos
metabolitos e identificar a algunos que en este estudio no se pudo realizar debido al
poco peso obtenido de los mismos.

Para el desarrollo de actividad antioxidante, es recomendable que las muestras y
estidndares sean leidas considerando el tiempo de reaccién establecido por la
técnica y de esta forma evitar resultados equivocos.
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ANEXOS



1. Fraccion 28: Espectros de masa de los compuestos de la mezcla.

1.1 Espectro de masas del Lanosterol acetato: Espectro de masas del compuesto
obtenido (a), comparado con el espectro de Lanosterol acetato (468 g/mol
(Ca2Hs520,)) de la base de datos Wiley 7n.1 (b) y NIST 2011 (c).

(a)
Abundance Scan 6173 (36.680 min): ALTILIS28_1.D
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1.2 Espectro de masas del B-Amirin acetato

Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de B-Amyrin
acetato (468 g/mol (C3,Hs,0,)) de la base de datos Wiley 7n.1 (b) y el obtenido por Oyo-Ita et

al., (2010) (c).

(a)
Abundance Scan 6572 (39.046 min): ALTILIS28_1.D 1
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1.3 Espectro de masas Urs-12-en-24-oic acid, 3-0xo-, methyl ester

Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de Urs-12-en-
24-oic acid, 3-oxo-, methyl éster (468 g/mol (C3;H4503)) de la base de datos Wiley 7n.1 (b)

(@)
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1.4 Espectro de masas del Parkeol acetato.

Espectrometria de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de
Parkeol acetato (468 g/mol (C3,Hs5,0,)) de la base de datos Wiley 7n.I (b) y NIST 2011 (c).

(a)
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1.5 Espectro de masas del 9,19-Ciclolanostan-3-ol, 24-metilene-, acetato, (3B)-

Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de 9,19-

Ciclolanostan-3-ol, 24-metilene-, acetato, (3B)- (482 g/mol (Cs3Hs40,)) de la base de datos
Wiley 7n.1 (b)
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2. Fraccién 33. Espectros CG-EM; RMN *H, *C

2.1 Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro obtenido
por (Benavides Calvache, 2004) de &cido hexadecanoico (256 g/mol (C1¢H3.0,)) (b) y

NIST 2011 (c).
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(b)
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2.2 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear *H:
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2.3 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear **C:
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3. Fraccién 35. Espectros de masas de los compuestos de la mezcla.

3.1 Espectro de masas del a-Muurolene.

Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de a-Muurolene

(204 g/mol (C;5H,4)) de la base de datos Wiley 7n.1 (b) y NIST 2011 (c).
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3.2 Espectro de masas del Levomenol

Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de compuesto

Levomenol (222 g/mol (C1sH20)) de la base de datos Wiley 7n.1 (b) y NIST 2011 (c).
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4. Fraccion 39: Espectros CG-EM; RMN *H, *C

4.1 Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de la
base de datos Wiley 7.n.| de &cido hexanodioico, éster de dioctilo (370 g/mol

(C22H4204)) (b).
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4.2 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear 'H:
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4.3 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear **C:
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5. Fraccién 43-49. Espectro de masa.

Espectro de masas del compuesto obtenido (a), comparado con el espectro de la base de
datos Wiley 7.n.I de Heptacosano (380 g/mol (Cx7Hsg)) b).
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6. Esquema de determinacion de actividad antioxidante (DPPH).

-~

Solucion de Trabajo

10 ml solucién
patron

+
45 ml MeOH

Solucién Patrén

o

CURVA DE CALIBRACION

Pesar 0.0250 g de Trélox ,
aforar a 100 ml de MeOH

Preparar concentraciones de
Trolox entre: 25 y 800 uMol

Tomar alicuotas de: 0, 0.25,
1.47,2.93,4.40,5.85y 7.82 ml
aforados a 10 ml de MeOH

Tomar 150 pL de
c/concentracion + 2.85 ml de
solucién de trabajo

Reaccionar 24 horas en la
oscuridad

Leer a 515nm.

—\

Absorvanciade 1.1 +

0.02, a 515 nm.
_J
~
24 mg (DPPH)
+
100 ml MeOH
_J
LECTURA DE
MUESTRAS

150 pL extracto +
2.8 ml de solucion
de trabajo

Reaccionar 24
horas en la
oscuridad

Leer a 515nm.

Fuente: Vintimilla G., 2013.
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7. Esquema de determinacion de actividad antioxidante (ABTS).

e

0.04060 g de ABTS aforados en 10 mL de MeOH \

Solucion 1 >
o
Solucién 2 5 0.0070 g de persulfato de potasio aforados en 10
mL de MeOH

v

Mezclar y reposar 12horas

1mL de solucion patréon

SOLUCION PATRON

* >

Leer absorbancia

734nm hasta 1.1 £ 0.02 | ==

— SOLUCION de
TRABAJO

60mL de MeOH

\_

CURVA DE CALIBRACION

Emplear curva de estandar
con trélox , concentracione
sde 25-800 800 pMol

Tomar alicuotas de: 0, 0.25,
1.47,2.93,4.40,5.85y 7.82
ml aforados a 10 ml de MeOH

Tomar 150 pL de
c/concentracion + 2.85 ml de
solucion de trabajo ABTS.

Reaccionar 2 horas en la
oscuridad

Leer a 734nm.

LECTURA DE
MUESTRAS

150 pL extracto +
2.8 ml de ABTS.

Reaccionar 2 horas
en la oscuridad

r— | e e

Leer a 734nm.

Fuente: Vintimilla G., 2013.
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8. Actividad Antioxidante: Curva de Calibracion DPPH.

Datos de curva de calibracion DPPH

COI(\IHCME)NT. ABS(501F\;BnAr\nI\)ICIA PROMEDIO

0 1.08 | 1.08 | 1.081 1.080
25 1.07 | 1.07 | 1.07 1.070
150 0.89 | 0.893 | 0.896 0.893
300 0.689 | 0.688 | 0.688 0.688
450 0.545 | 0.546 | 0.548 0.546
600 0.354 | 0.356 | 0.357 0.356
800 0.132 | 0.133 | 0.132 0.132

Fuente: Experimentacion

Fuente: Autora.
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o
o0
o
S

0.600

o
D
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0.200

0.000

Curva de calibracién DPPH

y =-0.0012x + 1.0786 \
RZ=0.9979 e
0 200 400 600 800

Concentracion (uMoles)

1000




9. Actividad Antioxidante: Curva de Calibracion ABTS.

Datos de curva de calibracion ABTS

COI(\IHCME)NT. ABS(?PIZI?;?\nI\)ICIA PROMEDIO

0 1.006 | 1.005 | 1.007 1.006
25 0.947 | 0.948 | 0.953 0.949
150 0.804 | 0.803 | 0.806 0.804
300 0.589 | 0.588 | 0.589 0.589
450 0.395 | 0.397 | 0.397 0.396
600 0.203 | 0.201 | 0.202 0.202
800 0.014 | 0.015 | 0.014 0.014

Absorbancia (nm)

1.200

1.000

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000

-0.200

Curva de calibracion ABTS

y =-0.0013x + 0.9837 \
R2 = 0.996
T T T Q
200 400 600 800

1000

Concentracion (uMoles)

Fuente: Experimentacion

Fuente: Autora.




10. Valores en pMolEqTrolox/gplantaseca de cada extracto (DPPH).

Promedio

ABSORBANCI HMolEqTrolox|peso extracto|peso planta |uMolEqTrolox/ Desviacion
Extracto (1000 ppm) A (515 nm) X /mgExtracto (mg) seca (g) gplantaseca u':';fnc::::::/ estandar

0.221 716.18|uMolEqTrolox 0.72 14620 750 13.961

Hojas DCM 0.221 716.18|uMolEqTrolox 0.72 14620 750 13.961 13.97 0.01
0.22 717.01|uMolEqTrolox 0.72 14620 750 13.977
0.193 739.56|uMolEqTrolox 0.74 7730 750 7.622

Hojas AcOEt 0.193 739.56|uMolEqTrolox|  0.74 7730 750]  7.622 7.63 0.00
0.192 740.40|uMolEqTrolox 0.74 7730 750 7.631
0.788 242.67|uMolEqTrolox 0.24 23580 750 7.629

Hojas Hex 0.788 242.67|uMolEqTrolox 0.24 23580 750 7.629 7.62 0.02
0.789 241.83|uMolEqTrolox 0.24 23580 750 7.603
0.424 546.65|uMolEqTrolox 0.55 64892 750 47.298

Hojas MeOH 0.425 545.81|uMolEqTrolox 0.55 64892 750 47.225 47.27 0.04
0.424 546.65|uMolEqTrolox 0.55 64892 750 47.298
0.121 799.69|uMolEqTrolox 0.80 12694 300 33.838

Hojas AcOEt des 0.12 800.53|uMolEqTrolox 0.80 12694 300 33.873 33.86 0.02
0.12 800.53|uMolEqTrolox 0.80 12694 300 33.873
0.875 170.01|uMolEqTrolox 0.17 1100 100 1.870

Raices Hex 0.877 168.34|uMolEqTrolox 0.17 1100 100 1.852 1.86 0.01
0.876 169.18|uMolEqTrolox 0.17 1100 100 1.861
0.148 777.14|uMolEqTrol ox 0.78 3000 100 23.314

Raices AcOEt 0.148 777.14|uMolEqTrol ox 0.78 3000 100| 23.314 23.31 0.00
0.148 777.14{uMolEqTrolox 0.78 3000 100 23.314
0.133 789.67|uMolEqTrolox 0.79 5780 100| 45.643

Raices MeOH 0.132 790.50|uMolEqTrolox 0.79 5780 100| 45.691 45.66 0.03
0.133 789.67|uMolEqTrolox 0.79 5780 100 45.643
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11. Valores en pMolEqgTrolox/gplantaseca de cada extracto (ABTS).

Promedio

Extracto (1000 ppm) gis((;;::nl:l) H/':::;':)?tTr;:ltzx peso(?gt)ra cto pesszczl(ag r;ta ul:;LEr:::ﬂ::/ HMolEqTrolox/ D:si\;l :;la orn
gplantaseca

0.405| 460.00 |uMolEqTrolox 0.92 14620 750 17.934

Hojas DCM 0.407| 458.41 |uMolEqTrolox 0.92 14620 750 17.872 17.92 0.05
0.404| 460.80 |uMolEqTrolox 0.92 14620 750 17.965
0.363| 493.39 |uMolEqTrolox 0.99 7730 750 10.170

Hojas AcOEt 0.361| 494.98 |uMolEqTrolox 0.99 7730 750/ 10.203 10.20 0.03
0.359| 496.57 |uMolEqTrolox 0.99 7730 750 10.236
0.724| 206.44 |uMolEqTrolox 0.21 23580 750 6.490

Hojas Hex 0.722] 208.03 |uMolEqTrolox 0.21 23580 750 6.540 6.52 0.03
0.722] 208.03 |uMolEqTrolox 0.21 23580 750 6.540
0.177] 641.24 |uMolEqTrolox 0.64 64892 750| 55.482

Hojas MeOH 0.177] 641.24 |uMolEqTrolox 0.64 64892 750| 55.482 55.48 0.00
0.177] 641.24 |uMolEqTrolox 0.64 64892 750 55.482
0.268 568.90 |uMolEqTrolox 1.14 12694 300( 48.144

Hojas AcOEt des 0.267| 569.70 |pMolEqTrolox 1.14 12694 300/ 48.212 48.17 0.04
0.268| 568.90 |uMolEqTrolox 1.14 12694 300 48.144
0.742] 192.13 |uMolEqTrolox 0.19 1100 100 2.113

Raices Hex 0.742 192.13  |uMolEqTrolox 0.19 1100 100 2.113 2.12 0.01
0.741] 192.93 |uMolEqTrolox 0.19 1100 100 2.122
0.085| 714.37 |uMolEqTrolox 143 3000 100| 42.862

Raices AcOEt 0.084| 715.16 |uMolEqTrolox 1.43 3000 100 42.910 42,91 0.05
0.083| 715.96 |uMolEqTrolox 1.43 3000 100| 42.957
0.019 766.83 UMolEqTrolox 1.53 5780 100 88.645

Raices MeOH 0.018| 767.62 |uMolEqTrolox 1.54 5780 100| 88.737 88.71 0.05
0.018| 767.62 |uMolEqTrolox 1.54 5780 100| 88.737

*Los extractos azules fueron diluidos a 500ppm.
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