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RESUMEN

La actividad antioxidante es importante porque los antioxidantes actian
neutralizando los radicales libres, evitando asi que cause dafio a las células,
previniendo de esta manera enfermedades degenerativas. Este estudio se
enfoco en la comparacion de la actividad antioxidante y fenoles totales de las
hojas y el latex de arboles de Brosimum alicastrum, especie considerada con
muchos beneficios medicinales, procedente del distrito de Sacanche, San
Martin. La actividad antioxidante se determino a través de los métodos 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo  (DPPH) 'y 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulféonico) (ABTS). Mientras que, el contenido de fenoles totales fue
cuantificado con el método Folin-Ciocalteu. Las hojas mostraron mayor
actividad antioxidante que el latex con ambos métodos (p<0.01): DPPH
(220.20 £ 0.58 y. 8.97 = 0.05 umol trolox/g, respectivamente) y ABTS (219.91
+ 0.39 y 72.67 = 0.53 pmol trolox/g, respectivamente). La concentracion de
fenoles totales también fue mayor en las hojas que en el latex de B. alicastrum:
568.92 +£ 0.11 y 348.17 £+ 0.15 mg &cido galico/g, respectivamente (p<0.01).
Hubo una correlacién positiva entre la actividad antioxidante y el contenido de
fenoles totales de B. alicastrum. Se confirmé el potencial antioxidante de las
hojas de B. alicastrum y la necesidad de realizar estudios mas detallados para

su aplicacion en el tratamiento de enfermedades degenerativas.

Palabras clave: Brosimum alicastrum, latex, actividad antioxidante, fenoles,

trolox, acido galico.
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ABSTRACT

Antioxidants are of utmost importance because they act by neutralizing free
radicals, thus preventing them from causing damage to cells, thus preventing
degenerative diseases. This study focused on the comparison of the
antioxidant activity and total phenolics of the leaves and latex of Brosimum
alicastrum tres, species considered to have many medicinal benefits, from the
district of Sacanche, San Martin. Antioxidant activity was determined through
the  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) methods. Meanwhile, the total
phenolic content was quantified with the Folin-Ciocalteu method. The leaves
showed greater antioxidant activity than latex with both methods (p<0.01):
DPPH (220.20 + 0.58 and 8.97 + 0.05 pmol trolox/g, respectively) and ABTS
(219.91 £0.39 and 72.67 £ 0.53 umol trolox/g, respectively). The concentration
of total phenols was also higher in the leaves than in the latex of B. alicastrum:
568.92 £ 0.11 and 348.17 + 0.15 mg gallic acid/g, respectively (p<0.01). There
was a positive correlation between antioxidant activity and total phenolic
content of B. alicastrum. The antioxidant potential of B. alicastrum leaves was
confirmed and the need to carry out more detailed studies for its application in

the treatment of degenerative diseases.

Keywords: Brosimum alicastrum, latex, antioxidant activity, phenols, trolox,

gallic acid
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INTRODUCCION
Las enfermedades degenerativas y cronicas han aumentado
significativamente, convirtiétndose en un gran inconveniente en la salud
publica. Por lo tanto, existe un incremento del interés para investigar posibles
factores preventivos para dichas enfermedades. Por ejemplo, las dietas
saludables, con frutas y verduras, poseen diferentes compuestos bioactivos
que previenen el incremento de enfermedades degenerativas tales como el

Alzhéimer, Cancer, enfermedades cardiovasculares entre otras (1-3).

Los compuestos bioactivos presentes en las plantas son responsables de
protegerlas frente a la exposicion de factores biéticos o abidticos que causan
estrés, e.g. el ataque de insectos plaga, la infeccion por hongos, entre otros.
En la actualidad, existe gran cantidad de estudios enfocados en los
compuestos bioactivos por su capacidad para el tratamiento y mitigacion de
algunas enfermedades en los seres humanos. Ademas, la elaboracion de
productos farmacéuticos derivados de compuestos bioactivos extraidos de
plantas es una actividad sostenible en el tiempo, debido a que la extraccion
puede ser realizada en plantas presentes en los bosques en pie 0 en sistemas

agroforestales (4,5).

Entre los compuestos bioactivos, se destacan los antioxidantes que son un
grupo amplio de compuestos capaces de disminuir y prevenir el dafio oxidativo
a las células causado por la aparicion de radicales libres en exceso, presentes
en el cuerpo. En las dltimas décadas, se ha incrementado el desarrollo de
métodos para evaluar la actividad antioxidante de extractos de plantas

mediante experimentos in vitro e in vivo. La actividad antioxidante de las



plantas depende del tipo de extracto y su origen, es decir puede variar en las

semillas, frutos, hojas, o latex de diferentes especies, entre otros factores (-:9),

La actividad antioxidante de las plantas es medida por la presencia de
compuestos fendlicos: una gran variedad de metabolitos secundarios
encargados de diversas funciones fisiolégicas ). En las plantas, los
compuestos fendlicos participan en el crecimiento, la reproduccion y la
respuesta a situaciones al estrés provocado por factores bidticos y abioticos
externos ©@. Por lo tanto, los compuestos fendlicos derivados de plantas
contribuyen al mantenimiento de la salud humana debido a su capacidad para
quelar metales ©), inhibir enzimas que participan en la sintesis de compuestos
dafiinos para érganos y tejidos (e.g, lipooxigenasa y leucotrienos 19 ) y actuar

como captadores de radicales libres 19; e,g., actividad antioxidante.

La regidon amazonica provee una gran diversidad de especies de plantas con
propiedades medicinales utilizadas como digestivos, antioxidantes,
antiinflamatorios, laxantes, antihelminticos, dermoprotectores, entre otros (12,
Varias especies de la familia Moraceae se utilizan para tratar dolencias y
enfermedades, por ejemplo el “0jé”, Ficus insipida es utilizada para aliviar
problemas digestivos y el latex de Artocarpus altilis “pan de arbol” o
“pandisho”, es usado para cicatrizar heridas en algunas comunidades de la

Amazonia peruana 1314,

Brosimum alicastrum “machinga”, otra especie de la familia Moraceae,
presenta reportes alentadores de efectos antioxidantes en su semilla, hojas y
latex que son utilizados para el tratamiento de diabetes, enfermedad

degenerativa que se agrava por el incremento de radicales libres 517,



Ademas, estudios realizados en México reportaron que la corteza de B.
alicastrum tiene potencial antioxidante y es usado para el tratamiento de la
diabetes, asma e incluso cancer uterino @?). En la Amazonia peruana, existen
otras especies con destacado efecto antioxidante (e.g., hojas de Croton
draconoides “sangre de grado” (1®), sin embargo nuestra investigacion se
enfoca en B. alicastrum porque, ademas de su potencial antioxidante, sus
semillas son utilizadas para producir una harina con contenido nutricional
similar a la harina de trigo 19, e inclusive la madera de B. alicastrum tiene
valor comercial ?9. Por lo tanto, de confirmarse su potencial antioxidante, B.
alicastrum seria una especie con elevado potencial medicinal, nutricional y
econdémico que deberia ser considerado en los sistemas agroforestales, tal
como ocurre en el distrito de Sacanche donde existen plantaciones de B.

alicastrum establecidas hace mas de 30 afos.

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos vegetales
generalmente se emplean dos métodos conocidos como DPPH y ABTS 1)
(22, Ambos métodos se basan en la capacidad del extracto vegetal para
capturar radicales como el DPPH y el ABTS, generando una capacidad
equivalente a Trolox (umol Trolox/g) que es un compuesto quimico
antioxidante estandar 3. De modo complementario, ademas de la actividad
antioxidante se evalla el contenido de compuestos fendlicos o fenoles totales
en el extracto vegetal utilizando el método Folin-Ciocalteu. Dicho método
utiliza espectrofotometria UV-visible para determinar la concentracion de
fenoles totales equivalente al acido galico (mgGAE/g) 3, un compuesto

fendlico estandar.



En ese sentido, el presente trabajo de tesis tiene como finalidad generar
conocimiento sobre la actividad antioxidante de las hojas y el latex de B.
alicastrum que permitird valorar la especie por su actividad antioxidante.
Especificamente, este estudio se traz6 como objetivo general comparar la
actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales de las hojas y el latex
de individuos de B. alicastrum del distrito de Sacanche en el departamento de
San Martin y como especificos comparar la actividad antioxidante entre la hoja
y el latex de B. alicastrum; comparar la concentracion de fenoles totales entre
la hoja y el latex de B. alicastrum procedente del distrito de Sacanche, San

Martin - 2022.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En 2023, se desarrolld una investigacion en México para determinar las
propiedades nutricionales y antioxidantes de Brosimum alicastrum, utilizando
las semillas en harina, secadas por diferentes métodos: secado al sol y con
aire caliente a 45°C y 60°C. La investigacion utilizé los métodos de 2,2-difenil-
1-picrilhidrazina (DPPH) vy 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) para la actividad antioxidante y el método de Folin-Ciocalteau para el
analisis de fenoles totales. Los resultados para DPPH F45 (secado a 45°C)
fue de 8.49 + 0.99 uM TEAC/g (actividad antioxidante equivalente a trolox
sobre gramos de muestra) y para F60 (secado a 60°C) de 2.04 + 0.47 uM
TEAC/g. Para ABTS en F45 fue de 69.66 £ 2.88 uM TEAC/g y en F60 de 68.18
+ 3.66 uM TEAC/g. En el contenido de fenoles para F60 fue de 11.61 + 0.79
mg GAE/g (equivalente a acido galico sobre gramos de muestra), que fue el
valor mas bajo, al contrario de F45 que aumenté a 12.78 + 0.86 mg GAE/q. El
trabajo concluyd que la harina de la semilla de B. alicastrum es una fuente
potencial de antioxidantes naturales para prevenir el dafio oxidativo. Sin
embargo, el secado a 60°C provoc6 una significativa disminucién de contenido

de fenoles totales y en la actividad antioxidante 4.

En 2021, se realizd una investigacion sobre la actividad vasorelajante y
antioxidante de Brosimum alicastrum, Cnidoscolus chayamansa, Jatropha
gaumeri, Manilkara zapota, Tradescantia spathacea y Turnera difusa, plantas
medicinales de Campeche, México, donde utilizaron extractos metandlicos de
hojas de estas plantas como materia prima para desarrollar analisis

fitoquimicos, espectroscopicos y farmacoldgicos. Entre los resultados mas

5



destacados, se obtuvo un mayor contenido de compuestos fendlicos simples
y flavonoides en B. alicastrum, J. gaumeri y T. difusa, que ejercen una
importante actividad antioxidante con mejor potencia y eficacia que Camellia
sinensis (control positivo). En el caso de B. alicastrum tuvo ECso
(Concentracion efectiva media): 22.9 + 2.4 pg/mL; Emax: 98.7% + 6.4%; ECso:
30.6 £ 0.9 pg/mL; Emax: 85.8% £ 1.7% vs. ECso0: 41.8 £ 0.3 pg/mL; Emax: 94.6

+ 0.8; p < 0,05) de manera dependiente de la concentracién ).

En 2021, se realizd un estudio de la capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles totales en las hojas de Ficus maxima, usando dos métodos: 1.
DPPH para la capacidad antioxidante y 2. Folin—Ciocalteu para los polifenoles,
donde los extractos metandlicos dieron como resultados, en el caso de los
polifenoles un 14.31 + 0.20 mg de catequina eg/g de muestra seca y para la
capacidad antioxidante fue de 443.63 + 1.09 en mM Trolox eq/g de muestra

seca (29,

En 2019, se estudi6é a Brosimum alicastrum como alternativa para mejorar las
propiedades nutricionales de la tortilla de harina de trigo, el objetivo principal
fue evaluar el efecto de la harina de trigo parcial inducida por la harina de B.
alicastrum en diferentes propiedades entre ellas en la capacidad antioxidante.
La harina de semilla obtuvo mejores resultados en contenido de fenoles
totales con (RSF) 65.8 £ 2.26 mg GAE/gy 21.1 + 1.50 mg GAE/g para la tortilla
de harina con B. alicastrum (RFT), en el caso de DPPH se obtuvo 0.9 £ 0.09
mmol TEAC/100 g en RSF y 0.3 + 0.01 mmol TEAC/100 g en RFT, y en ABTS
tuvo una mejor captacion en RSF con 14.3 £ 0.10 mmol TEAC/100gy 0.4
0.01 mmol TEAC/100 g en RFT. El trabajo concluyé que la harina de semilla

de B. alicastrum mejora el valor nutricional de la tortilla de harina de trigo y es

6



capaz de proporcionar propiedades funcionales que contribuyen a una dieta

mas saludable @),

En 2019, se realiz6 un estudio sobre el efecto del solvente de extraccion sobre
el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de la semilla
de Brosimum alicastrum. Se evaluo6 el efecto de siete sistemas de solventes
sobre el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante in vitro.
Se determind que el solvente mas eficiente fue el extracto etanol/agua (1:1,
v/v) con mayor contenido de fenoles totales, 1230.12 + 10.61 mg GAE/100g
de muestra seca, para DPPH obtuvieron 872.75 + 26.95 umol trolox/100g y

en ABTS 57.22 + 2.91 mM trolox/100g 7).

En 2019, se desarrollé una investigacion para determinar el contenido de
fenoles totales y actividad antioxidante de Brosimum gaudichaudii Trécul,
utilizando las céscaras secas del fruto. El estudio utilizé el método de DPPH
para la actividad antioxidante y el método de Folin-Ciocalteau para el analisis
de fenoles totales. Donde se obtuvo como resultado que, para DDPH 26.46
pMmol/g y para la concentracion de compuestos fendlicos fue de 44.30 mg

EAG/100 ©8),

En 2019, se desarroll6 una investigacién sobre el efecto de la adicién de
extractos hidroalcohdlicos de B. gaudichaudii y Pyrostegia venusta para la
estabilidad oxidativa de hamburguesas de vacuno. El objetivo fue evaluar la
capacidad antioxidante in vitro de extractos hidroalcohdlicos y determinar el
efecto de la adicion de estos extractos en la estabilidad oxidativa de las
hamburguesas de res. El estudio utilizé el método de DPPH para la actividad

antioxidante y el método de Folin-Ciocalteau para el analisis de fenoles



totales. La especie Brosimum gaudichaudii, con 50% de etanol, tuvo mejores
resultados para DDPH 77.15 + 1.30 y para la concentracion de fenoles 2.93 +

0.19 g GAE/L 9,

En 2018, se realizé un estudio para evaluar la actividad antiulcerosa y
antioxidante in vitro del extracto etanolico de latex de Ficus racemosa L. Para
evaluar la actividad antioxidante utilizaron el método DPPH. Se obtuvo como
resultados para DDPH en una concentracién de 100 pg/ml con un porcentaje
de inhibicion de 46.42% y con una concentracion de 1000 pg/ml se obtuvo
91.85%. El trabajo concluyd que el extracto etandlico de latex de F. racemosa
puede tener efectos beneficiosos en el tratamiento de la Glcera gastrica debido

al caracter citoprotector de sus constituyentes antioxidantes 0,

En 2017, se realiz6 un estudio sobre como optimizar la extraccion por
ultrasonido de polifenoles, asi como la actividad antioxidante de las hojas de
B. alicastrum. El objetivo principal fue determinar un mejor rendimiento e
indice de calidad del producto en las condiciones 6ptimas de extraccion. El
estudio utilizé el método de Folin-Ciocalteau para el andlisis de fenoles totales
y para la actividad antioxidante el método DPPH y ABTS, se obtuvo como
resultado para la concentracion de compuestos fendlicos 45.18 mg EAG/g, en
el caso de DPPH se obtuvo un valor maximo de 67.27 umol TE/g y en ABTS

el valor maximo fue 38.79 umol TE/g GV,

En 2012, se desarrollo una investigacion sobre la actividad antioxidante de 24
plantas nativas utilizadas en Guatemala, entre ellas B. alicastrum. La
concentracion de fenoles se evaluo por el método de Folin-Ciocalteu y la

capacidad antioxidante total mediante DPPH, El fruto seco de B. alicastrum



di6 como resultado una concentracion de fenoles totales de IC50

(Concentracion inhibitoria media) 17.28 £ 0.66 y en la actividad antioxidante

1.27 £ 0.15 2,

1.2.

Bases teodricas

Brosimum alicastrum Sw.

Es una especie de sotobosque, perennifolia, de lento crecimiento y de
larga vida. En Perl se le conoce como manchinga, y se puede
encontrar en la Amazonia peruana 3,

Descripcién botanica

Arbol de 20 a 40 metros de altura total y un didametro entre 40-150
centimetros a la altura del pecho, fuste cilindrico, la base del tallo con
raices tablares de 1 a 1.5 m de alto o recto, puede presentar 0 no
ramificacion gruesa, suele ser empinada y la copa de color verde palido
(34,35)_

La corteza externa es lisa, parda con tonalidad grisacea amarillenta,
posee lenticelas mas largas que anchas o redondeadas de unos 4 por
10-20 mm, Corteza interna tiene un color crema amarillento, se puede
encontrar de fibrosa hasta granulosa, con abundante exudado lechosa.
Ramas terminales redondas en seccion, secas de color marrén claro,
de 4-6 mm de diametro, ligeramente fisuradas, lenticulares, con
cicatrices, de 5-12 mm de largo en el apice de las ramas terminales.
Hojas son simples, alternas, espirales, 10-22 cm de largo, 4-9 cm de
ancho, peciolos 0,8-1,4 cm de largo, hojas enteras, oblongas a ovadas,

gruesas, con nervios pinnados, entre los cuales se encuentran 22 a 26



pares anastomosados en los nervios secundarios. El apice es
puntiagudo y afilado, la base es obtusa a aguda y las hojas son lisas.
Las flores son pequefias, unisexuales, con un borde reducido, las flores
femeninas miden 5-10 mm de largo, el estilo es corto, el ovario es
ovoide, el estigma algo alargado, flores masculinas tienen 2-4
estambres. Fruto mas o menos carnoso, esférico, con coloracion
amarilla a rojiza, de 2 a 3 cm de didmetro que contienen

aproximadamente 2 a 4 drupas pequenas ©5).

Taxonomia

Dominio : Eucariota

Reino : Plantae

Clado : Angiospermas
Clado : Eudicotiledoneos
Clado : Superrosidas
Clado : Rosidas

Clado : Eurosides |
Orden : Rosales

Familia : Moraceae

Tribu : Dorstenieae
Geénero : Brosimum
Especie : Brosimum alicastrum Sw (36),

Los nombres comunes de esta especie pueden variar de acuerdo a su
ubicacion, como, manchinga en la selva baja (Peru), congona en la
selva central (Peru), ramén (México), muiratinga (Brasil); mare

(Colombia) @7,
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Distribucion

Esta especie tiene una amplia distribucion, extendiéndose desde el sur
de México pasando por toda Centroamérica llegando hasta el norte de
Sudamérica (Colombia, Guyana, Surinam, Venezuela, Ecuador,
Bolivia, Peru, noreste de Brasil). En Peru, se encuentra distribuida en
los bosques amazoénicos, desde los 200 hasta los 1600 msnm, en los
departamentos de Loreto, Amazonas, Madre de Dios, San Martin y
Ucayali donde tiene su mayor representacion. La especie habita en
bosques tropicales humedos, bosques tropicales secos, bosques
tropicales muy hiimedos y otros tipos de bosques (35:38),

Usos

En la Amazonia peruana, especialmente en las comunidades nativas
se conocen los usos potenciales de esta especie, debido a que sus
ancestros la utilizaban tradicionalmente para la produccién de
alimentos durante las sequias. Las semillas son particularmente
populares en los mercados internacionales porque son un producto
forestal no maderable con alto valor nutricional y gran potencial
industrial ©9. Las semillas secas son convertidas en harina, galletas,
pan y tortillas, también suelen tostarlas y molerlas como sustito del café
(1540)  Ademas, se utilizan para preparar una sustancia llamada
capomolina, que se vende como agente galactogénico para aumentar
la produccién de leche en mujeres lactantes 7).

El latex diluido puede utilizarse como sustituto de la leche debido a su
agradable sabor y con posibilidades de disolverse en agua “%, Los

usos medicinales incluyen las infusiones del latex y las hojas para
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asma, afecciones al pecho, como antitusivo, balsamico, diaforético,
emenagogo, para la diabetes, la tuberculosis y bronquitis “?. Ademas,
las hojas son utilizadas como forraje para ganado “3). La pulpa del fruto
y las semillas son comestibles para el ser humano ya que son
altamente nutritivas por su contenido de acidos grasos insaturados y
poliinsaturados, aceites esenciales, azucares y altas cantidades de
triptofano (17:44),

Estrés oxidativo

Debido a la constante formacion de radicales, el ser humano ha
desarrollado diversos mecanismos de defensa antioxidantes. Cuando
esta defensa no es tan eficiente e incrementa el desarrollo de radicales
libres, a esto se le denomina estrés oxidativo. Este dafio oxidativo se
debe al exceso de radicales libres llegando a causar dafio celular “9.
El estrés oxidativo se produce en las células y tejidos cuando existe
una alteracién del equilibrio entre las sustancias prooxidativas y
antioxidantes favoreciendo a los primeros “9),

Actividad antioxidante

Se basa en comprobar como un agente oxidante induce dafio oxidativo
a un sustrato oxidable dafio que va ser individuo reducido en presencia
de un antioxidante. La actividad antioxidante no se puede evaluar
directamente, pero se puede determinar por el efecto de un compuesto
antioxidante en un proceso de oxidacién controlado. Ademas, algunos
productos intermedios o finales se pueden utilizar para evaluar la
actividad antioxidante. Tampoco se puede determinar basandose

Gnicamente en un ensayo de prueba “7),
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Actividad antioxidante en plantas

Los antioxidantes de las plantas pueden actuar como donantes de
hidrogeno, ayudando asi a prevenir o retrasar el desarrollo de
enfermedades degenerativas. Existen varios reportes que muestran la
importancia de la actividad antioxidante de plantas, frutas y vegetales
qgue han sido utilizados como medicinas en diversos tratamientos de
manera tradicional a nivel mundial. La actividad antioxidante de
algunas plantas principalmente se debe por los compuestos no
nutricionales que presentan una buena actividad biolégica, tales como
los polifenoles, vitaminas y minerales. Los polifenoles encontrados en
muestras vegetales incluyen los flavonoides, la quercetina, las
catequinas y algunos colorantes naturales como betalainas “9).
Compuestos fendlicos en plantas

Las plantas tienen rutas metabdlicas que conducen a una gran
variedad de productos secundarios que pueden responder eficazmente
a situaciones estresantes provocadas por factores biéticos y abioticos.
Estas vias (a menudo reclutadas a partir de importantes vias
metabdlicas primarias después de la duplicacion del gen original, lo que
da como resultado genes duplicados con nuevas funciones y roles
optimizados y diversos en las nuevas vias) son una parte integral del
programa de desarrollo de plantas. La acumulacion de metabolitos
secundarios a menudo marca el comienzo de las etapas de desarrollo.
El estricto control espacial y temporal de la expresién génica asegura

el patron correcto de acumulacién de varios subproductos “9:50),
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Las bridfitas son productores comunes de polifenoles y flavonoides,
pero son las plantas vasculares las que contienen todos los polifenoles
1), Las plantas superiores sintetizan varios miles de compuestos
fendlicos, y el nUmero de compuestos completamente distinguidos
aumenta constantemente. Las hojas de las plantas vasculares
contienen diversos glucoésidos de acidos hidroxicinamicos; flavonoides
glicosilados, flavonoles; y proantocianidinas y algunos parientes ©2),
Los compuestos fendlicos son importantes para la calidad de los
alimentos vegetales, son responsables del color y sabores. En
particular, la contractilidad se debe al depdsito de proteinas salivales
por los polifenoles, un mecanismo que puede estar involucrado en la
proteccion contra sus efectos nutricionales. Finalmente, se cree que los
compuestos fendlicos contribuyen a los beneficios para la salud
asociados con una dieta de frutas y verduras. Durante el procesamiento
y la conservaciéon de los alimentos, los compuestos fendlicos de las

plantas se transforman en varios compuestos derivados 3,
Método Folin-Ciocalteu

Este método espectrofotométrico fue desarrollado por Folin y Ciocalteu
y modificado por Singleton y Rossi 4, se utiliza para determinar los
fenoles totales. El reactivo es una mezcla de acido fosfotungstico
(H3PW12040) y acido fosfomolibdico (HsPM012040), que se disminuye
cuando los compuestos fendlicos se oxidan, desarrollando Oxidos
azules de tungsteno (WsO23) y molibdeno (MosOz23). Los compuestos
fendlicos reaccionan con el reactivo Folin-Ciocalteu en condiciones

alcalinas (ajustadas a pH > 10 con solucién de carbonato de sodio). La
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disociacion del proton fendlico permite la formacion del ion fenolato
capaz de reducir el reactivo apoyando la idea de que la reaccion ocurre
a través de un mecanismo de transferencia de electrones ®°. La
absorbancia se mide a 765 nm. Los resultados se expresan en

miligramos de &cido galico por gramos de muestra (mgGAE/g) @3,

OH 0
Reactivo Reactivo
Folin-Ciocalteu Folin-Ciocalteu
(W, Mo&)  + - (w5, Mo%)
(Color Amarillo) (Color Azul)

Figura N° 01. Mecanismo de reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu (6)
Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Este método, descrito por Brand-Williams ©7), se basa en la captura del
radical DPPH por antioxidantes en absorbancia medida a 515 nm @D,
El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo es un radical de nitrdgeno organico,
estable que, en presencia de donadores de electrones de hidrogeno,
disminuye la captacion de absorciéon y la solucion con el radical pierde
su color, tornandose amarillenta segun el namero de electrones
atrapados, por lo tanto, cuando un electrén desapareado de DPPH
recepciona un atomo de hidrégeno de compuestos antioxidantes la
coloracion cambia. Esta reaccion se desarrolla a los 30 minutos
después de ser aplicada ©8). La concentracion del radical en el medio
de la reaccion se calcula a partir de una curva de calibrado obtenida
por regresion lineal y se expresan en TEAC, actividad equivalente a

Trolox (umol Trolox/g) @3,
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NO, NO,
i
O,N N—N £ R g D N—N -
1,1-difenil-2- picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2- picrilhidrazilo (no radical)
Morado Amarillo

Figura N° 02. Mecanismo de reaccion del DPPH con antioxidantes 9

Método ABTS (Acido 2,2’- azino- bis- (3- etiltiazolina- benceno
sulfénico- 6)

Este método, fue descrito por Nicholas J. Miller y afios posteriores fue
modificado por Re @2, El radical ABTS™* se produce después de hacer
reaccionar el ABTS (7 mM) junto con persulfato de potasio (K2S20s)
incubado a temperatura ambiente (x 25 °C) y en la oscuridad durante
aproximadamente 16 h. Luego se diluye con metanol hasta conseguir
un valor de absorbancia en el rango de 0,70 (x 0,1) a 754 nm (longitud
de onda de maxima absorbancia) ®22%), Este método expresa los
resultados en términos de la capacidad del antioxidante para donar
hidrégeno y estabilizar el radical ABTS. El color que experimenta la
solucion ABTS durante la reaccion se compara con el producido por un
antioxidante estandar a base de vitamina E llamado Trolox para crear
una curva estandar. Por esta razon, los resultados se expresan en

TEAC (actividad antioxidante equivalente a Trolox) (€9,
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2.1.

S
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>:N Hely
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o + Antioxidante
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CoHg

ABTS™ (verde- azul)

S
K N—
058 s/
\Q[ >:N HsCy
N

CoHs
ABTS (incoloro)

Figura N° 03. Mecanismo de reaccion del ABTS con antioxidantes

Definicion de términos basicos

Latex (bot.): Jugo generalmente lechoso, cominmente blanco, a veces
amarillo, anaranjado o rojo, que fluye de las heridas de la planta. El
latex es una emulsiéon de un liquido acuoso con diversas sustancias
insolubles, el liquido acuoso contiene azucares, pequefias cantidades

de diversos albuminoides, alcaloides, entre otros 6.

Exudado (bot.): Liquido, mas o menos fluido o denso, que por
exudacion sale de los oOrganos de las plantas en condiciones

patolégicas, o al ser lesionados 69,

Antioxidantes: Se trata de compuestos sintetizados por las plantas en
sus diversas partes (frutos, hojas, raices, etc.) caracterizados por la
unién de grupos hidroxilo (OH) y ayudan a frenar la oxidacién

regulando la formacion de radicales ©2),
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Radicales libres: Es cualquier molécula que contiene de uno a mas
electrones desapareados, estan ampliamente implicados en la

generacion de distintas enfermedades degenerativas 62,

Espectrofotometria: Es un método analitico que puede determinar la

concentracion de un compuesto en solucion ©3),

Compuestos fendlicos: son sustancias que posee funciones fenol, tiene
origen en el mundo vegetal, considerados unos de los principales

metabolitos secundarios de las plantas ¢4,

Trolox: Es un analogo de la vitamina E, soluble en agua, ademas de
ser empleado en curvas estandar en diversos ensayos de actividad

antioxidante ©3),

Acido gaélico: Es un compuesto con propiedades antioxidantes, que
reduce las especies reactivas de oxigeno a través de mecanismos de
absorcion y neutralizacién de radicales libres. El 4cido galico se usa
ampliamente en la industria farmacéutica como estandar para la
determinacién del contenido de fenoles mediante la prueba de Folin-

Ciocalteau (69,

Folin-Ciocalteu: Es una mezcla de fosfomolibdato y fosfowolframato,
gue reaccionan con cualquier tipo de fenol para formar complejos

fosfomolibdico-fosfotiingstico 7).
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CAPITULO II. HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1. Formulacion de la hipétesis
2.1.1. Hipotesis

El latex tiene mas actividad antioxidante y concentracion de fenoles totales

gue la hoja de Brosimum alicastrum.

2.2. Variables y su operacionalizacion

2.2.1. Variable independiente:

- Tipo de extracto

2.2.2. Variable dependiente:
Actividad antioxidante y contenido de fenoles totales

Tipo Tipo por Escala Valores de ,
. o su . de Categor Medio de
Variable | Definicién Indicador . , las -
naturalez medici fas , verificacién
. categorias
a on
|
N
D
E Extracto de
E Tipo de Muestras Cuantitat hoja . Hojas o Hoja de
N extracto maceradas Vo Elxtracto de | Razén lstex repc?r.te
D en etanol latex analitico
|
E
N
T
E
Porcentaje
Mide el de
efecto de inhibicion
un del DPPH.
D Actividad | compuesto
E antioxida | antioxidan - pmolTrolo
P nte teenun Porcentaje x/g
E proceso de de
N oxidacion inhibicion
D controlado Cuantitat del ABTS Razén Pruebas
| ivo bioguimicas
E
N Capacidad
T de
E cuantificar mg
Contenid | los fenoles Absorbancia equivalent
ode que de fenoles - e de acido
Fenoles | reaccionan totales galico
con (GAE)/g
agentes
oxidantes.
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA

3.1. Tipoy disefio

La investigacion fue de tipo descriptiva y transversal, en el que se
comparo la actividad antioxidante y contenido de fenoles totales de la

hoja y del latex de Brosimum alicastrum.

3.2. Disefio muestral

Poblacién universo

La poblacion universal estuvo conformada por las hojas y latex de todos los

arboles de B. alicastrum.
Poblacion de estudio

La poblacion de estudio estuvo conformada por las hojas y latex de arboles

de B. alicastrum procedentes del distrito de Sacanche, San Martin.
Tamafio de la poblacion de estudio

Estuvo constituida por los extractos de las hojas y latex de 3 individuos de B.

alicastrum procedentes del distrito de Sacanche, San Martin.
Criterios de seleccion

Se colectaron hojas enteras, frescas, adultas. El latex fue colectado de arboles

con un diametro mayor a los 20 cm (diametro a la altura del pecho).

3.3.  Procedimiento de recoleccion de datos
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3.3.1. Area de estudio

El area de estudio de la presente investigacion fue en el distrito de Sacanche,
localizado en el departamento de San Martin ubicado geograficamente a 7°4"'
19" Sy 76° 42' 51" W. El distrito tiene veranos cortos, calurosos, e inviernos
calidos y mayormente nublados. Durante el afio, la temperatura suele oscilar

entre 21 °C y 35 °C y rara vez baja de 20 °C o sube por encima de 37 °C

(Anexo N° 01).

Las muestras de hojas y latex fueron analizadas en el Laboratorio de Quimica
de Productos Naturales (LQPN) del Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (IIAP), ubicado en el Centro de Investigaciones Fernando

Alcantara en el kilometro 4.5 de la carretera Iquitos - Nauta, Distrito de San

Juan, Departamento de Loreto.

3.3.2. Esquema metodoldgico.

Los pasos seguidos del trabajo se resumen en la Figura 04:

Colecta de hojas y latex de Brosimum alicastrum

Preparacion de los extractos

Pruebas biclnqufmicas

Determinacion de
actividad antioxidante

Contenido de fenoles
totales
(Folin-Ciocalteu)

Método DPPH Método ABTS

Figura N° 04. Esquema del trabajo metodolégico
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3.3.3. Colecta de las muestras para el analisis

Muestras de hojas y latex fueron extraidas de tres arboles de B. alicastrum
(n=3) que cumplieron los criterios de inclusion y exclusion descritos en la
seccién 3.2. Se utilizo tijeras podadoras para colectar 2 kg de hojas. El latex
fue colectado directamente de incisiones realizadas en la corteza de cada
arbol. Para la colecta del latex se utilizd envases de muestras marca Samplix
de 100 ml. Posteriormente, para evitar su oxidacion la muestra de latex fue
preservada libre de luz y en refrigeracion hasta el procesamiento en el

laboratorio.

Las muestras fueron codificadas segun lo definido en la Tabla 1.

SPR (Abreviatura del nombre del colector)

01 (Nuamero de arbol)
“SPR 01”

H/L H (Hoja)

L (Latex)

Tabla N° 01. Formato de codificacion de muestras

3.3.4. Preparacion de los extractos

Se elaboraron tres extractos por cada muestra colectada de hojas y latex (3

muestras x 3 extractos = 9 extractos en total).

Las hojas se cortaron en diminutos fragmentos y fueron secadas en una estufa
a 35°C durante 72 horas para disminuir la humedad en la muestra. Luego, se
micropulverizaron en una licuadora industrial (Waring) y se guardaron en

bolsas Ziploc. Después, una sub muestra de 20 g de hojas pulverizadas es

22



sometida a un proceso de maceracion en el cual se agreg6 100 ml de etanol,
se dej6 reposar durante 24 horas, se filtré6 y posteriormente se llevd a
concentrar a presion reducida en un rotavapor con una rotacién de 150 rpm a
40 °C. El proceso de maceracion se realizé dos veces en la misma sub

muestra de hojas.

El latex previamente refrigerado pasé por un proceso de liofilizacion a una
temperatura de -55 °C y 0.021 mBar de presion (liofilizador CHRIST Alpha 1-
2 LDplus) para disminuir la humedad en la muestra. Luego la muestra
liofilizada fue triturada manualmente en un mortero hasta obtener una sub
muestra con un peso de 10 g. La submuestra también fue sometida a
maceracion siguiendo los mismos pasos descritos para la maceracion de las

hojas.

3.3.5. Determinacién de actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante de las hojas y latex se utilizaron los

siguientes métodos:

Método DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Se empled el método del radical libre DPPH, siguiendo la metodologia de
Brand-Williams con ciertas modificaciones ®7). Se utiliz6 20 mg de muestra
para preparar una solucion madre de cada extracto (hojas y latex
respectivamente) ajustada a un volumen de 10 mL de metanol al 80%. Un
volumen de 200 uL de la solucion madre del extracto fue afiadido a un tubo
de ensayo, luego se agrego 2300 uL de metanol y finalmente se adicion6 2500
ML del DPPH a 200 uM (solucion “muestra”. extracto + DDPH + metanol).

También se prepar6 una solucion “control” conteniendo 2500 pL del DPPH a
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200 uM y 2500 uL de metanol. Ademas, se prepard una solucién “blanco” que
contiene 200 uL de la solucién madre y 4800 uL de metanol. Las soluciones
“‘muestra” y “control” se dejaron reposar por 30 minutos. Luego, se midid la
absorbancia a 515 nm de la solucion “muestra”, “control” y “blanco” utilizando
un espectrofotometro UV-vis. Asi, la inhibicion del radical DPPH por accion
del extracto se determind por esta expresion:

(Amuestra — Abianco) X 100

Acontrol

% Inhibiciéon DPPH = 100 —

Donde:

Amuestra: Absorbancia de la solucién “muestra” a 515 nm.
Acontrol : Absorbancia de la solucion “control” a 515 nm.
Ablanco : Absorbancia de la solucion “blanco” a 515 nm.

El porcentaje de inhibicion de DPPH por accién del extracto se convirtiéo a
actividad antioxidante expresada en unidades equivalentes a Trolox (umol de
Trolox/g), un compuesto quimico antioxidante estandar. Por ese motivo se
elaboré una curva patrén lineal utilizando concentraciones conocidas de
Trolox (5 a 30 ymol) relacionadas a porcentajes de inhibicion de DPPH. A
partir de la curva patrébn se obtuvo una ecuacion lineal (donde, x =
concentracion de Trolox; y = porcentaje de inhibicion de DPPH; Anexo 02) que

permitié generar el equivalente a Trolox de los extractos utilizados.

Método ABTS (Acido 2,2’- azino- bis- (3- etiltiazolina- benceno sulfénico- 6)

Se empled el método de ABTS seglin lo descrito por Re ?2, con algunas

modificaciones. Se utilizd 20 mg de muestra para preparar una solucion madre
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de cada extracto (hojas y latex respectivamente) ajustada a un volumen de 10
mL de metanol al 80%. Un volumen de 30 uL de la solucién madre del extracto
fue afiadido a un tubo ensayo, luego se agreg6 1970 uL de la mezcla ABTS +
Buffer (solucion “muestra”. extracto + ABTS + Buffer). También se preparo
una solucion “control” conteniendo 2000 uL de la mezcla ABTS + buffer.
Ademas, se preparé una solucion “blanco” que contiene 500 uL de metanol al
80% y 1500 uL de Buffer PBS 0.01M. Las soluciones “muestra” y “control” se
dejaron reposar por 7 minutos. Luego, se midié la absorbancia a 734 nm de

la solucion “muestra”, “control” y “blanco” utilizando un espectrofotometro UV-
vis. Asi, la inhibicion del radical ABTS por accion del extracto se determind por

esta expresion:

(Amuestra - Ablanco) x 100

Acontrol

% Inhibicién ABTS = 100 —

Donde:

Anmuestra; Absorbancia de la solucion “muestra” a 734 nm.

Acontrol : Absorbancia de la solucién “control” a 734 nm.

Avlanco : Absorbancia de la solucién “blanco” a 734 nm.

El porcentaje de inhibicibn de ABTS por accion del extracto se convirtié a
actividad antioxidante expresada en unidades equivalentes a Trolox (umol de
Trolox/g), un compuesto quimico antioxidante estandar. Por ese motivo se
elaboré una curva patréon lineal utilizando concentraciones conocidas de
Trolox (5 a 30 umol) relacionadas a porcentajes de inhibicion de ABTS. A partir

de la curva patron se obtuvo una ecuacion lineal (donde, x = concentracion de
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Trolox; y = porcentaje de inhibicion de ABTS; Anexo 03) que permitié generar

el equivalente a Trolox de los extractos utilizados.
3.3.6. Determinacion del contenido de fenoles totales

Para la determinacion de la concentracion de fenoles totales se utilizo el
método de Folin-Ciocalteu. Se tom6 20 mg de muestra para preparar una
solucibn madre de cada extracto (de hojas y de latex, respectivamente)
ajustada a un volumen de 10 mL de metanol al 80%. Un volumen de 60 L de
la solucion madre de la muestra fue afiadida a un tubo de ensayo, luego se
agreg6 2240 uL de agua ultra pura y 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu
(solucion “muestra”). La solucién fue homogenizada y se dej6 reposar por 3
minutos a 20 °C. Al término del reposo, se adicion6 100 yL de carbonato de
sodio al 20%, se calent6 a 40 °C por 20 min al bafio maria, luego se enfrié en
bafio de hielo para medir la absorbancia de la solucién "muestra™ a 760 nm en
un espectrofotometro UV-vis. Ademas, se midi6 la absorbancia a 760 nm de
una solucion “blanco” preparada con 2200 pyL agua ultra pura, 100 uL de

carbonato de sodio al 20% y 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu.

La cantidad de fenoles totales de los extractos se expresé como unidad
equivalente a Acido gélico (mg de &cido galico/g): un compuesto fendlico con
propiedades antioxidantes. Por ese motivo se elabor6 una curva patron lineal
utilizando concentraciones conocidas de Acido galico (10 a 100 pg/mL) y los
respectivos valores de absorbancia a 760 nm obtenidos con el
espectrofotometro UV-vis. A partir de la curva patron se obtuvo una ecuacion

lineal (donde, x = concentracion de Acido galico; y = absorbancia a 760 nm;
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Anexo 04) que permitié generar el equivalente a Acido galico de los extractos

utilizados siguiendo la expresion:

Acido galico (mg) _ [AG] muestra (pg/mL) x Vsol extracto(mL)

peso muestra (g) 1000 x peso muestra (mg)

Doénde:
[AG] muestra = Concentracion del acido galico en muestra
Vsol Extracto = Volumen de la solucién “muestra”

3.4. Procesamiento y andlisis de datos

Para la lectura de los valores de absorbancia con el espectrofotometro UV-vis
se utilizé el programa Cary WinUV Software. Para analizar los datos se
desarroll6 la prueba T de Student y coeficiente de correlacion de rango de
Kendall. Para las pruebas y la elaboracién de gréaficos se utilizé el programa
R (version 4.3.0). Los valores de actividad antioxidante y fenoles totales son

reportados en promedio + desviacion estandar.
3.5. Aspectos éticos

Se respeto las normas de bioseguridad que presenta el laboratorio, ademas,
de los cddigos de ética en investigacion cientifica, en la obtencién de las
muestras no se talé ningun arbol de Brosimum alicastrum por lo que fue una

extraccion sostenible.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Actividad antioxidante de hojas y latex de Brosimum alicastrum
4.1.1. Método DPPH y ABTS

La actividad antioxidante fue mayor en las hojas en comparacion al latex en
ambos métodos (DPPH y ABTS). Para DPPH se obtuvo 220.20 £ 0.58 y 8.97
+ 0.05 umol trolox/g para hojas y latex, respectivamente (p < 0.01, Figura N°
05). Mientras que los valores para el método ABTS fueron 219.91 + 0.39 umol
trolox/g para hojas 'y 72.67 + 0.53 pumol trolox/g para latex (p < 0.01, Figura N°
06).

Método DPPH
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Figura N° 05. Actividad antioxidante por el método DPPH en hoja y latex de
Brosimum alicastrum
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Método ABTS
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Figura N° 06. Actividad antioxidante por el método ABTS en hoja y latex de
Brosimum alicastrum

4.3. Contenido de fenoles totales

Segun el método Folin-Ciocalteu, el contenido de fenoles totales fue mayor en
las hojas en comparacion con el latex: 568.92 + 0.11 y 348.17 + 0.15 mg de
acido galico/ g, respectivamente (p < 0.01, Figura N° 07).

Método Folin-Ciocalteu
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Figura N° 07. Contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu en
hoja y latex de Brosimum alicastrum
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Ademas, se encontré una correlacion positiva entre el contenido de fenoles
totales y la actividad antioxidante calculada con los métodos DPPH (r= 0.87;

p <0.001) y ABTS (r=0.89; p < 0.001) (Figura N° Q7).

Tipo de extracto ® Hoja Latex
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Figura N° 08. Correlacion entre la actividad antioxidante y el contenido de
fenoles totales de las muestras de hojas y latex de Brosimum alicastrum
utilizando el método DPPH (a) y ABTS (b)
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CAPITULO V. DISCUSION

Ambos métodos usados para evaluar la actividad antioxidante (DPPHy ABTS)
mostraron una diferencia marcada entre las hojas y el latex, siendo la hoja la
que exhibié la mejor actividad antioxidante. Patrones similares fueron
encontrados en estudios que compararon la actividad antioxidante entre
las hojas y el latex de Croton draconoides 18y Euphorbia helioscopia, donde
las hojas exhibieron un destacado efecto antioxidante en comparacion con el

latex (71),

El promedio de TEAC determinado por DPPH fue de 220.20 umol trolox/g para
hojas y 8.97 umol trolox/g para latex. Dicho resultado indica que los
compuestos quimicos presentes en las hojas (e.g. fenoles totales) captan los
radicales DPPH con mayor eficiencia, en concordancia con lo reportado en un
estudio de plantas medicinales en México ?®, donde se afirma que Brosimum
alicastrum es una de las especies con mayor contenido de antioxidantes como
los compuestos fendlicos y flavonoides. Por otro lado, la actividad antioxidante
reportada en nuestro estudio para el extracto de hoja es 3 veces superior a
los valores reportados para hojas de B. alicastrum con 67.27 pmol trolox/g Gb.
Sin embargo, nuestros valores son menores a lo reportado para otras
especies de la familia Moraceae, como las hojas de Ficus maxima que
presenta el doble de actividad antioxidante con 443.63 umol trolox/g (2.
Mientras que, los valores de actividad antioxidante del latex del presente
estudio fueron bastante inferior a lo mostrado por el latex de Ficus carica

(27.08 umol trolox/g) (73).
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De manera similar, con el método de ABTS el extracto de hoja muestra mayor
actividad antioxidante con 219.9 pymol trolox/g, mientras que en el extracto de

latex presenta una actividad con 72.67 umol trolox/g.

La actividad antioxidante de las hojas de B. alicastrum con el método de ABTS
(219.9 umol trolox/g) fue 5 veces mayor que los valores reportados para hojas
de B. alicastrum con el mismo método ABTS en México (38.79 umol trolox/q)
(1), Sin embargo, los valores obtenidos en el presente estudio son bastante
inferiores a la actividad antioxidante de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” (800.16 umol trolox/g), una especie de uso comun y de alto valor
comercial ™), Por otro lado, la actividad antioxidante del latex de B. alicastrum,
determinada por ABTS (72.67 umol trolox/g), fue mayor a los valores
reportados para el latex del peciolo de la fruta de Ficus carica “higo” con 0.296

umol trolox/g ).

La mayor actividad antioxidante de la hoja de B. alicastrum, coincide con un
elevado contenido de fenoles totales en las hojas (prueba de Folin-Ciocalteu,
568.92 mg AG/g), en comparacion con el latex (348.17 mg AG/g). Dicha
concentracion de fenoles totales en las hojas es superior a lo reportado para
hojas de Brosimum utile con 61.83 mg AG/g (9. Por otro lado, la cantidad de
fenoles totales del latex fue ligeramente superior a lo reportado para el latex

de la especie Ficus benghalensis con 276 GAE/g de extracto (/7).

Estudios previos han demostrado una correlacion positiva significativa entre
el contenido de fenoles totales y las propiedades antioxidantes en las plantas
medicinales (/880 Dicha tendencia también fue observada en el presente

estudio (Figura N° 08). Estos hallazgos sugieren que el contenido de fenoles
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totales, presente tanto en las hojas como en el latex, contribuye
significativamente al potencial antioxidante, debido a que la actividad
antioxidante esta relacionada con el contenido fendlico de los extractos de
plantas, se espera que cuanto mayor sea el contenido fendlico del extracto,
mayor serd su capacidad antioxidante b, Diferentes estudios relacionan la
actividad antioxidante con el contenido fenoles totales, y cada compuesto
fendlico aporta de diferente forma ?®. Ademas, estos compuestos fendlicos
presentan una estructura quimica adecuada para realizar una accién

antioxidante y actuar como captadores de radicales libres (€2,
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

En la especie Brosimum alicastrum, las hojas poseen mayor actividad
antioxidante que el latex: 220.20 + 0.58 y 8.97 £ 0.05 pmol trolox/g
respectivamente segun el método DDPH, asi como 219.91+0.39y 72.67+0.53

pumol trolox/g respectivamente segun el método ABTS.

La concentracion de fenoles totales fue mayor en las hojas (568.92 + 0.11 mg
AG /g) en comparacion con el latex (348.17 + 0.15 mg AG /g). Ademas, el
contenido de fenoles totales estuvo directamente relacionado con la actividad
antioxidante encontrada con los métodos de ABTS y DPPH (r>0.86 y p<0.01

en ambos casos).
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de actividad antioxidante de las otras partes
vegetativas, corteza y raiz de Brosimum alicastrum que puede ser

importante para aumentar el conocimiento sobre la especie.

Realizar ensayos in-vivo con el extracto de hojas de B. alicastrum.

Impulsar la investigacion de varias especies vegetales, encontrar
alternativas a la medicina y darles un valor afiadido a las plantas

medicinales de uso tradicional.
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ANEXOS

Anexo N° 01. Mapa de los puntos de muestreo
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Anexo N° 02. Curva de calibracién con el método DPPH y antioxidante Trolox

[]1Trolox (uM) % Inhibicién
5 11.506
10 22.897
15 34.612
20 47.465
25 58.515
30 71.027

Metodo DPPH

801

y =23847x-0.7278
R%=0.9997

(e)]
o
1

N
o
1

Capacidad de inhibicion (%)

10 15 20 25 30
Concentracion de Trolox (uM)

o
(]

Figura N° 09. Curva de calibracion de regresion lineal del método DPPH
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Anexo N° 03. Curva de calibracién con el método ABTS y antioxidante Trolox

[ 1 Trolox (uM) % Inhibicién
4 36.887
6 45.081
8 55.240
10 63.587
12 73.843
14 82.748

- Metodo ABTS

32100

c

‘O

'S s | y=46277x + 17.915

e Rz =0.9992
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£

@ .’_‘nO'
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©

T 25 1
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© 0 ; : ' '
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Figura N° 10. Curva de calibracion de regresion lineal del método ABTS
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Anexo N° 04. Curva de calibracién con el método Folin-Ciocalteu y acido gélico

[1Ac. gélico (ug/mL) Absorbancia
10 0.0717
30 0.2298
50 0.3982
80 0.6517
100 0.8237

Metodo Folin-Ciocalteu

0.751

(1+]

5 y = 0.0084x - 0.0174

< Rz = 0.9998

S 0507

-

o

(7]

o]

< 0.251

0.00 ' ; ' ' -

0 20 40 60 80 100

A.G (png/mL)

Figura N° 11. Curva de calibracion de regresion lineal del método Folin-Ciocalteu
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Anexo N° 05. Fotos de individuos colectados

Figura N° 14. Muestra SPR 03
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Anexo N° 06. Seleccién de hojas en campo

Figura N° 15. Hojas seleccionadas Figura N° 16. Hojas seleccionadas
de la muestra SPR 01 de la muestra SPR 02

Tsrias

Figura N° 17. Hojas seleccionadas
de la muestra SPR 03
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Anexo N° 07. Seleccién de area del tronco para la colecta de latex
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Anexo N° 09. Procedimiento de preparacion del extracto de hojas (I)

\
o
K
.
.
1]
»
»
*
=
-
=

Hojas secas

Secado de hojas en
estufa a 35° por 72 horas

Se guardé en bolsas
Ziploc

Pesado de hojas
pulverizadas

Micropulverizado en
licuadora industrial Waring
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Anexo N° 10. Procedimiento de preparacion del extracto de hojas (ll)

Se macerd con etanol
durante 24 horas

Se pes6 20 g de hoja Se agreg6 etanol
pulverizada en un matraz

Posteriormente se liofilizd Se extrajo el resultado Se concentro en Proceso de filtrado

rotavapor
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Anexo N° 11. Procedimiento de preparacion del extracto de latex

Se pulverizé en un Se peso 10 g de latex Se macer6 con etanol
mortero el latex liofilizado pulverizado en un matraz durante 24 hora

i A |
Posteriormente se liofilizo Se extrajo el resultado

= y <&
Se concentrd en un Proceso de filtrado
rotavapor
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Anexo N° 12. Ensayo de actividad antioxidante mediante el método DPPH

W/

Se utilizo 5 tubos de 5 x Se agreg6 200 pL d Se agreg6 metanol Se adiciono DPPH de
100 mm solucion madre, excepto 200 uM, excepto al
al control blanco

Cubetas después de la
lectura

Se realizo la lectura Muestras en reaccién Se homogenizo
después 30 min a 515 nm
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Anexo N° 13. Ensayo de actividad antioxidante mediante el método ABTS

e r MTir

e
il . b O 8,
L '&:

-~ ‘é / ‘ |
177 "'
Se utilizé 5 tubos de 5 x Se preparo el blanco con St_elagrego 30 yL de Se adiciono ABTS+Buffer.
100 mm MeOH 80% + Buffer PBS solucién madre, excepto al excepto al blanco
0.01 control y blanco

| IR
Cubetas después de la Se realiz6 la lectura

lectura después 7 min a 734nm

Muestras en reaccion

Se homogenizé
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Anexo N° 14. Ensayo de contenido de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

ez Mriy -
7 o
Se utilizd 4 tubos de 5 x Se agrego 60 pL de Se agreg6 agrego H20 MQ
100 mm solucion madre, excepto al y el reactivo Folin dejando

blanco reposar por 3 min

g -

Cubetas después ot Se calentd en bafio maria %
Se realizo la lectura a A ,
de la lectura 260 nm a 40° por 20 min y luego Se homogenizo Se agreg6
se enfrid Na2C0O3 20 %
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Anexo N° 15. Constancia de determinacion de las muestras

32
&

Instituto de

PERU | Ministerio

del Ambiente Amazonla Peruana - IIAP

Investigaciones de la

%, ;=% DEL PERU
Ty > 202V 2024
AN

“Decento de laigualdad de oportunidades para mujeres y hombres”
“Ano de la umidad, la paz y el desarrollo”

CONSTANCIA N2 0002-HH-11AP-2023
DETERMINACION DE MUESTRAS BOTANICAS

El Herbario Herrerense (HH) del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (lIAP) — Sede

lquitos, reconocida como Institucién Cientifica Nacional Depositaria de Material Biolégico (Céd. Aut.

N° AUT-ICND-2016-007 y RDG N° 157-2016-SERFOR/DGGSPFFS).

Hace constar que, a solicitud de la bachiller Siria Rosina Portalanza Rojas con DNI 76397561, egresada

de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Escuela profesional de Ciencias Biolégicas de la Universidad

Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), regién Loreto. Se proporciona la determinacién de tres

especimenes colectados bajo la ejecucién de la tesis de pregrado titulada “Actividad antioxidante y

contenido de fenoles totales de la hoja y Iétex de Brosimum alicastrum Sw. (Moraceae) procedente del

Distrito de Sacanche, San Martin — 2022".

Las cuales fueron identificadas en el Herbario Herrerense (HH), que a continuacién se indican:

Muestra | Cédigo de colecta Familia Especie Nombre comun
1 SPRO1 Moraceae | Brosimum alicastrum Sw. “manchinga” ‘
2 SPR 02 Moraceae | Brosimum alicastrum Sw. “manchinga” \
3 SPR O3 Moraceae | Brosimum alicastrum Sw. “manchinga” 4\

Sin otro particular, se expide el presente documento a solicitud de la interesada para los fines

convenientes.
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Iquitos, 24 de noviembre del 2023
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