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Resumen

Este proyecto investigativo presentd como propdsito la evaluacion del potencial
antioxidante y la valoracion de la actividad inhibitoria sobre Edwarsiella tarda de
extractos hidroetanolicos de hojas de Terminalia catappa. Se compard la actividad de los
extractos de hojas exclusivamente senescentes con los extractos obtenidos de una mezcla
colectada al azar de hojas verdes con senescentes. Para el progreso de la investigacion, se
preparO los extractos en diferentes proporciones Etanol/Agua utilizando tres técnicas
diferentes: ultrasonido, soxhlet y maceracion. Mediante el analisis estadistico de los
resultados del ensayo de Folin Ciocalteu se determino la proporcion de disolventes y el
método que producen la mejor extraccion de fenoles para ser utilizados en las pruebas de
capacidad antioxidante e inhibitoria. Se determin6 que por el método de ultrasonido con
las proporciones de etanol/agua 50:50 para hojas mezcladas y 70:30 para hojas
senescentes se gener0 la mayor extraccion de fenoles. Mediante el método DPPH se
determino que las hojas senescentes tienen un mayor poder antioxidante en comparacion
a las hojas mezcladas ya que se obtuvo un IC50 de 58,40 ug/mL. Finalmente, mediante
la aplicacion de la técnica de microdilucion se verificd que los extractos de Terminalia
catappa tienen poder inhibitorio contra la bacteria Edwardsiella tarda, a la concentracion
de 17,20 mg/mL en el caso del extracto de hojas mezcladas y 39,91 mg/mL en hojas
senescentes, concluyendo que las hojas senescentes presentaron mayor capacidad

inhibitoria contra el patdgeno en comparacion con la mezcla que incluye hojas verdes.

Palabras clave: Antibacteriano, microdilucién, maceracion, fenoles, flavonoides.



Abstract

This research project presented as purpose the evaluation of the antioxidant potential and
the evaluation of the inhibitory activity on Edwardsiella tarda hydroethanolic extracts of
Terminalia catappa leaves. The activity of exclusively senescent leaves extracts was
compared with extracts obtained from a randomly collected mixture of green and
senescent leaves. For the progress of the investigation, the extracts were prepared in
different Ethanol/Water ratios using three different techniques: ultrasound, soxhlet and
maceration. By means of the statistical analysis of the results of the Folin Ciocalteu test,
the proportion of solvents and the method that produced the best extraction of phenols to
be used in the antioxidant and inhibitory capcity tests were determined. It was determined
that by the ultrasound method with the proportions of ethanol/water 50:50 for mixed
leaves and 70:30 for senescent leaves, the highest extraction of phenols was generated.
Using the DPPH method, it was determined that senescent leaves have a higher
antioxidant power compared to mixed laves, since an IC50 58,40 ug/mL was obtained.
Finally, through the application of the microdilution technique, it was verified that the
Terminalia catappa extracts have inhibitory power against the Edwardsiella tarda, at a
concentration of 17, 20 mg/mL in the case of the mixed leaves extract and 39,91 mg/mL
in senescent leaves, concluding that the senescent leaves has a higher inhibitory capacity

against the pathogen compared to the mixture that includes green leaves

Keywords: Antibacterial, microdilution, maceration, phenols, flavonoids.



1. Introduccion

El pescado es una fuente de proteinas y nutrientes de gran importancia en la alimentacion
humana al ser rico en vitaminas, minerales, acidos grasos poliinsaturados y valor biolégico
(FAO, 2016), es consumido alrededor de todo el mundo y actualmente existe un consumo
humano directo mayor al 77 % (FAO, 2020), es decir, representa una parte relevante de la dieta

de los seres humanos (Novoslavskij, y otros, 2016).

En el transcurso de los afios 1961-2017, el consumo total de pescado (3,1 %) incrementé de tal
manera que supero la tasa de crecimiento de la poblacion anual (1,6 %). Para 2017, en todo el
mundo, el pescado comestible llegé a acaparar, aproximadamente, el 17 % de la proteina
obtenida de animales, y, también, llegé a representar el 7 % del total de las proteinas que se
consumen alrededor del mundo. Adicionalmente, el pescado proporcioné alrededor de un 20 %
del aporte medio de proteinas animales per capita a aproximadamente 3 300 millones de

personas a nivel mundial (FAO, 2020).

Debido a la creciente demanda de proteinas de alta calidad, la reduccion de la captura de peces
silvestres y el avance de las tecnologias de cultivo de peces, se espera que la produccion

acuicola mundial se duplique para 2050 (Zaffar, 2020).

El pescado se considera un alimento seguro en general (Novoslavskij, y otros, 2016). Sin
embargo, también puede ser un vehiculo de varios representantes de enfermedades que afectan
al ser humano una vez consumen este animal, especialmente el pescado que ha sido sujetado a
practicas de higiene deficientes a lo largo de su procesamiento y manipulacion (Novoslavskij,

y otros, 2016).

Edwardsiella tarda es un patdgeno comun de los peces que causa una de las enfermedades

septicémicas mas importantes, responsable de la mortalidad masiva en los peces de agua dulce



Yy, en consecuencia, de grandes pérdidas econdmicas en las granjas de peces en muchos paises
como América del Norte, Japon, Taiwan, Tailandia y Africa (Nagy, Fadel, Al-Moghny, &

Ibrahim, 2018), resultando en un riesgo para la salud humana y animal (OMS, 2020).

Con el fin de evitar estas enfermedades, se ha hecho frecuente el uso de antibioticos,
desinfectantes y pesticidas, los cuales son capaces de controlar la enfermedad, sin embargo, el
uso de estos productos conlleva un grave riesgo tanto para el ecosistema acuéatico, como para
la salud humana (Garcia, 2018). Ademas, la presencia de genes de resistencia a los antibioticos
(ARG) en estos microorganismos ha provocado preocupaciones sobre la propagacion de la
resistencia a los antibiéticos (RAM) en el medio ambiente y entre los seres humanos (Brunton,

y otros, 2019).

Es por todo lo mencionado que se plantea el uso de extractos naturales de plantas como una
alternativa favorable para el tratamiento de las enfermedades bacterianas presentes en
piscicultura. Especificamente, los extractos de las hojas senescentes de Terminalia catappa.
Existen investigaciones que sugieren que las fracciones mas polares obtenidas de las hojas de
Terminalia catappa son efectivas contra bacterias (Busso, Munafo, Galie, & Bucciarelli, 2020)
y hongos (Morales, y otros, 2019); estas investigaciones resultan del uso de las hojas como
tratamiento natural en India y Tailandia para cicatrizacion de heridas y como promotor de cria

de peces siameses (Chansue, 2008).

En la actualidad hay muy poca informacion acerca de la actividad antibacteriana y de la
capacidad antioxidante de estos extractos obtenidos de las hojas de Terminalia catappa,
particularmente no existe informacion relativa a la actividad biol6gica contra Edwardsiella
tarda, por lo que es importante considerar el uso de este recurso natural como una alternativa a
la utilizacion de antibidticos para el tratamiento de bacteriosis comunes en granjas de cultivo

de peces. Considerando estas necesidades y sabiendo que el arbol de “almendro de la India”



(Terminalia catappa) crece comiunmente en las zonas tropicales ecuatorianas, se plantea la
siguiente pregunta de investigacion: ¢Los extractos de hojas senescentes de Terminalia catappa

son capaces de inhibir el crecimiento in vitro de Edwardsiella tarda?

Para llevar a cabo la investigacion, se colectaron hojas de la especie vegetal en Santa Rosa,
provincia de EI Oro, para posteriormente ser analizadas en la Universidad Politécnica Salesiana

por medio de sus laboratorios de Ciencias de la Vida, en la sede de la ciudad de Quito.

Evaluar la actividad antioxidante y la actividad inhibitoria sobre Edwardsiella tarda de los
extractos hidroetanolicos de hojas senescentes en fase terminal de Terminalia catappa, es el

objetivo general que se plantea en esta investigacion.

Dentro de los objetivos especificos se establece determinar la proporcion de mezcla
hidroetandlica que produzca la maxima extraccion de fenoles, asi como evaluar
cualitativamente la composicion quimica general de las hojas senescentes de Terminalia
catappa por medio de tamizaje fitoquimico y valorar la actividad antioxidante de las fracciones
polifendlicas de los extractos aislados, mediante los métodos DPPH y ABTS. Por ultimo, se
plantea determinar la actividad inhibitoria de las fracciones polifendlicas sobre Edwardsiella
tarda. Complementariamente se plantea comparar los resultados de actividad antioxidante y
antibacteriana entre extractos de hojas senescentes y una mezcla cosechada al azar de hojas
verdes y senescentes con el propésito de corroborar la informacidn descrita en la literatura
etnobotanica que menciona que son las hojas senescentes las que presentan las caracteristicas

apropiadas para ser usadas en tratamientos de peces enfermos.

Por tanto, como hipotesis nula se plantea que no existe una diferencia significativa en entre los
extractos evaluados (extracto de hojas mezcladas y extracto de hojas senescentes) en relacion a

su capacidad antioxidante y actividad bioldgica frente a Edwardsiella tarda.



2. Marco conceptual

2.1 Almendro de la India (Terminalia catappa)
Es un arbol de gran tamafio perteneciente a la familia Combretaceae, mayormente conocido
como Almendro de la India, esté distribuido ampliamente en &reas tropicales, subtropicales y
principalmente zonas costeras (Hevira et al., 2021;Yakubu et al., 2020) Mediante analisis se ha
demostrado que este arbol tiene una gran importancia medicinal ya que posee propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, antidiabéticos, anticancerigenos, entre otras
(Hevira et al., 2021), esto debido a su composicion rica en fenoles, flavonoides, taninos,
saponinas, entre otros (Yakubu et al., 2020), sobre todo presentes en sus hojas como por
ejemplo la vitexina, isovitexina, rutina, acido galico, acido elagico, punicalagina y punicalina,

por nombras algunos (Delange et al., 2016).

Es un arbol de gran tamafio y poco ramificado que alcanza, aproximadamente, 25 metros de
alto, su tronco puede alcanzar cominmente el metro de diametro, posee hojas aovadas que
oscilan los 10 a 30 centimetros de largo, también se puede observar la presencia de flores con
forma de espiga cuyo tamafio varia entre 5 a 15 centimetros y finalmente frutos elipsoidales

(Guerra, Valdez, Orozco & Fuentes, 2016).

Tabla 1

Clasificacion taxonomica de Terminalia catappa L.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales




Familia: Combretaceae

Género: Terminalia

Especie: catappa L.

Fuente: (Buenafio & Le6n, 2016).

Elaborado por: Las autoras 2021.

2.2 Metabolitos secundarios

Son moléculas orgéanicas producidas por las plantas las cuales no participan en procesos
metabolicos primarios indispensables para la sobrevivencia de las mismas, sin embargo son de
gran importancia para un gran cantidad de funciones secundarias que se basan en la interaccion
de la planta con el ambiente (Sepulveda-Vazquez et al., 2018). Estos metabolitos secundarios
pueden ser encontrados en una mayor cantidad en hojas maduras a comparacion de hojas verdes

(Granados-Sanchez et al., 2008).

2.2.1 Compuestos fendélicos
Son metabolitos secundarios que se ha demostrado tienen actividad antimicrobiana y pueden
encontrase en extractos vegetales (Rodriguez-Maturino et al., 2015), esto debido a que pueden
ser sintetizados por las plantas, en muchos casos estos les sirven como un mecanismo de defensa
ante posibles enemigos, asi como también pueden ser los responsables de una coloracion
especifica a la planta, en cuanto a los beneficios para el ser humano, su consumo contribuye a

una buena alimentacion ya que son una fuente de antioxidantes y saborizantes que hacen ain



mas beneficioso el consumo de ciertos alimentos, logrando de esta manera incluso la prevencion

de ciertas enfermedades.

2.2.1.1  Flavonoides
Los flavonoides son metabolitos secundarios producidos por las plantas vasculares, en algunos

casos con el fin de brindarles una proteccion contra posibles depredadores, 0 una resistencia
para evitar la fotoxidacién producida por la luz ultravioleta, de la misma manera también
pueden servir de aporte para atraer insectos polinizadores por medio de algun color u olor

caracteristico (Estrada-Reyes et al., 2012).

Los flavonoides son substancia capaces de evitar ciertos tipos de enfermedades, como por
ejemplo enfermedades neurodegenerativas o cardiovasculares (Duarte & Peérez-Vizcaino,
2015), también se le atribuye propiedades antiinflamatorias, y como uno de sus principales
intereses es que poseen importantes propiedades antioxidantes, razén por la cual tiene su gran
potencial beneficioso a la salud, ya que tiene la capacidad de secuestrar radicales libres y evitar

la generacidn de especies consecuentes reactivas de oxigeno (Chong, 2011).

2.2.1.2  Acidos fenélicos

Son moléculas sencillas presentes en especies vegetales, que como su nombre indica contienen
un anillo fendlico y una funcién organica de &acido carboxilico, los acidos fendlicos estan
separados en dos grupos: los &cidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos y tienen una

importante capacidad antioxidante (Pefarrieta et al., 2014).



2.3 Extractos vegetales

Son compuestos obtenidos de la aplicacion de diversos métodos de extraccion mediante el uso

de un tejido vegetal y un solvente adecuado, con el fin de conseguir una diferente gama de

principios activos presentes en una determinada planta (Santamaria et al., 2015).

2.3.1 Métodos de obtencion de extractos vegetales

Extraccion asistida por ultrasonido: este método es presentado como amigable con el
ambiente, ha sido una de las mas utilizadas en investigaciones recientes ya que se han
reportado altos rendimientos en la obtencion de compuestos bioactivos con menor
cantidad de disolvente y en tiempos cortos de extraccion (Wong, Aguilar, Veana, &
Mufdiz, 2020).

Soxhlet: es una técnica comunmente utilizada para la separacion solido-liquido con el
fin de extraer los compuestos que contiene una muestra solida, con la ayuda de un
disolvente el cual tiene un reflujo continuo a través del equipo, evitando asi la
disminucidn del volumen (Valencia, 2018).

Maceracidn: Consiste en poner en contacto el material vegetal seco y pulverizado junto
con un solvente adecuado el cual puede ser agua, un alcohol alifatico o bien la mezcla
de ambos, estos deben mantenerse en contacto por un periodo considerable de tiempo
hasta conseguir la extraccion deseada. La eficiencia de este método puede depender

algunos factores controlables y no controlables (Duarte Trujillo et al., 2020).

2.4 Edwardsiella tarda

Edwardsiella, que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un género que trata de bacilos

Gram negativos mdviles (Cortés et al., 2019), esta bacteria es la causante de la enfermedad
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conocida como edwardsielosis, la cual puede afectar tanto a peces como a anfibios y mamiferos
marinos, también existe evidencia de que es posible que el hombre también se vea afectado por
esta bacteria, debido al consumo inadecuado o mal preparado de un animal infectado (Bujan et

al., 2014).

24.1 Edwardsielosis

La edwardsielosis es una enfermedad causada por la bacteria del género Edwardsiella, la misma
puede darse tanto en humanos como en peces, asi como en otros géneros animales, y puede ser
transmitida de un género o de una especie a otra. En todos los casos se presenta una
sintomatologia similar como son inflamaciones, abscesos y necrosis en diferentes 6rganos y
tejidos, ademéas la diseminacion sistémica de la bacteria puede desencadenar septicemia
(Verjan, Iregui & Hirono, 2012). A causa de esta enfermedad se ha evidenciado grandes
pérdidas en produccion tanto de peces de agua dulce como salada, ocasionando importantes

dafos en la industria piscicola (Choudhury et al., 2017).



3. Metodologia

3.1 Preparacion de muestras

Se recolect6 6 kg de hojas de Terminalia catappa, de los cuales 3 kg correspondieron
Unicamente a hojas senescentes y los 3 kg restantes correspondieron a una mezcla de hojas entre
verdes y senescentes colectadas al azar, este procedimiento se llevo a cabo desde noviembre y

finalizando en diciembre del afio 2020, en el cantdén Santa Rosa de la provincia de EI Oro.

La recoleccion se llevé a cabo mediante el uso de un cuchillo, cortando las ramas pequefias que
contengan las hojas, para de esta manera evitar dafarlas, a continuacion, cada hoja recolectada
fue depositada en dos bolsas plasticas limpias, las cuales fueron previamente etiquetadas para
diferenciar las hojas mezcladas de las hojas senescentes, para después ser trasladadas hasta el

laboratorio de la Universidad Politécnica Salesiana (Ciencias de la Vida).

Cada hoja fue limpiada delicadamente con papel para retirar cualquier suciedad o residuo de
polvo y también lograr deshacerse de otros insectos. Luego cada muestra fue cubierta con papel

periddico y se colocaron en una prensa de madera para luego someterlas a un secado solar.

Ambos tipos de hojas fueron pulverizadas por separado, utilizando una licuadora industrial
hasta obtener particulas de pequefio tamafio, las cuales posteriormente fueron pasadas a través

de un tamiz N° 8, con el fin de unificar el tamafio.

3.2 Elaboracién de extractos y cuantificacion de fenoles totales por el método

colorimétrico de Folin Ciocalteu.

a) Elaboracion de extractos

Para la preparacién de los extractos se analizaron tres métodos: extraccion asistida por

ultrasonido, soxhlet y maceracion.



b) Cuantificacion de fenoles totales por el método colorimétrico de Folin Ciocalteu

Este proceso de cuantificacion de fenoles totales se llevo a cabo como se redacta en Noriega,

Sola, Barukcic, Garcia, & Osorio, (2015).

Preparacion del reactivo de Folin Ciocalteu

Para la preparacion del reactivo se siguid el procedimiento descrito en Cortez, Falcan, &
Pirovani, (2018). Empezando con disolver 10 g de tungstato de sodio dihidratado con 0,200 g
de acido fosfomolibdico (HsPMo012040) y 5 mL de &cido fosforico (HsPO4) al 85 % en 75 mL
de agua purificada. Se sometié a reflujo durante 120 minutos, posteriormente se Ilené con 100

mL de agua purificada.

Obtencion de la curva de calibracion

La obtencion de la curva de calibracidn estuvo basada en la preparacion de acido galico en
forma de soluciones, con pureza de 99,5 %. Con este objetivo, primero se deben elaborar 100,
250 y 500 ppm de acido galico: se pesan 1, 2 y 5 mg de acido galico respectivamente y se

adicionan 10 mL de alcohol al 96 % a las tres soluciones.

Posteriormente, se prepararon tres nuevas soluciones tomando 0,05 mL de los 100, 250 y 500
ppm Yy, a cada una, se le afiadieron 3,95 mL de agua destilada, 0,25 mL de reactivo Folin y 0,75

mL de carbonato de sodio al 20 %.
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3.2.1 Extraccion asistida por ultrasonido y cuantificacion de fenoles

Se obtuvieron distintas muestras de extractos con diferentes proporciones etanol: agua, las
cuales fueron sometidas al equipo de ultrasonido en 4 diferentes tiempos: 30, 45, 90 y 120
minutos. Consiguiente a esto se realiz la prueba de Folin Ciocalteu, cuyos resultados se
explican en la seccion 3, con el fin de evaluar la cantidad de fenoles en cada muestra. Cabe
mencionar que, para cada tiempo, se hizo la lectura en el espectrofotometro con tres

repeticiones.

Obtencion de extracto acuoso.

Para obtener la solucion acuosa, se utilizé una sola concentracion de agua destilada, (Tabla 2.)
tanto para hojas mezcladas como para hojas senescentes se realizaron 3 repeticiones en tubos
de ensayo que contenian 1,5 g muestra vegetal seca y 15 mL de agua destilada, que
seguidamente se llevaron al ultrasonido por 30 minutos y pasado este tiempo se retird del
equipo. EI mismo procedimiento descrito anteriormente se repitio para tiempos de 45, 90 y 120

minutos.

Obtencion de extracto etandélico.

Para obtener los extractos etandlicos, se prepararon 6 diferentes concentraciones (70, 60, 50,
40, 30 y 4 %) de etanol y agua destilada (Tabla 2), con 3 repeticiones de cada concentracion,
por lo que se prepararon 18 tubos de ensayo tanto de hojas mezcladas como de hojas
senescentes, con una proporcion 1:10 agregando 1,5 g de la droga seca y 15 mL del solvente en
cada tubo. Una vez preparadas las muestras se las llevo al ultrasonido por 30 minutos y pasado
este tiempo se retird del equipo. EI mismo procedimiento descrito anteriormente se repitié para

tiempos de 45, 90 y 120 minutos.
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Tabla 2

Concentraciones para la sonicacion en ultrasonido

Tipo de Agua destilada
Cadigo Proporcion Etanol (mL)
extracto (mL)
Acuoso El 0:100 0,0 15,0
Etandlico E2 30:70 4,5 10,5
Etandlico E3 40:60 6,0 9,0
Etanolico E4 50:50 7,5 7,5
Etandlico E5 60:40 9,0 6,0
Etandlico EG6 70:30 10,5 4,5
Etandlico E7 96:04 14,4 0,6

Elaborado por: Las autoras, 2021

Los extractos acuosos y etanolicos, en las concentraciones etanol:agua correspondientes (tabla
2), tanto de la mezcla de hojas (senescentes y verdes) y hojas senescentes, fueron utilizados

para disponer las soluciones que se detallan en la tabla 3:

Cuantificacion de fenoles

Tabla 3

Preparacién de soluciones para fenoles totales por extraccion asistida de ultrasonido.

Carbonato de
Extracto acuoso Agua destilada  Reactivo de Folin
sodio al 20 %
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Blanco 0mL 4 mL 0,25 mL 0,75 mL

El 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL

Extracto etanélico

Blanco 0mL 4 mL 0,25 mL 0,75 mL
E2 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
E3 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
E4 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
ES 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
E6 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
E7 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL

Elaborado por: Las autoras, 2021

Para la mezcla de hojas, como para las hojas senescentes, cada ensayo de cada extracto se

realizé por triplicado.

Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de diferencias en el contenido de fenoles totales en las hojas
senescentes y en la mezcla de hojas de Terminalia catappa mediante el método Folin Ciocalteu
para los extractos realizados por la técnica de ultrasonido, se aplicé una prueba de ANOVA de
dos vias (a=0.05), considerando el anlisis previo de cumplimiento de normalidad y
homocedasticidad usando las pruebas de Shapiro Wilks y de Levene respectivamente.

Posteriormente, se aplicd una prueba post hoc de Tukey.
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3.2.2 Extraccién mediante Soxhlet y cuantificacion de fenoles

Se utilizé 10 g de muestra seca, pulverizada y tamizada, y 300 mL de solvente (70 etanol:30
agua). La muestra seca se depositd en un cartucho filtrante de papel y se lo instal6 en el tubo
Soxhlet. El ensamble del equipo se realizé con tubos refrigerantes. Los 300 mL del solvente se

colocaron en matraces de 500 mL.

El equipo fue colocado sobre planchas de calentamiento. Tanto para la mezcla de hojas como
para las hojas senescentes, se procedié a retirar los extractos a la tercera, cuarta y quinta

sifonada para luego ser concentrados en un rotavapor.

Cuantificacion de fenoles

Posterior a la recoleccion de los extractos resultantes de la tercera, cuarta y quinta sifonada, y

de su concentracion en un rotavapor, se procedio a la preparacion de las siguientes soluciones:

Tabla 4

Preparacion de soluciones para fenoles totales de la extraccion por Soxhlet.

Carbonato de
Extracto etandlico ~ Agua destilada  Reactivo de Folin
sodio al 20 %

Blanco 0mL 4 mL 0,25 mL 0,75 mL
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3ra 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL

sifonada

4ta 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
sifonada

5ta 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
sifonada

Elaborado por: Las autoras, 2021

Para la mezcla de hojas, como para las hojas senescentes, cada ensayo correspondiente a cada

sifonada se realizé por triplicado.

Analisis estadistico

Para determinar la cantidad de fenoles totales presentes en las hojas senescentes y en la mezcla
de hojas de Terminalia catappa mediante el método Folin Ciocalteu para los extractos
obtenidos mediante Soxhlet, se procedié de manera semejante a la presentada para la técnica
de utrasonido, tomando como factores las concentraciones de disolventes y el nimero de

sifonadas.

3.2.3 Extraccion mediante Maceracion y cuantificacion de fenoles

Se realiz6 la maceracion de hojas mezcladas y de hojas senescentes de Terminalia catappa,
para lo cual se utilizd dos frascos ambar donde se prepard 400 mL de cada extracto, en ambos
casos se utiliz6 una proporcion de 1:10 de muestra seca y mezcla hidroetandlica
respectivamente. La proporcion del disolvente etanol: agua varié en ambos casos, tomando en

cuenta los mejores resultados de concentracion que se obtuvo en la extraccion asistida por
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ultrasonido se prepard el extracto de hojas mezcladas en una proporcién 50:50 y para la
extraccion de hojas senescentes se utilizd una proporcién de 70:30 de etanol y agua. Los
extractos se dejaron reposar durante 2 dias, y pasado este tiempo se filtrd y se sometié a ambos
tipos de extractos al rotavapor, con el fin de evaporar el etanol contenido en cada uno de ellos.
Después, como se explica detalladamente a continuacion, se tomo cada dia una muestra con el

fin de medir la concentracion de fenoles.

Cuantificacion de fenoles

Al poner a macerar tanto las hojas mezcladas como senescentes se realizé la toma de una
muestra cada dia durante 2 dias para cuantificar la cantidad de fenoles mediante el método de

Folin ciocalteu con las siguientes soluciones:

Tabla 5

Preparacion de soluciones para fenoles totales de la extraccion por maceracion

Carbonato de
Extracto etandlico Agua destilada  Reactivo de Folin
sodio al 20 %

Blanco 0,00 mL 4,00 mL 0,25 mL 0,75 mL

Hojas 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
mezcladas

Hojas 0,05 mL 3,95 mL 0,25 mL 0,75 mL
senescentes

Elaborado por: Las autoras, 2021

16



Tanto para la mezcla de hojas, como para las hojas senescentes, cada ensayo se realiz6 por

triplicado.

Lectura de resultados

Una vez adicionado el reactivo Folin y el carbonato de sodio, las muestras reposaron en
ausencia de luz durante 2 horas. Posteriormente, se mensuraron las absorbancias en el
espectrofotometro marca UV-VIS, modelo Jasco V-730 a 765 nm. Para las lecturas de cada

ensayo se realizaron dos repeticiones. Etanol al 96 % fue utilizado como blanco.

Con el fin de determinar la cantidad de fenoles totales en cada dia de la maceracion, se utilizo
una curva de calibracién con acido galico como estandar referencial, tal y como se muestra en

la figura 1.

Curva de calibracion de acido galico
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Figura 1. Curva de calibracion con acido galico.

Elaborado por: Las autoras, 2021
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Donde se puede observar que la concentracion es directamente proporcional a la absorbancia,
obteniendo un R2de 99,8 % lo que demuestra una buena linealidad, también se puede observar
que da como resultado la ecuacién de la recta y = 0,0009 x + 0,0223, que nos permitid generar
los resultados de concentracién mediante la ecuacion 2.

Ecuacion 2.

Concentracion en funcién de la curva de calibracion.

_ y—0,0223
~0,0009

Dénde:

y = Absorbancia promedio

Analisis estadistico

Se aplicé tanto la prueba de Shapiro-Wilks y de Levene con el fin de comprobar que los datos
poseen tanto normalidad como homogeneidad, con lo cual fue posible interpretar que los datos
son paramétricos, en este caso la mejor opcion fue aplicar una prueba t (a=0,05) para muestras

independientes y de esta manera obtener el valor del p para el contraste de hipotesis.

3.3 Tamizaje Fitoquimico

Para los ensayos cualitativos se trabajé con los extractos de la maceracion de la mezcla de hojas
en alcohol y agua (70 % y 30 %) y la maceracién en alcohol y agua (50 % y 50 %) de hojas
senescentes. Se trabajé con la maceracion de estas concentraciones por ser las que mostraron

mejores resultados en la cuantificacién de fenoles.
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3.3.1 Ensayo de Dragendorff

Para verificar la existencia de alcaloides libres, el reactivo Dragendorff fue preparado como se
especifica en Ballesteros, (2018): se mezcldé 21,3 mL de acido nitrico para posteriormente
agregar una cantidad adecuada de agua destilada hasta alcanzar los 62 mL. En 20 mL de la
solucion obtenida se diluyeron 5 g de subnitrato de bismuto. En una composicién aparte, se
diluyeron 31,2 g de yoduro de potasio en 69 mL de agua. Por Gltimo, se mezcl6 las dos

soluciones.

Para continuar con el ensayo, como se menciona en Ballesteros, (2018), se incluyé 2 mL del
extracto etanolico de la mezcla de hojas y de las hojas senescentes en un tubo de ensayo y se
sometio a bafio Maria hasta evaporar. El remanente se diluyo nuevamente en 1 mL de acido
clorhidrico al 1 % en agua. Finalmente, se afiadieron 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Dicho

procedimiento fue aplicado por triplicado en ambos extractos.

3.3.2 Ensayo Cloruro Férrico

Para verificar la existencia de taninos y fenoles, se colocaron 2 mL de extracto etanolico de la
mezcla de hojas y 2 mL de extracto etandlico de las hojas senescentes en un tubo de ensayo y

se adicionaron 3 gotas de tricloruro férrico al 5 %.

3.3.3 Ensayo Shinoda

Con el objetivo de verificar la presencia de flavonoides, se agregaron 2 mL de extracto etandlico
de la mezcla de hojas y 2 mL de extracto etandlico de las hojas senescentes en un tubo de
ensayo, se afiadio1 mL de &cido clorhidrico de grado puro y un fragmento de cinta de magnesio

metalico.
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Dada la reaccidn, se aguardo 5 minutos y se incorporé 1 mL de alcohol amilico. Después de

mezclar y dejar reposar, se observo si las fases se separaron.

El proceso se realiza por triplicado para los dos extractos.

3.4 Cuantificacion de flavonoides totales por el método de cloruro de aluminio

Para la cuantificacion de flavonoides totales se tomd en consideracion el método presentado

por Souza, Fonseca, Silva, Silva, & Martins, (2018).

La cuantificacion de flavonoides totales se realizo tanto en la mezcla de hojas como en las hojas
senescentes, escogiendo los extractos producto de la maceracion a concentraciones de 70 % en
etanol y 30 % en agua para la mezcla de hojas, y la maceracion de 50 % en etanol y 50 % en

agua para las hojas senescentes.

Preparacion de la curva de calibracion

A partir de Quercetina de pureza del 95 %, se realizd una solucion madre de 1000 ppm

colocando 10 mg en un balon volumétrico y aforando a 10 mL con etanol al 96 %.

A partir de la solucion madre se realizaron otras cuatro soluciones de Quercetina: 100, 200, 500
y 700 ppm. Considerando las nuevas soluciones, se preparé la curva de calibracion como lo

especifica la siguiente tabla:

Tabla 6

Curva de calibracion para flavonoides totales.
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Acetato Cloruro de

Concentracion Agua Etanol al
Quercetina de Potasio  Aluminio 1
de Quercetina destilada 96 %
1M %
0 ppm 0 mL 2,800 mL 2 mL 0,100 mL 0,100 mL

100 ppm 0,500mL  2,800mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL

200 ppm 0,500mL  2,800mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL

500 ppm 0,500mL  2,800mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL

700 ppm 0,500mL  2,800mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL

Elaborado por: Las autoras, 2021

Preparacion de soluciones de extractos

Se procedié a utilizar los extractos de la mezcla de hojas y de las hojas senescentes como lo

especifica la siguiente tabla:

Tabla 7

Preparacion de los extractos para flavonoides totales.

Cloruro de
Agua Etanolal  Acetato de
Extracto Aluminio 1
destilada 96 % Potasio 1M
%
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Blanco 0mL 2,800 mL 2mL 0,100 mL 0,100 mL

Mezcla de 0,500 2,800 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL

hojas/senescentes mL

Elaborado por: Las autoras, 2021

Cada ensayo, tanto de la mezcla de hojas como de las hojas senescentes, se hizo por triplicado.

3.5 Determinacion de la actividad antioxidante

Con el proposito de evaluar la actividad antioxidante se utilizd el extracto etandlico de la
maceracion (70 % en etanol y 30 % en agua) de la mezcla de hojas y el extracto etandlico de la

maceracion (50 % en etanol y 50 % en agua) de las hojas senescentes.

351 Método DPPH

Para preparar una solucion 0,5 mM se necesit6 pesar 49 mg de DPPH y aforar a 250 mL con
etanol al 96 % y colocarlo en un frasco ambar. Es importante tomar en cuenta el hecho de poner

a refrigerar esta solucién, para utilizarlo posteriormente.

Se tomd 1 mL del extracto de la mezcla de hojas y 1 mL del extracto de las hojas senescentes
y se afora cada uno a 10 mL con etanol al 96 %. Consecuentemente, se prepard una solucion

de &cido ascorbico de 1000 ppm.

Se utilizo el acido ascérbico (vitamina C) como estandar ya que es conocido por su potencial
para atrapar diferentes formas de oxigeno, disminuir radicales antioxidantes primarios

comportandose de manera sinérgica con los mismos. (FAO, 1993).
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Las muestras de vitamina C, asi como las de los extractos de la mezcla de hojas y de las hojas
senescentes se prepararon en tubos de ensayo envueltos en papel aluminio como lo indica la

siguiente tabla:

Tabla 8

Preparacién de soluciones para la cuantificacion de actividad antioxidante por DPPH.

Tubo de ensayo Muestra Reactivo DPPH Etanol al 96 %
Blanco 0 2,9 mL 100 uL
1 10 uL 2,9 mL 90 uL
2 20 uL 2,9 mL 80 uL
3 50 uL 2,9 mL 50 uL
4 80 uL 2,9 mL 20 uL
5 100 uL 2,9 mL OuL

Elaborado por: Las autoras, 2021

Se agitaron los tubos de ensayo durante 30 minutos.

Se programé el espectrofotdmetro a la longitud de onda de 517 nm y se procedio a encerar el
equipo usando etanol al 96 %. Se midieron las absorbancias de las muestras (comenzando por

el blanco) y después la muestras en forma ascendente.
Para el calculo del porcentaje de inhibicion del radical DPPH se utiliza la siguiente ecuacion:
Ecuacion 1: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH

AbsA
AbsB

% Inhibicion =1 — + 100
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AbsA: absorbancia de las soluciones de los dos tipos de extractos y las soluciones de &cido

ascorbico
AbsB: absorbancia del DPPH sin extracto
De acuerdo a Bravo, (1998), el producto de la técnica de DPPH, se puede representar como

coeficiente de inhibicidn (ICsp), % de captacion y mg/Equivalente de Trolox o vitamina C.

3.5.2 Método ABTS
Para la preparacion del reactivo ABTS, se pesaron 3,84 mg/mL del reactivo en una balanza
analitica y se llevd a aforo a 100 mL con agua ultra pura (esto corresponde a la solucion A).
Para la preparacion de la solucion B (persulfato de potasio), se pesaron 37,84 mg/mL en una

balanza analitica y se aford también a 100 mL con agua ultra pura.

Para la preparacion de K2S;0s, se disolvieron 188,2 mg de K>S20gen 10 mL de agua destilada

para obtener una solucién 70 mM de K>S20es.

Posteriormente, para preparar el reactivo radicalizado ABTS, se afiadieron 17,6 pL de la
solucion B por cada mililitro de la soluciéon A. Esta mezcla fue almacenada en un frasco ambar

por 16 horas a temperatura ambiente.

Para alcanzar una absorbancia entre 0,8 — 1,0 a 734 nm en el espectrofotometro, se realizaron

diluciones con metanol.

Las soluciones del extracto de la mezcla de hojas como de las hojas senescentes se prepararon

de acuerdo a la tabla siguiente:

Tabla 9

Preparacién de soluciones para la cuantificacion de actividad antioxidante por ABTS.
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Tubos de ensayo Extracto ABTS Etanol al 96 %

Blanco 0 2,9 mL 100 uL
1 3uL 2,9 mL
2 5uL 2,9 mL
3 10 uL 2,9 mL Completar a 3
4 20 uL 2,9 mL mL
5 50 uL 2,9 mL
6 100 puL 2,9 mL

Elaborado por: Las autoras, 2021

Se tomaron 2 mL de ABTS radicalizado y se realizaron diluciones con etanol hasta alcanzar

una absorbancia de 0,70 +/- 0,02 a 734 nm en el espectrofotometro.

Por altimo, se calcul6 el porcentaje de la capacidad antioxidante (ecuacion 1).

3.6 Identificacion de flavonoides por Cromatografia de capa fina (TLC)

Se filtraron los extractos de hojas verdes y senescentes de Terminalia catappa preparados
mediante maceracion como se explica en el literal 2.1.3, utilizando filtros de jeringa PVDF de
0,45 umy se los deposito en viales de 2 mL, para posteriormente llevarlos al equipo aplicador
de muestra de inyeccion automatica marca CAMAG modelo LINOMAT 5, el cual fue
previamente configurado para inyectar 30 puL de los extractos con 3 repeticiones de cada uno y

se repitié el mismo procedimiento para obtener 2 placas de silicagel.

A fin de realizar la fase movil se siguié el procedimiento descrito por Hildebert et al., (2011)
realizando una solucion de 50 mL de cloroformo, acetato de etilo, metanol y acido férmico en
proporciones 40:5:15:0.2. A continuacién de coloco la fase mdévil en la camara para

cromatografia y se dejé reposar por 15 minutos, una vez realizado esto se incorpord la placa
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dentro de la cAmara y se esperé hasta que el solvente alcanzé un 1 cm antes de llegar al final de

la placa, se extrajo la placa y sec6. EI mismo procedimiento se repitié con la segunda placa.

En la primera placa se rocidé una solucion de vainillina etandlica al 1 % e inmediatamente
después se rocio acido sulfurico etandlico al 10 %, tal y como lo dice el procedimiento para
obtener un revelador realizado por Hildebert et al., (2011). En la segunda placa se roci6 la
solucion de DPPH preparada anteriormente con el fin de aseverar la actividad antioxidante de
los extractos. Ambas placas se dejaron secar y se llevaron al equipo de lampara UV para poder
observar la separacion de los componentes y la identificacion de los mismos por medio de los
Rfs (diferencia entre la distancia recorrida por el soluto y el solvente en la placa

cromatografica).

3.7 Actividad inhibitoria por medio de la técnica de microdilucion en caldo.

Para la realizacion de la prueba se utilizd una Unica cepa liofilizada correspondiente a
Edwardsiella tarda ATCC® 15947 en forma de KWIK-STIK, la cual fue sembrada en cajas
Petri con agar tripticasa soya (TSA) e incubadas a 37 °C por 48 horas. Pasado este tiempo se
inoculo la cepa en dos tubos con caldo tripticasa soya (TSB), y nuevamente fueron incubados
a 37 °C por 24 horas. Posteriormente se realizd un estandar de McFarland en la escala de 0,5
equivalente a 10® UFC, utilizando la metodologia propuesta por CDC; OMS, (2009), se prepard
10 mL de estandar afiadiendo 0,05 mL de cloruro de bario (BaCl,) al 1,175 % a 9,95 mL de
una solucién acuosa de acido sulfarico (H,S0,) al 1 %y se compararon ambos tubos, donde
uno de ellos present6 una turbidez muy similar al estandar (Anexo 5), por lo tanto este se utilizd

como indculo de la bacteria en los pocillos, el cual era equivalente a 1 x 108 UFC/mL.

Para el ensayo de microdilucién usamos una metodologia propia, creada segun las necesidades

que se fueron presentando a lo largo del desarrollo de la investigacion, para lo cual se realizaron
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3 repeticiones por lo que se usaron 3 microplacas de 96 pocillos, en cada una de los pocillos se
asignaron muestras diferentes como se explica a continuacion. En todos los pocillos se coloco
100 pL de caldo Mueller Hinton, seguidamente en los primeros dos pocillos de la primera
columna (Al yB1) se agreg6 100 L mas de los dos controles positivos (ampicilina y terpineol),
preparados con 41,05 mg de droga en 1 mL de suero fisioldgico estéril, en los siguientes pocillos
(C1yD1)seagregd 100 uL del extracto de hojas mezcladas y del extracto de hojas senescentes

de Terminalia catappa.

Consecutivamente en todas las placas se utiliz6 una micropipeta multicanal para tomar 100 puL
de la primera columna y llevar el volumen a los pocillos siguientes, donde se obtuvieron 11
diferentes diluciones seriadas en cada placa. A continuacion, se inocularon todos los pocillos
de las tres placas con 15 uL de inoculo bacteriano de E. tarda. Las placas fueron selladas con
parafilm, envueltas en papel aluminio para protegerlas de la luz y llevadas a incubacion en una
incubadora con agitacion orbital TE-420-TECNICAL a 37° C por 24 horas. Pasado este tiempo
Se agregd a cada pocillo 20 pL de solucion de TCC esterilizada y preparada el mismo dia segun
la metodologia descrita por De la Cruz & Ulloa, (2020), con una concentracion al 1 % mediante
la adicién de 100 mg de colorante en 10 mL de agua destilada, una vez agregado esto se incubd
nuevamente por 30 minutos a 37 °C. Una vez listas las placas se midi6 el crecimiento bacteriano

en cada una de ellas, mediante un lector de micro placas a 630 nm.

27



Distribucion de la microplaca

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

C*A, T A

(100 pL) B

EM@oou) < C

ES (100 uL) <+——

|

Caldo Mueller Hinton (100 uL)
Figura 2. Distribucion de la microplaca para evaluar la actividad inhibitoria de los extractos de hojas mezcladas
y hojas senescentes de Terminalia catappa.

Nota: C*A (Control positivo con ampicilina), C*T (Control positivo con terpineol), EM (Extracto de hojas
mezcladas), ES (Extracto de hojas senescentes).

Elaborado por: Las autoras, 2021.
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4. Resultados y discusion

4.1 Elaboracién de extractos y cuantificacion de fenoles totales por el método

colorimétrico de Folin Ciocalteu.

Elaboracion de extractos

Para cada técnica ocupada se obtuvieron dos tipos de extractos, uno de ellos corresponde al
extracto de hojas mezcladas y el otro al extracto de hojas senescentes. Con respecto a la
extraccion asistida por ultrasonido se obtuvieron 7 muestras para cada tipo de extracto, con
diferentes proporciones de disolvente y sometidas a diferentes tiempos de exposicion al
ultrasonido. Mediante el método de maceracion se obtuvo una muestra para cada tipo de
extracto, usando una proporcion de disolvente de 50:50 etanol:agua para el extracto de hojas
mezcladas, y 70:30 para el extracto de hojas senescentes. Y finalmente, usando la extraccion
con el equipo soxhlet, se obtuvieron 3 muestras para cada tipo de extracto, las cuales se

diferenciaban por el nimero de sifonadas realizadas (3, 4 y 5).

4.1.1 Extraccion asistida por ultrasonido y cuantificacion de fenoles

Mediante la técnica de extraccion asistida por ultrasonido se obtuvo dos tipos de extractos con
7 diferentes proporciones del disolvente. A pesar de ser varias muestras, todas fueron
procesadas con rapidez ya que el equipo solo requiere de minutos para obtener resultados,
ademas de esto los materiales se optimizaron ya que no se requirié de grandes cantidades de
muestra vegetal, asi como tampoco de disolventes, lo mencionado lo corrobora Medina-Torres,
(2017) quien asegura que una de las ventajas de esta técnica es su rapidez, ya que se necesita

un promedio de 10 a 60 minutos para tener las muestras listas y ademas de esto solo exige un
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uso moderado de materiales y disolventes, sin embargo una de las desventajas que menciona el

autor es que podria ocurrir una degradacion de los analitos debido a frecuencias altas.

Subsiguientemente, se muestran los resultados conseguidos en cuanto a la cuantificacion de

fenoles por el método de Folin Ciocalteu.

Hojas senescentes

El test estadistico denota un p-valor menor a 0.05, por ende, se considera suficiente evidencia
para rechazar la hipotesis nula, es decir que hay diferencias significativas entre tratamientos
para los dos factores analizados. Asi mismo, existe interaccion entre tiempo y tratamientos
(anexo 2), es decir, existe una relacion de dependencia entre el tiempo en que se expuso los
extractos al ultrasonido y los tratamientos (diferentes concentraciones de etanol:agua). Se
aplico la prueba Tukey al 95 %, diferenciandose categorias como se presentan en las tablas 10

y 11:

Tabla 10

Concentracion de fenoles expresada en mg/100 g, en funcion del tiempo de extraccion asistida

por ultrasonido y de hojas senescentes.

Tiempo

120 1,342+ 0,05

90 0,90°+ 0,05
45 0,66°+ 0,05
30 0,419+ 0,05

Nota: Las letras minusculas (a y b) denotan la comparacion de diferentes grupos estadisticos.
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Elaborado por: Las autoras, 2021.

En la tabla 10 se aprecia que el tiempo de 120 minutos de exposicion del extracto a ultrasonido
produce la mayor eficacia para la extraccion. Estos resultados concuerdan con los presentados
en Marrero & Morales, (2016) donde los resultados fueron mejores mientras mayor tiempo de
exposicion al ultrasonido se mantenia en estos extractos. Annegowda, Ween, Mordi,
Ramanathan, & Mansor, (2012) tambien coincidieron con los resultados obtenidos en el empleo

del ultrasonido para realizar extraccion de fenoles en esta planta, donde rectifican la importancia

de mayores tiempos de exposicion al ultrasonido.

Tabla 11

Concentracion de fenoles expresada en mg/100 g en funcidn de la composicion del disolvente

en la extraccion asistida por ultrasonido de hojas senescentes.

Tratamientos

E6 1,042+ 0,07
El 0,94%+ 0,07
ES 0,87%+ 0,07
E3 0,86%+ 0,07
E2 0,81%+ 0,07
E4 0,64°+ 0,07
E7 0,64°+ 0,07

Nota: Las letras minusculas (a y b) denotan la comparacion de diferentes grupos estadisticos.

Elaborado por: Las autoras, 2021
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En la tabla 11 se evidencia que el tratamiento 6, que corresponde a la mezcla 70:30 etanol/agua
es estadisticamente diferente y produce la mayor extraccion de fenoles (mg/g) comparado con

los otros tratamientos.

Los resultados de la presente investigacién concuerdan con los expuestos en Zhang, y otros,
(2007) donde informan que el rendimiento de extraccion méas alto lo lograron con una
concentracion de etanol en el rango de 56 a 83 %, pero el rendimiento de extraccion disminuyo

con un contenido de etanol mas bajo en el solvente de extraccion.

Sin embargo, hay valores que difieren en cuanto a la concentracion de etanol que presentan los
tratamientos: no existe una secuencia clara de aumento o disminucion de los valores de fenoles.
Azis, Febrizky, & Aris, (2014) mencionan que los compuestos fenolicos generalmente son
polares y se disuelven bien en disolventes también polares como son el agua y etanol (polar y
menos polar respectivamente); debido a la presencia del grupo hidroxilo (-OH) altamente polar
y al grupo no polar etilo del alcohol (C2H5-) por lo que puede disolver compuestos de polaridad
menor. Es relevante mencionar que los resultados de Waszkowiak & Gliszczynska, (2016)
indicaron relaciones entre la concentracion de etanol en el solvente de extraccion binario, el
perfil de los compuestos fenolicos extraidos y la capacidad antioxidante de los extractos de
linaza; entonces, se podria sugerir que la capacidad antioxidante de las hojas de Terminalia

catappa podria afectar su propia cantidad de fenoles.

En las tablas 10 y 11 se presentan las medias aritméticas de la concentracion y las categorias de
los diferentes tiempos y tratamientos que se analizaron en la extraccidn asistida por ultrasonido
y la posterior cuantificacion de fenoles, expresados en mg/g, resultando como mejor tratamiento

a la categoria A correspondiente al tiempo de 120 minutos y al tratamiento 6.
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Con los resultados obtenidos de la extraccion asistida por ultrasonido, se pudo determinar la
concentracion a usar posteriormente para continuar con la investigacion, y asi asegurar la mayor

presencia de fenoles.

Mezcla de hojas

Los resultados conseguidos mediante la prueba de Anova muestran que existe diferencia
significativa entre los diferentes tiempos de sonicacion, asi como entre tratamientos de diferente
composicion etanol/agua (p<0,05), sin embargo, no existe relacion entre los factores, lo que, de
manera indirecta puede mostrar una diferente composicion, comparando el extracto mixto con
el extracto de hojas senescentes. La prueba de Tukey permite evidenciar las diferencias entre

todos los tratamientos. categorias como se presentan en las tablas 12 y 13:

Tabla 12

Concentracion de fenoles expresada en mg/100 g, en funcion del tiempo de extraccion asistida

por ultrasonido y de hojas mezcladas.

Tiempo

120 0,68% + 0,02

90 0,59° + 0,02
45 0,24° £+ 0,02
30 0,249+ 0,02

Nota: Las letras minusculas (a y b) denotan la comparacidn de diferentes grupos estadisticos.

Elaborado por: Las autoras, 2021
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En la tabla 12, en comparacion con la tabla 10, se puede observar resultados similares. Se
reitera, entonces, como se menciona en la pagina 32: los resultados fueron mejores mientras
mayor tiempo de exposicion al ultrasonido se mantenia a los extractos. Sin embargo, se observa
que los resultados no son tan altos como en las hojas senescentes; esto se puede deber a que la
mayor cantidad de fenoles en las hojas de Terminalia catappa es cuando estas se encuentran en
mayor estado de madures (senescencia). Estos resultados coinciden con los expuestos en
Seema, Meeta, Meenakshi, & Manjushree, (2015), donde confirman que las hojas de

Terminalia catappa, mientras mas maduras, mayor sera su contenido fendlico.

Tabla 13

Concentracion de fenoles expresada en mg/100 g en funcidn de la composicion del disolvente

en la extraccion asistida por ultrasonido de hojas mezcladas.

Tratamientos

E2 0,57+ 0,03
E4 0,56% + 0,03
E3 0,55%+ 0,03
ES 0,54*+ 0,03
E6 0,51+ 0,03
E7 0,34° + 0,03
El 0,31°+0,03

Nota: Las letras minusculas (a y b) denotan la comparacion de diferentes grupos estadisticos.
Elaborado por: Autoras, 2021.
En la tabla 13 se puede observar que los tratamientos E7 y E1 presentan concentraciones de

fenoles equivalentes entre si, pero significativamente diferentes a los otros tratamientos de
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polaridades intermedias. Si bien en Naczk & Shahidi, (2006) se vuelve a mencionar que la
recuperacion de polifenoles de materiales vegetales esta influenciada por la solubilidad de los
compuestos en un solvente particular usado para el proceso de extraccion (y depende de la
polaridad del solvente), la diferencia de resultados podria atribuirse al menor gradiente de
concentracion del solvente, al prolongado intervalo de sonicacion (exposicién al ultrasonido)
asi como a la probable degradacién que pudo haber ocurrido debido a la generacion de radicales
libres (Annegowda, Bhat, Min-Tze, Karim, & Mansor, 2012), y también a la capacidad

antioxidante de los extractos, como se explicé en la pagina 32.

Se decidi6 trabajar con el ensayo 4 por tratarse de una proporcion de 50 % en etanol y 50 % en
agua, y asi poder ahorrar los materiales lo mayor posible. Se concluyé asi que esta seria la
proporcién utilizada para la maceracion de la muestra vegetal de la mezcla de hojas, es decir,

el futuro extracto de las hojas senescentes y verdes.

1845.11

951.19 m Hojas senescentes
m Mezcla de hojas

Figura 3. Comparacion de los resultados de la cantidad de fenoles de las hojas senescentes tras 120
minutos de exposicion a ultrasonido a una concentracion de 70 etanol:30 agua, entre los resultados de
cantidad de fenoles de la mezcla de hojas tras 120 minutos de exposicion a ultrasonido a una
concentracion de 50 etanol:50 agua.
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Elaborado por: Las autoras, 2021

En la figura 3 se observa las concentraciones y tiempos de exposicion a ultrasonido que fueron
seleccionados por ser los que arrojaron mejores resultados de la cantidad de fenoles para cada
tipo de extracto, concluyendo que las hojas senescentes representan al extracto con mayor

contenido en este ensayo.

4.1.2 Extraccion mediante Soxhlet y cuantificacion de fenoles

Mediante la extraccion soxhlet se obtuvo extractos sometidos a varias sifonadas, para llegar a
la quinta sifonada se necesito de aproximadamente 4 a 5 horas y en este caso fue necesario el
uso de cantidades mas grandes tanto de material vegetal como de disolventes, uno de los
principales riesgos segun menciona Medina-Torres, (2017), es que dependiendo del uso que se
le dé, es posible que ocurra una exposicion perjudicial a vapores organicos y también podria

ocurrir una degradacion en caso de existir analitos termolabiles.

Hojas senescentes

La prueba de Anova arrojé un p-valor menor a 0.05 (anexo 2), expresando que son valores

significativamente diferentes. Se aplico la prueba Tukey al 95 %

Tabla 14

Categorizacién de tratamientos de extraccion mediante Soxhlet y cuantificacion de la

concentracién de fenoles expresados en mg/100 g en hojas senescentes.
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Sifonadas

5 1,24* + 0,08
4 0,93* + 0,08
3 0,87°+ 0,08

Nota: Las letras minusculas (a y b) denotan la comparacion de diferentes grupos estadisticos.
Elaborado por: Las autoras, 2021
En la tabla 14 se observa que la quinta sifonada produce los mayores contenidos de fenoles,
significativamente diferentes al ensayo con tres sifonadas. Considerando los resultados de la
extraccion asistida por ultrasonido, donde el mejor tiempo fue el de 120 minutos, es razonable
suponer que los resultados de la extraccién mediante Soxhlet y la cuantificacion de fenoles sea
parecida entre estos dos métodos de extraccion. Estos resultados, y esta deduccion, es
sustentada por Neelavathi, Venkatalakshmi, & Brindha, (2013) donde sus resultados fueron

mejores con el mayor nimero de sifonadas.

Es asi, que con la comparacion Tukey, se determind que el mejor momento para la toma de

muestras (y obtener la mayor cantidad de fenoles) es cuando sucede la quinta sifonada.

Mezcla de hojas

La prueba de Anova arrojé un p-valor menor a 0.05 (anexo 2), expresando que son valores

significativamente diferentes. Se aplico la prueba Tukey al 95 %

Tabla 15

Categorizacién de tratamientos de extraccibn mediante Soxhlet y cuantificacién de la

concentracion de fenoles expresada en mg/100 g en la mezcla de hojas.
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Sifonadas

3 0,45 +0,02

5 0,45 £ 0,02

4 0,26° + 0,02

Nota: Las letras minudsculas (a y b) denotan la comparacién de diferentes grupos estadisticos.

Elaborado por: Las autoras, 2021

En la tabla 15 se puede observar que tanto el tratamiento 3 como el 5, que corresponden a la
tercer y quinta sifonada, poseen una cantidad igual de fenoles. Estos resultados son peculiares
ya que no siguen un orden obvio: la cuarta sifonada posee menor media que la tercera 'y que la
quinta. En el estudio de Waszkowiak & Gliszczynska, (2016) se mostré que la relacion
etanol/agua del solvente de extraccion es un factor importante que afecta la eficiencia de la
extraccion de compuestos fendlicos; un aumento en el volumen de etanol en los disolventes que
probaron afectd negativamente la extraccion de la mayoria de los compuestos fendlicos de su
planta. Es decir, con més sifonadas, deberian existir mejores resultados, hecho que se puede
aplicar con los resultados de la quinta sifonada. Pero, también se debe tener en cuenta que la
muestra analizada en este apartado es una mezcla de hojas verdes y senescentes. Folin Ciocalteu
se basa en la reaccion rojo-ox (Prior, Xianl, & Schaich, 2005) y los resultados pueden ser
afectados por diversas sustancias interferentes presentes en los extractos vegetales crudos (por
ejemplo: azlcares, proteinas y otros compuestos no fendlicos). Si bien los resultados
presentados en la tabla 21 son confusos, hay una gran variedad de probabilidades para
explicarlos: desde sustancias interferentes de los extractos, hasta la naturaleza del reactivo

utilizado para la cuantificacion de fenoles.
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4.1.3 Extraccién mediante maceracion y cuantificacion de fenoles

La extraccion mediante maceracion en frio es muy factible, ya que no se necesité de un equipo
sofisticado para lograr el cometido, simplemente se tomo6 en cuenta el uso de materiales y
recipientes adecuados donde pueda mantenerse una temperatura adecuada y estable, y con los
que se pueda evitar el ingreso de la luz, con el fin de que no ocurra cambios indeseables. Sin
embargo, fue necesario el uso de grandes cantidades de material vegetal seco y de disolvente.
Uno de los principales inconvenientes que se pudo constatar es que esta técnica requiere de
tiempos muy superiores a las técnicas de ultrasonido y soxhlet, ya que se necesitd algunos dias
para conseguir la extraccion deseada. Cabe mencionar que fue necesario la filtracion del
extracto una vez completados los dias de macerado. Algo importante a tomar en cuenta, tal
como indica (Tituafia, 2013) es que mediante el método de maceracion se obtiene una
extraccion incompleta, por lo que seria conveniente realizar una segunda maceracion usando la

torta de filtracion.

Tabla 16

Tabla resumen de concentraciones de fenoles expresados en mg/100 g del extracto de hojas

mezcladas y senescentes en el dia uno y dia dos de maceracion.

Dia Tipodeextracto  Media + Desv. estandar p-valor

1 Mezcla 480,46 + 79,87 0,0010
Senescentes 1316,41 + 150,17

2 Mezcla 550,56 + 27,26 <0,0001
Senescentes 1277,26 + 53,28

Elaborado por: Las autoras, 2021
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En la tabla 16, es posible constatar los resultados después de que se sometié a las hojas
mezcladas y senescentes al método de maceracion durante dos dias, obteniendo de esta forma
el extracto, que después fue medido mediante el ensayo de Folin Ciocalteu, con el cual pudimos
obtener las absorbancias necesarias para calcular la concentracion de ambas muestras, las cuales
fueron medidas por triplicado en cada dia. En dicha tabla es posible deducir que se mantuvo
una estabilidad en el lapso de las 48 horas, ya que los valores de la media son similares. Por
medio de la evaluacién de los resultados alcanzados, es posible inferir que los valores de las
filas inferiores, correspondiente al dia dos de maceracion, presento los mejores resultados ya
gue se obtuvo una media alta y una desviacion estandar baja, asi como tambiéen se constato que
existen valores atipicos. De igual manera se pudo deducir que en el segundo dia, el extracto de
hojas mezcladas presenta una mayor concentracion, lo que no ocurre con las hojas senescentes,
esto puede deberse a diversos factores, entre algunos de ellos puede ser el tiempo y cambio de
temperatura ya que como menciona (Klimczak et al., 2007) ambos factores son de gran
importancia ya que pueden afectar el contenido total de polifenoles en muestras medidas
mediante el ensayo de Folin Ciocalteu.

Mediante la prueba de Shapiro-Wilks y de Levene se pudo comprobar que los datos poseen
tanto normalidad como homogeneidad, con lo cual pudimos interpretar que los datos son
paramétricos por lo que fue indispensable utilizar la prueba t para dos muestras, donde
obtuvimos los resultados del p-valor. Estos resultados corresponden a una comparacion entre
el extracto de hojas mezcladas y el extracto de hojas senescentes de T. catappa en el primer y
segundo dia de maceracion. Con respecto a los resultados del primer dia de macerado, se obtuvo
un p-valor menor al limite de 0,05 con lo que se rechaza la hipotesis nula infiriendo que hay
una diferencia significativa entre ambos extractos. De igual manera en el segundo dia de

macerado se evidencié un p-valor menor a 0,05 por lo que se interpretd que, rechazando la
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hipotesis nula y aceptando la hipdtesis alternativa, existe una diferencia significativa entre

ambos extractos de igual forma que sucedid con los resultados del primer dia de maceracion.

m Hojas senescentes ™ Mezcla de hojas

1845.11

1351.5
1316.4074

951.19

550.5556

475.74

ULTRASONIDO SOXHLET MACERACION

Figura 4. Comparacién de métodos de extraccién para cuantificacion de fenoles de los diferentes tipos
de extractos de hojas de Terminalia catappa.

Elaborado por: Las autoras, 2021

Observando la figura 4, se puede concluir que el mejor método de extraccion para las hojas de
Terminalia catappa es el ultrasonido, utilizando sonicacion por 120 minutos a una
concentracion de 70:30 etanol:agua para senescentes; y por 120 minutos de sonicacion a una
concentracion de 50:50 etanol:agua para la mezcla de hojas.

El mejor método de extraccion es la maceracion por su facilidad de implementacién para
trabajar con mayores volimenes, en comparacion con el soxhlet y el ultrasonido, esto concuerda

con la informacion expuesta en Volf, Ignat, Neamtu, & Popa, (2014).
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4.2 Tamizaje fitoquimico

Tabla 17

Resultados del tamizaje fitoquimico de la maceracién de los extractos etandlicos de hojas

verdes y senescentes del almendro (Terminalia catappa).

Metabolito Ensayo Resultados

Extracto etandlico

Hojas verdes y Hojas senescentes

senescentes
Alcaloides libres Dragendorff - -
Taninos y fenoles Cloruro Férrico +++ +++
(Pirogalotanicos ) (Pirogalotanicos)
Flavonoides Shinoda +++ +++

Elaborado por: Las autoras, 2021

(+++) Alto contenido del metabolito secundario

(++) Contenido leve del metabolito secundario

(+) Bajo contenido del metabolito secundario

(-) Ausencia del metabolito secundario

En ninguno de los extractos existe presencia de alcaloides libres puesto que en ninguno de los
tubos hubo opalescencia/turbidez. Estos resultados concuerdan con la informacién brindada en

Bikanga, y otros, (2019).
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En el ensayo del cloruro férrico, que determina la existencia de taninos y fenoles, tanto para la
mezcla de hojas como para las hojas senescentes, existe alto contenido de los metabolitos
secundarios. De la misma forma para el ensayo de Shinoda que determina la presencia de
flavonoides: en los dos extractos hay alto contenido de estos metabolitos secundarios. Estos
resultados coinciden con los expuestos en Rabiu, (2013).

Todos los resultados se pueden observar en el anexo 1.

4.3 Cuantificacion de flavonoides totales por el metodo de cloruro de aluminio

Tabla 18

Cuantificacion de la concentracion de flavonoides totales, expresada en mg/g en hojas

senescentes de Terminalia catappa.

mg/g
Senescentes Promedio Desv. St.
(flavonoides)

1 2,70 0,01 4,20
2 2,71
3 2,70

Elaborado por: Las autoras, 2021

Para la cuantificacion de flavonoides de hojas senescentes de Terminalia catappa, se utilizé el
extracto macerado con concentracion del 50:50 en alcohol y agua, y se hicieron tres repeticiones

del ensayo.

El contenido de flavonoides total se expresa como mg de quercetina por gramo de muestra seca
(Oyeleye, Adebayo, Ogunsuyi, Dada, & Oboh, 2018).

43



El resultado presentado en la tabla 18 es menor al obtenido en Oyeleye, Adebayo, Ogunsuyi,
Dada, & Oboh, (2018), donde expusieron un valor de 7,80 + 1,32 para su contenido de
flavonoides. Estos resultados podrian sugerir que las especies encontradas en el pais de la
investigacion citada (Nigeria) presentan mayor cantidad de flavonoides que las de Ecuador. A
pesar de Annegowda, (2010) manejar tres diferentes muestras, todas fueron recolectadas en
Malasia, y una de ellas presento resultados de 9,34 + 1,77. Esto reafirma que el contenido de

flavonoides se encuentra influenciado por el lugar de recoleccion.

Tabla 19

Cuantificacion de la concentracion de flavonoides totales, expresada en mg/g en mezcla de

hojas verdes y hojas senescentes de Terminalia catappa.

. Desv. mg/g
Mezcla Promedio Est (flavonoides)
1 1,8601 0,39 2,46
2 1,9470
3 1,5515

Elaborado por: Las autoras, 2021

En comparacion con el resultado obtenido en la tabla de hojas senescentes (tabla 18), la mezcla
de hojas analizada presenta menor cantidad de flavonoides que la muestra de hojas senescentes.
Estos resultados se pueden confirmar con lo expuesto en Seema, Meeta, Meenakshi, &
Manjushree, (2015), donde menciona que las hojas senescentes de Terminalia catappa

presentan mayor cantidad de fitoconstituyentes que las hojas nuevas.
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FLAVONOIDES

2.46

HOJAS SENESCENTES MEZCLA DE HOJAS

Figura 5. Comparacion de contenido de flavonoides en hojas senescentes y la mezcla de hojas verdes y
senescentes de Terminalia catappa.

Elaborado por: Las autoras, 2021

En la figura 5 se observa una comparacion del contenido de flavonoides en las hojas senescentes
y en la mezcla de hojas de Terminalia catappa. En diversas fuentes existe una variedad de
estudios sobre compuestos fendlicos y la presencia de flavonoides en vegetales, en todos se
coincide con una variabilidad en su contenido ya que depende de la muestra utilizada, de los
solventes y del método de extraccidn; estos procedimientos presentan metodologias diversas

que resultan en valores diferentes.

Las dos muestras de hojas utilizadas en el estudio presentan menor cantidad de flavonoides en
comparacion con los valores obtenidos de fenoles (figura 3). Esto quiere decir que existen
muchos mas compuestos fendlicos en las hojas, debido a que los flavonoides estan integrados
en estos en las plantas (Martin, 2018). Dichos resultados concuerdan con los de Annegowda,
(2010) donde obtuvieron mayor cantidad de fenoles (338,09 + 4,26) que de flavonoides (50,77

+0,93).
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4.4 Determinacion de la actividad antioxidante

DPPH

Las hojas senescentes de Terminalia catappa presentan mas actividad antioxidante que la

mezcla de hojas verdes y senescentes.

La actividad radical DPPH de hojas senescentes dio un resultado 1Csode 58,40 ug/mL, mientras

que la mezcla de hojas dio como resultado 1Cso de 204,91 ug/mL,

g N
%):
MEZCLA DE HOJAS A(;IDO
HOJAS SENESCENTES ASCORBICO

Figura 6. Comparacion del 1C50 de DPPH de los extractos y del acido ascérbico

Elaborado por: Las autoras, 2021

El valor que se obtuvo de ICso para la vitamina C es de 238,88.

El ICso del extracto etandlico de Terminalia catappa de la mezcla de las hojas es menor al valor
que se obtuvo de la vitamina C, por lo que se demuestra que la mezcla de hojas verdes y
senescentes presenta menor capacidad antioxidante que el &cido ascdrbico.

El extracto de las hojas senescentes dio un valor de 58,40 (valor mucho menor que el obtenido

del 4cido ascorbico). Es decir, este extracto posee una importante capacidad antioxidante.
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ABTS

Las hojas senescentes como la mezcla de hojas verdes y senescentes de Terminalia catappa
tienen valores negativos como resultados.

La lectura de la actividad antioxidante ABTS del extracto de la mezcla de hojas de Terminalia
catappa dio como resultado 1Cso de -41,93 ug/mL, mientras que la lectura de la actividad
antioxidante ABTS del extracto de las hojas senescentes de Terminalia catappa dio como

resultado 1Cso de -75,51 ug/mL.

-75.5162
230

-41.9318

S ACIDO ASCORBICO
NTES

MEZCL“ HOJAS H

SENE

Figura 7. Comparacién del 1C50 de ABTS de los extractos y del acido ascérbico

Elaborado por: Las autoras, 2021

Estos resultados negativos podrian sugerir, como se menciona en Oluwatomide & Jide,
(2020), una actividad pre-oxidante a niveles de concentracion particulares y también una

potente capacidad de eliminacion.
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Las diferencias en los resultados del método de DPPH y del método ABTS se deben a que
diferentes radicales tienen diferentes potenciales antioxidantes cuando reaccionan con
compuestos fenolicos (Sascha, 2016). Es decir, ambos radicales pueden resolverse de manera
diferente, su tamafio molecular es diferente: mientras que el DPPH es un radical estabilizado
por si mismo, el radical ABTS debe formarse inicialmente. Esta diferencia de resultados
también podria ser ocasionada por diferentes afinidades contra otros compuestos que estan
presentes en las muestras (Sascha, 2016).

De igual manera, en Espinosa, Bravo, Herrera, Ramos, & Espinosa, (2012) se menciona que
los flavonoides, en altas concentraciones, actian como pre-oxidantes. Entre los compuestos que
ocasionan estas reacciones esta el kaempferol, flavonoide presente en las hojas de Terminalia
catappa, que ocasiona que la produccion de ATP sea inhibida en la mitocondria (Valdameri,

2008).

4.5 ldentificacion de flavonoides por cromatografia de capa fina (TLC)

La corrida cromatografica de los extractos de hojas senescentes (tres puntos del lado izquierdo)
y hojas mezcladas (tres puntos en el lado derecho) de Terminalia catappa observada en la
camara de luz UV a 245 nm y a 366 nm, identifico la existencia de 9 flavonoides en hojas

senescentes y 5 flavonoides en hojas mezcladas, como se presenta en la figura 8.
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Placa TLC de Terminalia catappa

Figura 8. Placa TLC de extracto de hojas senescentes (A) y hojas mezcladas (B) de Terminalia catappa,

observada a 245 nmy a 366 nm.

Elaborado por: Las autoras, 2021.

En la tabla 20 se detallan los valores de Rf resultantes de extracto de hojas senescentes y en la

tabla 21 del extracto de hojas mezcladas y la fluorescencia emitida tanto a 245 nm como a 366

nm.

Tabla 20

Resultados de la corrida cromatografica expresados en valores de Rf del extracto de hojas

senescentes de Terminalia catappa.

Fraccion Rf UV 245 nm UV 366 nm
Rf 1 0,03 - Negro
Rf 2 0,13 - Plomo
Rf 3 0,25 - Plomo
Rf 4 0,40 Fluorescencia azul Plomo
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Rf5 0,44 Fluorescencia azul Negro

Rf 6 0,54 Fluorescencia verde Plomo
Rf 7 0,61 Fluorescencia verde Plomo
Rf 8 0,71 Fluorescencia azul Plomo
Rf9 0,77 Fluorescencia azul Plomo

Elaborado por: Autoras, 2021.

Tabla 21

Resultados de la corrida cromatografica expresados en valores de Rf del extracto de hojas

mezcladas de Terminalia catappa.

Fraccion Rf UV 245 nm UV 366 nm
Rf1 0,06 Fluorescencia azul Plomo
Rf 2 0,15 Fluorescencia azul Plomo
Rf 3 0,27 - Plomo
Rf4 0,44 Fluorescencia azul Negro
Rf5 0,60 Fluorescencia verde Plomo

Elaborado por: Las autoras, 2021.

Como se indica en las tablas 20 y 21, los Rfs demuestran la presencia de varias moléculas de
flavonoides dentro de los extractos de Terminalia. catappa. Existen varios estudios donde
realizan este ensayo, y donde se ha podido observar semejanzas en cuanto a los Rfs obtenidos,
sin embargo, no se presentan los flavonoides especificos a los que corresponde cada valor. A

pesar de esto por medio del estudio realizado por Minsakorn et al., (2021) se puede asegurar
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que unos de los flavonoides presentes en esta especie e identificados mediante TLC es la rutina

(quercetin-3-rutindsido).

Placa TLC revelada con DPPH

Mediante el uso de una solucion de DPPH como revelador se puede observar que las fracciones

resultantes con mayor coloracion e intensidad tienen mejor capacidad antioxidante.

Placa TLC con DPPH de Terminalia catappa.

Figura 9. Placa TLC con DPPH de extracto de hojas senescentes (A) y hojas mezcladas (B) de Terminalia
catappa, observada a 245 nm y a 366 nm.

Elaborado por: Las autoras, 2021.

En la tabla 22 se detallan los valores de Rf resultantes utilizando como revelador solucion de
DPPH en TLC de extracto de hojas senescentes y en la tabla 23 del extracto de hojas mezcladas

y la fluorescencia emitida tanto a 245 nm como a 366 nm.
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Tabla 22

Resultados de la corrida cromatogréfica revelada con DPPH, expresados en valores de Rf del

extracto de hojas senescentes de Terminalia catappa.

Fraccion Rf UV 245 nm UV 366 nm
Rf1 0,06 Plomo
Rf 2 0,13 Fluorescencia verde Negro
Rf 3 0,25 Fluorescencia azul -
Rf 4 0,37 - -
Rf5 0,40 Fluorescencia verde -
Rf 6 0,54 - Plomo
Rf 7 0,66 Fluorescencia verde Plomo
Rf 8 0,72 Fluorescencia azul Plomo
Rf9 0,75 Fluorescencia azul Plomo
Elaborado por: Las autoras, 2021.
Tabla 23

Resultados de la corrida cromatogréafica revelada con DPPH, expresados en valores de Rf del

extracto de hojas mezcladas de Terminalia catappa.

Fraccion Rf UV 245 nm UV 366 nm
Rf1 0,06 Fluorescencia Plomo
Rf 2 0,14 Fluorescencia Negro
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Rf 3 0,28 Fluorescencia -

Rf 4 0,41 Fluorescencia -

Rf5 0,57 Fluorescencia Plomo

Elaborado por: Las autoras, 2021.

Mediante la aplicacion del DPPH como revelador pudo identificarse facilmente que los
extractos tanto de hojas mezcladas como de hojas senescentes de Terminalia catappa, contenian
una buena cantidad de compuestos con actividad antioxidante, lo cual confirmé los resultados

obtenidos en el espectrometro utilizando como método los ensayos de DPPH y ABTS.

4.6 Actividad inhibitoria por medio de la tecnica de microdilucion en caldo.

Para la técnica de microdilucion se utilizaron los extractos preparados por medio de la
maceracion, en el caso de las hojas mezcladas con una proporcion de 50:50 y hojas senescentes
de 70:30 agua etanol. Los cuales después de ser macerados durante dos dias fueron llevados al

rotavapor con el fin de evaporar el etanol para que este no influya en los resultados inhibitorios.

Cabe mencionar que Unicamente se tomaron las concentraciones que presentaron los resultados
con mayor significacion en cada una de las microplacas. Dichas concentraciones se presentaron
en los pocillos correspondiente a la dilucion 1:32 hasta la 1:2048, de donde se tomaron tanto
los datos de los controles positivos (ampicilina y terpineol) y de los extractos de hojas
mezcladas y hojas senescentes, con lo cual se puedo establecer una comparacion entre los
mismos con el fin de determinar la mejor concentracion en donde se produce un efecto
inhibitorio, asi como evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de Terminalia catappa

a comparacion de la actividad antibiotica.
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Tabla 24

Datos de las diferentes concentraciones y absorbancias obtenidas en la microplaca.

Dilucion = Muestra Concentraciéon  Absorbancias Media D.E
mg/mL
1:32 Ampicilina 4 5 027 016 027 023 006
Terpineol ) og 022 009 035 022 013
Mezcla 4720 037 042 039 039 0,02
Senescentes 39,91 035 025 023 028 0,06
1:64 Ampicilina ) ¢/ 038 025 043 035 0,110
Terpineol 0.64 024 029 053 0,35 0,16
Mezcla 8,60 092 075 101 089 0,13
Senescentes  1q gg 025 043 034 034 009
1128 Ampicilina 5, 038 041 047 042 0,05
Terpineol 4 5 034 062 101 066 034
Mezcla 4,30 1,34 1,33 1,33 1,33 0,01
Senescentes g gg 027 045 034 035 0,09
125 Ampicilina 4 ;¢ 075 041 063 060 017
Terpineol 0,16 0,44 094 1,20 0,86 0,38
Mezcla 2,15 156 1,46 146 1,49 0,06
Senescentes 4 gq 036 061 050 049 013
1512 Ampicilina 4 g 126 064 119 103 034
Terpineol ) g 071 1,23 1,19 1,05 0,29
Mezcla 1,08 127 147 145 140 011
Senescentes 5 49 052 101 112 088 032
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1:1024 Ampicilina

0,04 073 128 075 092 0,32
Terpineol 4 070 132 093 098 0,32
Mezcla 0,54 125 134 126 128 005
Senescentes 4 o5 092 121 133 115 021
1:2048  Ampicilina o, 1,13 090 077 093 018
Terpineol 4 1,03 1,10 084 099 0,13
Mezcla 0,27 1,05 1,23 104 111 011
Senescentes  , o 054 131 128 104 044

Elaborado por: Las autoras, 2021.

En la tabla 24 se presentan los datos de absorbancia, media aritmética y desviacion estandar,
tanto de los controles positivos como de los extractos de hoja de Terminalia catappa, en la cual
es posible identificar como mejores resultados inhibitorios a los valores méas bajos de

absorbancia.

Se realiz6 la prueba de Kruskall Wallis en cada dilucion, obteniéndose que solamente en la
dilucion 1:128, correspondiente a una concentracion de 4,30 mg/mL en el caso de la mezcla de
hojas y 9,98 mg/mL en hojas senescentes, se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos, sefialando que el menor valor de absorbancia corresponde al extracto de hojas

senescentes.

Los resultados de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis muestra que para todas las otras
series de diluciones menores, no existen diferencias significativas entre los valores de
absorbancia entre los controles positivos y el extracto de hojas senescentes (p>0,05) por lo que
hay una actividad equivalente entre las concentraciones ensayadas. Mientras que en las
diluciones mayores no se considerd necesario realizar un analisis ya que segun los datos

obtenidos a diluciones superiores de 1:128 no se obtuvo un efecto inhibitorio de la bacteria.
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Mediante el analisis de los datos se puedo evidenciar que la concentracion de los antibidticos
que mayor eficacia tuvo frente a la bacteria E. tarda, fue de 1,283 mg/mL de ampicilina, la cual
es equivalente a la actividad de hojas senescentes de concentracion 39,91 mg/mL. Por lo tanto,
se pudo concluir que si bien el extracto de hojas senescentes de Terminalia catappa tiene una
capacidad inhibitoria similar a la del antibidtico, se precisa una concentracion mas alta de este
extracto, a fin de obtener un resultado inhibitorio tan eficaz como el de un quimico. Asi como
en el trabajo realizado por Abiodun et al., (2015) también se pudo determinar que existe un
efecto antibacterial de una fraccién del tallo de Terminalia catappa contra Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis, lo que demuestra que esta planta tiene una capacidad antibacterial

eficaz contra algunas especies de bacterias.

En el caso de nuestra investigacion pudimos aseverar con éxito que las hojas senescentes de
Terminalia catappa presentan un poder inhibitorio mayor a comparacion del extracto de hojas
mezcladas con verdes y senescentes, ya que existe una mayor cantidad de polifenoles en hojas

senescentes.
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Conclusiones

En las hojas senescentes se obtuvo la mayor cantidad de fenoles (1845,11 mg/g) con extraccion
asistida con ultrasonido por 120 minutos, con un solvente de 30 % de etanol y 70 % agua. A
pesar que en la mezcla de hojas el mejor método y tiempo de extraccion fue el mismo que en
las hojas senescentes, se obtienen mejores resultados (953,78 mg/g) con un solvente de 50 %

de etanol y 50 % de agua.

Las hojas senescentes poseen mayor cantidad de fenoles y flavonoides que la mezcla de hojas,
independientemente del método de extraccion seleccionado. El uso de hojas senescentes de
Terminalia catappa como tratamiento natural y reemplazo a antiobioticos en la produccion

piscicola en India y Tailandia es verificable.

Por medio de tamizaje fitoquimico se determina la existencia de taninos, fenoles y flavonoides
en los extractos de hojas senescentes y en los extractos de la mezcla de hojas verdes y

senescentes de Terminalia catappa.

Las hojas senescentes y la mezcla de hojas verdes y senescentes poseen, de acuerdo al método
DPPH, mayor capacidad antioxidante que el acido ascérbico, sin embargo, se obtuvieron
resultados negativos en el método ABTS, demostrando una actividad preoxidante y también
una potente capacidad de eliminacion en el extracto, ocasionando diferencias en los métodos

por su reaccion con los varios compuestos fenolicos.
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Las hojas senescentes de Terminalia catappa y la mezcla de hojas verdes y senescentes poseen
una buena capacidad inhibitoria sobre Edwardsiella tarda a una concentracion de 39,91 mg/mL
y 17,20 mg/mL respectivamente, sin embargo, las hojas senescentes tienen actividad
antimicrobiana mayor que la mezcla de hojas, confirmando asi que las hojas maduras de este

arbol tienen mayor actividad antimicrobiana que sus hojas verdes.
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Recomendaciones

Probar los extractos de hojas senescentes de Terminalia catappa, que son objetivo de estudio
con posible potencial terapéutico para la acuicultura por su actividad antioxidante e inhibitoria

confirmada.

Considerar que Edwarsiella tarda es muy sensible a los cambios externos que pudieran darse

durante la manipulacion para su estudio, cualquier variacion de este tipo, podria ocasionar una

inhibicion sobre ella.

59



Referencias bibliograficas

Abiodun, O. O,, Sood, S., Osiyemi, O. A., Agnihotri, V. K., Gulati, A., Ajaiyeoba, E. O., &
Singh, B. (2015). In vitro antimicrobial activity of crude ethanol extracts and fractions of
Terminalia catappa and Vitex doniana. African Journal of Medicine and Medical
Sciences, 44(1), 21-26.

Ballesteros, J. (2018). Manual de procedimiento de préacticas: laboratorio de ciencias de la

vida. 1-50.

Buenafio, J., & Leon, G. (2016). UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL Buenafio Garcia José
Raul. http://repositorio.ug.edu.ec/bitstream/redug/17971/1/401-1198 - Obtencion de un
alelopético para uso veterinario.pdf

Bujan, N., Mohammed, H., Toranzo, A., & Magarinos, B. (2014). Estudio Filogenético De
Edwardsiella tarda Mediante Polimorfismo De La Longitud De Los Fragmentos
Amplificados ( AFLP ). Taxon, July, 1-3.

CDC; OMS. (2009). Manual para las pruebas de identificacion y suceptibilidad antimicrobiana.

Medicina y Laboratorio, 15(11-12), 549-587.

Chong, R. (2011). Alimentos ricos en flavonoides y sus beneficios a la salud.
http://repositorio.unsm.edu.pe/bitstream/handle/11458/3564/FIAl - Rodrigo Grey Chong
Tuesta.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Choudhury, T. G., Gupta, S. K., & Samchetshabam, G. (2017). Edwardsiellosis : An
Emerging Disease in Indian Aquaculture. Aquaculture Times, 3(2), 38-40.

Delange, D. M., Luisa, C., & Rico, M. (2016). Identification of polyphenolic acids in the
methanolic extract from Terminalia catappa Linn leaves. Revista Cubana de Plantas
Medicinales, 21(2), 223-233. http://scielo.sld.cu

Duarte, J., & Pérez-Vizcaino, F. (2015). Cardiovascular protection by flavonoids.

Pharmacokinetic mystery | Proteccion cardiovascular con flavonoides. Enigma

60



farmacocinético. Ars Pharmaceutica, 56(4), 193-200.

Duarte Trujillo, A. S., Jiménez Forero, J. A., Pineda Insuasti, J. A., Gonzalez Trujillo, C. A.,
& Garcia Juarez, M. (2020). Extraccion de sustancias bioactivas de Pleurotus ostreatus
(Pleurotaceae) por maceracion dinamica. Acta Biologica Colombiana, 25(1), 61-74.
https://doi.org/10.15446/abc.v25n1.72409

Estrada-Reyes, R., Ubaldo-Suérez, D., & Araujo-Escalona, A. G. (2012). Los flavonoides y el
Sistema Nervioso Central. Los Flavonoides y El Sistema Nervioso Central, 35(5), 375—
384.

Gallegos-Zurita, M. (2016). Las plantas medicinales: principal alternativa para el cuidado de la
salud, en la poblacion rural de Babahoyo. An Fac Med, 77(4).

https://doi.org/10.15381/anales.v77i4.12647

Granados-Sanchez, D., Ruiz-Puga, P., & Barrera-Escorcia, H. (2008). Ecologia de la
herbivoria. Revista Chapingo, Serie Ciencias Forestales y Del Ambiente, 14(1), 51-63.

Guerra, D., Valdez, C., Orozco, D., & Fuentes, H. (2016). Guia para la identificacion de
especies de arboles y arbustos comunes en el agropaisaje de Guatemala.
https://books.google.com.ec/books?id=rDOfDgAAQBAI&pg=PA64&dqg=terminalia+cat
appa+descripcion+botanica&hl=es-
419&sa=X&ved=2ahUKEwj4kN7G2fLVAhV3RTABHe4 X AXMQBAEWANOECAIQAg

#v=onepage&q&f=false

Hevira, L., Zilfa, Rahmayeni, Ighalo, J. O., Aziz, H., & Zein, R. (2021). Terminalia catappa
shell as low-cost biosorbent for the removal of methylene blue from aqueous solutions.
Journal of Industrial and Engineering Chemistry, Xxxx.
https://doi.org/10.1016/j.jiec.2021.01.028

Hildebert, W., Bauer, R., Melchart, D., Gen-Xiao, P., & Staudinger, A. (2011).

Chromatographic Fingerprint Analysis of Herbal Medicines: Thin-layer and ... - Google

61



Libros.

Klimczak, 1., Matecka, M., Szlachta, M., & Gliszczynska-Swiglo, A. (2007). Effect of storage
on the content of polyphenols, vitamin C and the antioxidant activity of orange juices.
Journal of Food  Composition and  Analysis, 20(3-4), 313-322.

https://doi.org/10.1016/j.jfca.2006.02.012

Mariaca, C. J., & Uribe, P. (2016). Oxidacion y antioxidantes : hechos y controversias. 3, 162—

173.

Oyeleye, S. I., Adebayo, A. A., Ogunsuyi, O. B., Dada, F. A., & Oboh, G. (2018). Phenolic
profile and Enzyme Inhibitory activities of Almond (Terminalia catappa) leaf and Stem
bark. International Journal of Food Properties, 20(3), S2810-S2821.

https://doi.org/10.1080/10942912.2017.1375945

Pefarrieta, J. M., Tejeda, L., Mollinedo, P., Vila, J. L., & Bravo, J. A. (2014). [Compuestos
fendlicos y su presencia en alimentos]. Phenolic Compounds in Food. Revista Boliviana
De Quimica, 31, 68-81. https://www.redalyc.org/pdf/4263/426339682006.pdf

Rodriguez-Maturino, A., Troncoso-Rojas, R., Sanchez-Estrada, A., Gonzalez-Mendoza, D.,
Ruiz-Sanchez, E., Zamora-Bustillos, R., Cecefia-Duran, C., Grimaldo-Juarez, O., &
Aviles-Marin, M. (2015). Efecto antifungico de extractos fenolicos y de carotenoidesde
chiltepin (Capsicum annum var. glabriusculum) en Alternaria alternata and Fusarium
oxysporum. Revista Argentina de Microbiologia, 47(2), 72-7117.

https://doi.org/10.1016/j.ram.2014.12.005

Santamaria, C., Martin Gonzélez, A., & Astorga, F. (2015). Extractos vegetales, aplicacion para
la reduccion del estrés. NutriNews, 75-80. https://nutricionanimal.info/download/0315-

ena-WEB.pdf

Sepulveda-Vazquez, J., Torres-Acosta, J. F., Sandoval-Castro, C. A., Martinez-Puc, J. F., &

62



Chan-Pérez, J. 1. (2018). La importancia de los metabolitos secundarios en el control de
nematodos gastrointestinales en ovinos con énfasis en Yucatan, México. Journal of the
Selva Andina Animal Science, 5(2), 79-95.

https://doi.org/10.36610/j.jsaas.2018.050200079

Valencia, M. (2018). METODOS DE EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE LA
SEMILLA DE MORINGA (Moringa oleifera). 53(9), 1689-1699.

http://recursosbiblio.url.edu.gt/tesisjrcd/2018/06/17/VValencia-Maylin.pdf

Verjan, N., Iregui, C. A., & Hirono, I. (2012). Edwardsiellosis, common and novel
manifestations of the disease: A review. Revista Colombiana de Ciencia Animal, 5(1), 82—

90.

Yakubu, Y., Talba, A. M., Chong, C. M., Ismail, I. S., & Shaari, K. (2020). Effect of Terminalia
catappa methanol leaf extract on nonspecific innate immune responses and disease
resistance of red hybrid tilapia against Streptococcus agalactiae. Aquaculture Reports,

18(August), 100555. https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2020.100555

63



Anexos

Anexo 1. Tamizaje Fitoquimico. Pruebas Positivas

Ensayo Dragendorff

-

Hojas verdes y senescentes Hojas senescentes
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Ensayo Cloruro Férrico
Hojas verdes y senescentes Hojas senescentes
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Ensayo Shinoda

Hojas verdes y senescentes Hojas senescentes
| &l .l
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Anexo 2. Resultados del programa estadistico InfoStat

Cuantificacion de fenoles en hojas senescentes de Terminalia catappa.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 12,75 27 0,47 17,51 <0,0001
Tiempo 9,91 3 3,30 52,52 <0,0001
Tramientos 1,56 6 0,26 4,13 0,0017
Tiempo*Tramientos 1,28 18 0,07 1,13 0,3489
Exrrorx 3,52 56 0,06
Total 16,27 83

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,20493
Error: 0,0629 gl: 56
Tiempo Medias n E.E.

120 1,34 21 0,05 A

S0 0,90 21 0,05 B

45 0,66 21 0,05 c

30 0,41 21 0,05 D

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,31309
Error: 0,0629 gl: 56
Tramientos Medias n E.E.

E6 1,04 12 0,07 A
El 0,94 12 0,07 A B
ES 0,87 12 0,07 A B
E3 0,86 12 0,07 A B
E2 0,81 12 0,07 A B
E4 0,64 12 0,07 B
E7 0,64 12 0,07 B

Medias con una letra comin no son significativamente difserentes (p > 0,05)
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=0,80077

Test:Tukey Alfa=0,05

Error

29 gl: 56

0,06

Tiempo Tramientos Medias n E.E.

120
120
120
120
120
120
120
90

1,52 30,14 2
l,4¢ 3 0,14 2

EG

E2

1,38 30,142 B

E3

1,33 30,14A B C

El

1,29 30,14A B C D

E4

1,26 30,14A B C D

ES

1,17 30,14A B C D E

E7

l,1¢ 30,14aA B C D E

ES

1,15 30,142 B C D E

E¢

90

1,02 30,14A B C D E F

El

S0

0,93 30,142 B C D E F G

El

45
30
S0
45
90

0,89 30,142 B C D E F G

0,88

E¢

30142 B C D E F 6

E3

0,77 30,14A B C D E F G

E2

0,7¢ 30,142 B C D E F G

E7

0,7¢ 3 0,14A B C D E F G

ES

45
S0
45
45
90

0,7 30,142 B C D E F G

E2

0,74 30,14A B C D E F G

0,58

E3

B CDETFG

30,14

E¢

C DEFG

0,55 30,14
0,50 30,14
0,42 3 0,14
0,42 30,14
0,41 30,14
0,32 30,14
0,31 30,14
0,25 30,14
0,21 3 0,14

E4

D EF G

El

30
30
45
45

F
F

E3

E4

E7

E4

30

ES

30
30
30

E2

E7

Nediaz conm uns letra comuin no som significativanmente diferentez (p > 0,05)

Elaborado por: Las autoras, 2021
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Cuantificacion de fenoles en mezcla de hojas de Terminalia catappa.

Analisis de la varianza

Variable N R* Rf Aj

Ccv

Absorbancia 84 0,89 0,84 19,03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3,98 27 0,15 17,34 <0,0001
Tiempo 2,43 3 0,81 95,16 <0,0001
Tratamientos 0,86 6 0,14 16,80 <0,0001
Tiempo*Tratamientos 0,70 18 0,04 4,55 <0,0001
Error 0,48 56 0,01
Total 4,46 83

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,07535

Error: 0,0085 gl: 56

Tiempo Medias n E.E.

120 0,68 21 0,02 A

S0 0,59 21 0,02 B

45 0,42 21 0,02 c

30 0,24 21 0,02 D

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS-0,11312

Error: 00,0085 gl: 56
Tratamientos Medias n E.E.

E2 0,57 12 0,03 A

E4 0,56 12 0,03 A

E3 0,55 12 0,03 A

ES 0,5¢ 12 0,03 A

Ee 0,51 12 0,03 A

E7 0,34 12 0,03 B
El 0,31 12 0,03 B
Medias con una

letre comin no son significativamente diferentes (p

> 0.08)
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,629443

Error: 0,0085 gl: 56

Tiempo Tratamientos Medias n E.E.

120

B2g

120
S0
120

45
S0
S0
120
S0
45
45
45
45
30
45
S0
30
45
12¢
30
30
30
30
30

E2
Eq
E23
E2
Eq
ES
E3

Ee
ES
ES
El

E7
EE
EE
E3
E2
Ed
E¢
E7
E7

ES
El
El
E2
E4
E2

E7
El

0,88 3 0,05 A

c,22 30,0524

0,87 2 0,05 A

0,72 30,054 B

¢,7¢ 30,057 B

c,68 30,0524 B C

c,68 20,0542 B C

0,66 30,0524 B C

0,60 30,054 B C D

¢,60 230,052 B C D

¢,5¢ 20,0524 B C D

6,55 3 0,08 B CDE

0,55 3 0,05 B CDE

¢,s2 30,05 B CDETF
0,42 3 0,05 B CDETFEGC
G,40 3 0,05 € D EFE 'S
0,40 3 0,08 C D EE'6
¢,32 30,05 D EEG
e,32 30,05 B E-E G
¢,31 3 0,08 DETFPG
0,3¢ 30,08 EF G
¢,28 30,05 EEG
.27 30,05 E P G
6,27 3 0,08 EE 'S
0,2¢ 30,08 E E 6
¢.25 30,05 F €
0,18 3 0,05 G
0,10 3 0,08

ot i o Moot B MM

Muftan con una [efre comun no son signt froef vesents oft ferwnfeae (B >

Elaborado por: Las autoras, 2021
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Microdilucion en caldo

Anexo 3. Comparacién del indculo con la prueba de Mc Farland.

Prueba de Mc Farland

Anexo 5. Comparacion del inéculo con la prueba de Mc Farland.

Elaborado por: Las autoras, 2021
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