Revista P de Medicina Int i 4

ISSN: 2415.2692 mESSalud

@IS0
BY NC SA

[ ARTICULO ORIGINAL @Y

http://dx.doi.org/10.26722/rpmi.2020.54.185

Sustancias hioactivas y actividad antioxidante de frutales nativos de paramos y
bosques de neblina del norte peruano

Bioactive substances and antioxidant activity of native fruit trees from moorlands and
cloud forests in northern Peru

Fidel A. Torres-Guevara =, Mayar L. Ganoza Yupanqui? Luz A. Suarez-Rebaza®

" Asociacion para la Ciencia e Innovacion Agraria de la Red Norte - AgroRed Norte, Piura, Pert.
2 Departamento de Farmacologia, Facultad de Farmacia y Bioguimica, Universidad Nacional de Trujillo, Trujillo, Peru.
s Departamento de Farmacotecnia, Facultad de Farmacia y Bioguimica, Universidad Nacional de Trujillo, Trujillo, Peru.

Recibido: 10/10/2020  Aprobado: 30/10/2020

Informacion del articulo

RESUMEN

Objetivos. Determinar los principales tipos de sustancias bioactivas, contenido de polifenoles Correspondencia

y actividad antioxidante de cinco frutales nativos de paramos y bosques de neblina del norte Fidel A. Torres Guevara

peruano. Materiales y métodos. Cinco frutales nativos (Gaultheria reticulata «ushpa», 962377390

Hesperomeles obtusifolia «sachén», Physalis peruviana «tungay», Rubus robustus «muyaca»  fidel.torres@agrorednorte.org.pe

y Symplocos nuda «chimicuno»”) fueron evaluados mediante analisis fitoquimico preliminar, Conflictos de interés

contenido de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteau y la actividad antioxidante, | ¢ autores no reportan conflictos
mediante tres métodos (DPPH, ABTS y CUPRAC) en tres sistemas de extraccion (decoccion, de interés.

etanol 45% y etanol 96% acidulado). Resultados. Los frutales nativos «ushpa» y «sachén» de

los paramos; «muyaca» y «chimicuno» de los bosques de neblina contienen de 4 a 5 tipos Fuente de financiamiento )
de sustancias bioactivas (compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas y triterpenoides/ tg:ggﬁﬁ;iié?daran no tener conflic-
esteroides). Las especies contienen valores significativamente altos de polifenoles en el

extracto acuoso por decoccidn que se encontraron entre 62,30 + 2,49 y 5,36 + 0,20 mg de

equivalentes acido gélico/g de fruto liofilizado. La actividad antioxidante, bajo tres sistemas  Citar como: Torres-Guevara FA, Gano-
de extraccion y tres métodos de andlisis mostrd valores significativamente altos entre 1,43 g?lstY:r?CaigSqL;)Iiol;/lcl;:‘ivzs?/r(;;ileig:éaal‘%::
+ 1,19 y 413,92 + 4,09 mg de equivalentes de Trolox/g fruto liofilizado. Conclusiones. Las oxidante de frutales nativos de péra-
sustancias bioactivas identificadas, el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante ~ mos y bosques de neblina del norte
por DPPH, ABTS y CUPRAC, determinan las potencialidades fitoquimicas que le dan valor peruano. Rev Peru Med Integrativa.
nutraceUtico a estos frutales nativos. 2020; 5(4):129-34. doi: http://dx.doi.
Palabras clave: Frutas; Antioxidantes; Peru, Gaultheria; Physalis; Rubus; Hesperomeles; org/10.26722/rpmi.2020.54.185
Symplocos (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Objectives. To determine the main types of bioactive substances, polyphenol content and
antioxidant activity of five native fruit trees of Paramos and Cloud Forests of Northern Peru.
Materials and methods. Five native fruit trees (Gaultheria reticulata "ushpa", Hesperomeles
obtusifolia "sachén", Physalis peruviana "tungay", Rubus robustus "muyaca" and Symplocos
nuda "chimicuno") were evaluated by preliminary phytochemical analysis, polyphenol content
by Folin-Ciocalteau method and antioxidant activity by three methods (DPPH, ABTS and
CUPRAC) in three extraction systems (decoction, ethanol 45% and ethanol 96% acid). Results.
The native fruit trees "ushpa" and "sachon" of the Paramos; "muyaca" and "chimicuno" from
Cloud Forests contain 4 to 5 bioactive substances (phenolic compounds, flavonoids, saponins
and triterpenoids/steroids). The species contain significantly high values of polyphenols in
the aqueous extract by decoction that were found between 62.30 £ 2.49 and 5.36 £ 0.20 mg
Gallic Acid equivalents/g of lyophilized fruit. The antioxidant activity, under three extraction
systems and three analysis methods, showed significantly high values between 1.43 + 1.19
and 413.92 + 4.09 mg of Trolox equivalents/g lyophilized fruit. Conclusions. The bioactive
substances identified, the polyphenol content and the antioxidant activity by DPPH, ABTS and
CUPRAC, determines the phytochemical potentialities that give nutraceutical value to these
native fruit trees.

Key words: Fruit; Antioxidants; Peru; Gaultheria,; Physalis; Rubus; Hesperomeles; Symplocos
(Source: DeCS).
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INTRODUCCION

Las especies frutales nativas silvestres, conocidas vy
consumidas, que se desarrollan en los ecosistemas de
paramos y bosques de neblina representan una fuente
nutricional indiscutible, un medio de fortalecimiento
de la salud, especialmente por contener sustancias
bioactivas (SBA) que fortalecen el sistema inmune. Sin
embargo, presentan limitadas investigaciones sobre
sus fitoconstituyentes y potencial uso nutracéutico
con actividad antioxidante, lo que impide estandarizar
su consumo para manejarlas o producirlas de manera
controlada y en cantidades suficientes para procesarlas
como innovaciones alimenticias y nutracéuticas V.

La creciente demanda por alimentos saludables hace que
las especies frutales sean motivo de nuevos enfoques de
investigacion, en respuesta al interés de los mercados
diferenciados, por tratarse de los principales alimentos
vegetalesnutricionales,algunosconimportantesfunciones
terapéuticas y otras que contribuyen al fortalecimiento del
sistemainmune ?, lo que repercute en el incremento delas
investigaciones sobre sus potencialidades nutracéuticas,
inmunomoduladoras e inmunopotenciadoras ® que
ofrecen mayor valor agregado a las especies frutales
silvestres de los paramos y bosques de neblina de los
Andes del norte peruano “. Son diez especies frutales
nativas cultivadas, mas consumidas y producidas en el
agroecosistema del entorno de los bosques de neblina. Sin
embargo, se registran aproximadamente veinte especies
silvestres no cultivadas consumidas, que se distribuyen
en el bosque de neblinay los paramos 9, Estas especies
estdan someramente descritas y su analisis fitoquimico es
incipientemente abordado #.

El vacio cientifico por cubrir en la valorizacién de dichas
especies frutales nativas, es que, ademas de una precisa
descripcién y determinacién taxondmica, se debe
realizar el andlisis fundamental de la riqueza fitoquimica
mediante la determinacién de los principales compuestos
bioactivos que poseen, como los compuestos fendlicos
(CF) que brindan la capacidad antioxidante de la planta y
la cuantificacién de la actividad antioxidante misma © 1),

El objetivo del presente estudio fue determinar los
principales tipos de sustancias bioactivas, su contenido
de polifenoles y la actividad antioxidante en tres sistemas
de extraccion y tres métodos de andlisis de cinco frutales
nativos de paramosy bosques de neblina del norte peruano.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y determinacion de las especies

Las especies Gaultheria reticulata Kunth «ushpa» vy
Hesperomeles obtusifolia (Pers.) Lindl. «sachdn» fueron
colectadas en las zonas de paramos (entre 3000 y 3500 m
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de altitud); Physalis peruviana L. «tungay», Rubus robustus
C. Presl «muyaca», y Symplocos nuda Bonpl. «chimicuno»
fueron colectadas en los bosques de neblina (entre 2800y
1700 m de altitud) del distrito de El Carmen de la Frontera
de la provincia de Huancabamba, de marzo de 2019 a
febrero de 2020. Se seleccionaron cinco especies con
gran potencial desde el conocimiento de los comuneros
expertos. Las especies se sometieron a determinacion
taxondmica en el Herbario «Isidoro Sdnchez» (CPUN), de
la Universidad Nacional de Cajamarca.

Reactivos y solventes

Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), 4cido galico
(Merck), acetato de sodio anhidro (J.T. Baker), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (Sigma-Aldrich), acido (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox, Sigma-Aldrich),
2,2'- Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato de amonio)
(Sigma-Aldrich), neocuproina (Sigma-Aldrich), carbonato
de sodio (J.T. Baker), cloruro cuprico dihidratado (Merck),
acetato de amonio (J.T. Baker), y etanol 96% (CKF).

Identificacion de sustancias bioactivas

Se identificaron las sustancias bioactivas mediante marchas
fitoquimicas modificadas. Se emplearon tres solventes
(diclorometano, etanol y agua). Se realizaron reacciones
de coloracién y precipitacion para identificar alcaloides
(reaccién de Mayer y reaccion de Wagner); antocianinas
(cambio de pH con hidroxido de sodio y con acido);
antraquinonas (reaccion de Boérntrager); compuestos
fendlicos (reaccion con cloruro férrico); cumarinas (reaccion
de Baljet); triterpenoides y/o esteroides (reaccion de
Liebermann-Burchard); flavonoides (reaccion de Shinoda);
saponinas (ensayo de la espuma) y taninos (reaccién con
cloruro férrico) (-4,

Preparacion de los extractos

Se prepararon tres sistemas de extraccién: un acuoso por
decoccién y dos hidroalcohélicos por sonicacion (etanol
45% vy etanol 96%/H+ a pH 1). Los extractos fueron
preparados a partir de los frutos liofilizados al 10% de
peso/volumen de sistema de extraccién (19,

Anadlisis del contenido de polifenoles

Se realizd mediante el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu, usando el acido galico como estandar
en el rango de 0,02 a 0,16 mg/mL y el contenido de
polifenoles en los frutales nativos fueron expresadas
en mg de equivalentes de acido galico por gramo de
fruto liofilizado (mg EAG/g FL) 7. Tanto las soluciones
de estandar como las muestras fueron analizadas por
triplicado. Para el ensayo se tomaron 25 ulL del extracto y
se adicionaron en una microplaca de 96 pocillos, luego se
afiadieron 125 pl del reactivo Folin-Ciocalteu al 10%, se
agitd a 45 °C por 20'. Posteriormente, se afiadieron 100 pL
de carbonato de sodio al 7% y se dejé reaccionar por 10’
en oscuridad, se leyd a 760 nm (18:20),
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Tabla 1. Compuestos bioactivos de frutales nativos de pdramos vy
bosques de neblina del norte peruano

Frutal nativo

wv
4
B
o
©
=
<

Antocianinas
Antraquinonas
Compuestos
fendlicos
Cumarinas
Triterpenoides
y/o esteroides
Flavonoides
Saponinas

Gaultheria reticula-

ta Kunth «ushpa»

Hesperomeles obtu-

sifolia (Pers.)Lindl. 0 0 0 1 1 1 1 1 0
«sachoén»

Physalis peruviana
L. «tungay»

Rubus robustus C.
Pres| «muyaca»
Symplocos nuda
Bonpl. «chimicuno»
Ausencia (0). Presencia (1).

Actividad antioxidante por el radical DPPH

Se evalué mediante el método del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), utilizando Trolox como patrén de
referencia en el rango de 0,05 a 0,3 mg/mL, la actividad
antioxidante de los frutales nativos fue expresada en mg
de equivalentes de Trolox por gramo de fruto liofilizado
(mg ET/g FL). Se colocaron 10 pL del extracto y 300 pL de
DPPH 0,1 mM (preparado en etanol) en una microplaca de
96 pocillos, se dejo reaccionar por 15" y se cuantificd a 517
nm, todos los ensayos fueron evaluados por triplicado 7:2Y,

Actividad antioxidante por el radical cation ABTS

Se analizé mediante el método del radical catién del dcido
2,2’-azino  bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)  (ABTS),
utilizando Trolox como patrén de referencia en el rango de
0,05a 0,25 mg/mL, la actividad antioxidante de los frutales
nativos fue expresada en mg ET/g FL. Se colocaron 10 pL
del extractoy 300 pL de ABTS 7 mM (previamente activado
con K25208 2,45 mM) en una microplaca de 96 pocillos, se
dejo reaccionar por 15’ y se cuantificd a 517 nm, todos los
ensayos fueron evaluados por triplicado 722,

Capacidad antioxidante reductor de ion ctiprico (CUPRAC)

En el método de CUPRAC se utilizd Trolox como patrén de
referencia en el rango de 0,05 a 1,5 mg/mL, la capacidad
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Tabla 2. Contenido de polifenoles de frutales nativos de paramos y
bosques de neblina del norte peruano

Polifenoles (mg EAG/g FL)

Frutal nativo

D ‘o Etanol Etanol
ecoccion 45% 96%/H+

Gaultheria reticulata Kunth 62304249 12,6140,69°° 6 70£0,25°
«ushpa»
Hesperomeles obtusifolia 5 5540 56:  10,5340,515¢  8,6640,23¢
(Pers.) Lindl. «<sachon»
Physalis peruviana L. 15784133  1530+154° 11,66+0,34°
«tungay»
Rubus robustus C.Presl 15 0500115 4654077 11,601,06°
«muyaca»
symplocos nuda Bonpl. 536£0,20° 8324175  16,98+0,33°

«chimicuno»

a, b, ¢, d = grupos con diferencias significativas (p<0,05) (Prueba post hoc de
Tukey HSD)

antioxidante de los frutales nativos fue expresada en mg ET/g
FL. Se mezclaron 250 pL de CuCl2, 250 uL de neocuproina
(Nc), 250 pL de buffer acetato de amonio, 10 ulL del extracto
y 265 ulL de agua destilada en una microplaca de 96 pocillos,
se dejo reaccionar por 30" y se analizé a 450 nm, todos los
ensayos fueron evaluados por triplicado %24,

Analisis estadistico

El andlisis de varianza (ANOVA) y la comparacién multiple
(pruebapost hocde Tukey HSD) con un nivel de significancia
del 95% (p<0,05), fue aplicado para el contenido de los
polifenoles y las actividades antioxidantes de los frutales
nativos por tipo de extracto.

RESULTADOS

El conocimiento tradicional sobre las propiedades
nutricionales y terapéuticas de las especies vegetales
nativas (frutales nativos) asignadas por los conocedores
de las comunidades de los paramos y bosques nublados
del norte peruano (sierra de Piura), son verificadas en
términos de identificacion de sustancias bioactivas (Tabla
1) favorables a la salud, contenido de polifenoles (Tabla 2)
y su actividad antioxidante (Tabla 3 y Figura 1).

Tabla 3. Actividad antioxidante de frutales nativos de paramos y bosques de neblina del norte peruano

Actividad antioxidante (mg ET/g FL)

Frutal > . o
e Decoccion Etanol 45% Etanol 96%/H+
ABTS CUPRAC ABTS CUPRAC DPPH LN CUPRAC

«ushpa» 125,0343,11° 52,1943,47° 334,34+40,75° 115,52+4,98° 27,62+4,84°¢  83,91+0,94° 54,93+2,53°  76,27+8,02° 79,87+0,22¢
«sachon» 28,37#0,49° 61,15£1,19° 125,81+1,38° 151,83+11,72® 206,0949,35° 97,38+2,59°  95,67+4,86° 137,54+8,80° 103,26+1,76°
«tungay» 15,71+1,65¢ 41,64+0,71¢ 100,03+1,67° 31,194#3,53¢  15,56+3,90 105,61+2,03° 11,01#2,10°  1,43+1,19°  76,31+3,29¢
«muyaca»  14598+1,46° 54,15+4,05° 413,92+44,09°  86,20+544°  32,06+4,45°  66,06+2,31° 169,23+6,78" 40,43+6,90° 111,74+1,93°
«chimicuno» 2,13+0,56¢  14,14+1,84¢ 32,39+1,19¢ 11,02+1,00¢ 2,552,374 40,25+0,71¢  21,39%1,34¢  23,75#2,10° 72,08+1,96¢

a, b, ¢, d, e = grupos con diferencias significativas (p<0,05) (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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Figura 1. Actividad antioxidante (AA) de cinco frutales nativos en tres
sistemas de extraccion y tres métodos de analisis.

DISCUSION

En la Tabla 1 se muestra que «sachdn» y «chimicuno» son
las especies con mayor diversidad de sustancias bioactivas
(cinco), seguidas de «muyaca» y «ushpa», mientras que
«tungay» es la que presenta solo tres en la evaluacién.
Es decir que las dos primeras tienen el mejor rango de
sustancias bioactivas disponibles como medios potenciales
de adaptacion para enfrentar las condiciones cambiantes
de las diferencias locales del ambiente, como las que se
encuentran en progreso a nivel global como expresion
del cambio climatico ?®. Sin embargo, la presencia de
estas SBA en el tamizaje fitoquimico no necesariamente
garantiza su responsabilidad por el efecto deseado,
debido a que el tamizaje solo detecta su existencia, no
su concentracién. De otra parte, se puede observar que
SBA, como los CF y flavonoides, se encuentran en cuatro
de las cinco especies en estudio, seguido de las saponinas
y esteroides, lo que sugiere que el ambiente induce a la
sintesis de estos compuestos como medios de adaptacién
aél ),

Los mayores valores de contenido de polifenoles se
registran en el extracto acuoso por decoccion entre 62,30
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+2,49y 5,36 + 0,20 mg de equivalentes de 4cido galico/g
de fruto liofilizado, para «ushpa», «muyaca”, «tungay»
y «sachén»; estadisticamente, existe una significativa
diferencia de superioridad de «ushpa» respecto a los
demas frutales. En conjunto, los valores de estas especies
son significativamente elevados en comparacion a otros
frutos tropicales de géneros similares que reportan entre
8,6 a 32,2 mg EAG/g ?7 %8, En el extracto hidroalcohdlico
de etanol 45% «tungay», «ushpa» y «sachdn» muestran
las mayores concentraciones, aunque con Vvalores
significativamente menores para los casos de «ushpa» y
«muyaca» respecto a la decoccion (Tabla 2). En el extracto
de etanol 96% acidificado a pH 1, solamente «chimicuno»
obtuvo altos valores relativos de 16,98 + 0,33 mg EAG/g
FL respecto a los otros sistemas de extraccién y frente
a las otras especies; probablemente se deba a que el
pericarpio del fruto «chimicuno» es muy duro (Tabla
2). Estos resultados resaltan la relevancia del uso de
diferentes sistemas de extraccion para identificar los
procedimientos apropiados segln las caracteristicas de
las especies a fin de aprovechar sus propiedades.

En general, es importante el hallazgo de que los mayores
valores se registran en el extracto acuoso de decoccidn, ya
que ello coincide con las formas en que son consumidos
por las familias agrarias cuando estos frutos son utilizados
con fines terapéuticos; ademas de su consumo en fresco,
a excepcion de «chimucuno», que para ser consumido
debe ser procesado como tostado o coccion.

La actividad antioxidante de las cinco especies muestra un
amplio rango de valores desde 1,43 + 1,19 hasta 413,92
+ 4,09 mg ET/g FL (Tabla 3) respecto a valores registrados
para frutos tropicales de ecosistemas similares que
reportan entre 2,2 y 74,9 mg ET/g #7?°32 Las especies
«muyaca» «sachén» y «ushpa»” han mostrado los
mayores valores en los tres sistemas de extraccion
y bajo los tres métodos de analisis (Figura 1). En el
caso de «muyaca» los mayores valores de su actividad
antioxidante se observan en los extractos acuosos por
decocciény de etanol 96% acidificado, cuando se emplean
los métodos DPPH y CUPRAC; «sachon» también presenta
sus valores maximos en los tres sistemas de extraccion
y especialmente con el método ABTS. También «ushpa»
expresa altos valores en los tres sistemas de extraccién y
en los tres métodos de analisis DPPH, ABTS y CUPRAC. De
otra parte, «chimicuno»” registra los valores mas bajos de
actividad antioxidante en los tres sistemas de extraccion y
con los tres métodos andlisis.

Usando los métodos DPPH y CUPRAC, con los extractos
acuosos por decoccion de las cinco especies, se
manifestaron valores equivalentes. Es decir, con ambos
métodos «muyaca», «sachon», «ushpa», «tungay» vy
«chimicuno» mostraron valores de mayor a menor en
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el mismo orden. Estos dos métodos con los extractos
de etanol 96% acidificado, también expresaron valores
equivalentes para tres de las cinco especies: «muyaca»,
«sachén» y «ushpa». Usando ABTS «sachdon» mostré
valores maximos con los tres sistemas de extraccidon y, con
este mismo método, los extractos de decoccidn y etanol
45% de las cinco especies manifestaron también valores
equivalentes en el orden de mayor a menor; «sachdny,
«muyaca», «ushpa», «tungay» y «chimicuno».

Las especies estudiadas a partir del conocimiento local,
han mostrado importantes propiedades fitoquimicas que
permite valorizarlas no solo como alimentos nutricionales,
sino también como aportantes en propiedades
terapéuticas, por el tipo y concentracién de sustancias
bioactivas que poseen que les dan capacidad y actividad
antioxidante.

Es importante resaltar los significativamente altos
valores, tanto en el contenido de polifenoles como de
la actividad antioxidante, de las cinco especies bajo
el sistema de extraccién acuoso por decoccion, por la
ventaja econdmica que puede tener en la generacién
de innovaciones como productos naturales terapéuticos
y nutracéuticos elaborados en las zonas rurales de las
familias que aportaron sus conocimientos para orientar
las investigaciones fitoquimicas. También, la importancia
del empleo de los tres métodos de andlisis, que permite
detectar la presencia de compuestos bioactivos, asi como
la actividad antioxidante que otros métodos no detectan.

Por ello, se puede concluir que las sustancias bioactivas
(compuestos  fendlicos, flavonoides, saponinas vy
triterpenoides/esteroides) identificadas, el contenido de
polifenoles y la actividad antioxidante por DPPH, ABTS y
CUPRAC, determinan las potencialidades fitoquimicas
que le dan valor nutraceutico a estos frutales nativos.
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