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RESUMEN

Este estudio evalué la actividad antioxidante, el potencial inhibitorio sobre la a-amilasa
y la composicion quimica de la céscara, la pulpa y la semilla de frutos nativos de la
regibn amazonica, tales como: el morete (Mauritia flexuosa L. f) y el ungurahua
(Oenocarpus bataua Mart). Para evaluar la inhibicion enzimatica, se utilizé la a-amilasa
de pancreas porcino y los resultados se reportaron en valores de ICso (ug/mL). La
actividad antioxidante se midi6é a través de ensayos de eliminacién del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), poder de reduccion antioxidante del ion férrico (FRAP) y
el método de decoloracién ABTS (sal de diamonio 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolina-6-
acido sulfénico), estos resultados se reportaron como capacidad la antioxidante
equivalente al trolox (TEAC) e ICso. El contenido total de flavonoides y de compuestos
fendlicos, se cuantificO por espectrofotometria. Los resultados mostraron que los
extractos de la cdscara de morete, semilla y pulpa de ungurahua tuvieron el mayor
contenido total de compuestos fendlicos (2381.0 £ 24.2, 2250.8 £ 6.2 y 967.4 + 0.6 mg
EAG/100 g DW, respectivamente); estos resultados fueron consistentes en los ensayos
antioxidantes e inhibiciébn enzimatica. Mientras que los extractos de la cascara de
morete, cascara y semilla de ungurahua tuvieron el mayor contenido total de flavonoides
(16.1 £ 0.4,6.9+ 0.2 y5.35 + 0.04 mg EQ/100 g DW, respectivamente). Ademas, se
identificaron metabolitos secundarios a través de Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiencia acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem (UPLC-MS/MS),
revelandose la presencia de quercetina, rutina, (-)-epicatequina. (+)-catequina y acido
neoclorogénico.

Palabras claves: Oenocarpus bataua Mart, Mauritia flexuosa L. f, inhibicion enzimatica,
actividad antioxidante, nutracéuticos.
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ABSTRACT

This study evaluated the antioxidant activity, inhibitory potential on a-amylase and
chemical composition of peel, pulp and seed of native fruits from the Amazon region,
such as morete (Mauritia flexuosa L. f) and ungurahua (Oenocarpus bataua Mart).
Porcine pancreatic a-amylase was used for enzymatic inhibition and the results were
reported in ICsp values (ug/mL). Antioxidant activity was measured by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl free radical scavenging assays (DPPH), ferric ion antioxidant reducing
power (FRAP) assay and ABTS (diammonium salt 2,2"-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-
6-sulfonic acid) discoloration method, these results were reported as trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) and ICso. The total phenolic compounds and flavonoids
content were quantified via spectrophotometry. The results showed that the morete peel,
the ungurahua seed and pulp extracts had the highest total phenolic compounds content
(2381.0 £ 24.2, 2250.8 £ 6.2 and 967.4 + 0.6 mg EAG/100 g DW, respectively). These
results were consistent with antioxidant and enzyme inhibition assays. While the morete
peel, the ungurahua peel and seed extracts had the highest total flavonoid content (16.1
+ 0.4, 6.9 £ 0.2 and 5.35 = 0.04 mg EQ/100 g DW, respectively). In addition, several
secondary metabolites were identified through Ultra Performance Liquid
Chromatography coupled to Tandem Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS), including
guercetin, rutin, (-)-epicatechin, (+)-catechin and neochlorogenic acid was revealed.

Keywords: Oenocarpus bataua Mart, Mauritia flexuosa L. f, antioxidant activity,
enzymatic inhibition, nutraceuticals.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes

Ecuador es un pais ubicado en una zona tropical de Sudamérica, y cuenta con un area
de 283 791 Km? donde se puede encontrar una gran biodiversidad por unidad de area.
La diversidad vegetal de Ecuador es el resultado de la combinacién de factores como:
el clima, topografia y orografia, los cuales hacen posible encontrar aproximadamente 17
000 especies botanicas [1]. La Amazonia ecuatoriana es la region con mayor diversidad
biolégica y diversidad cultural humana [2]. Los pobladores nativos de esta region poseen
saberes ancestrales como el uso de especies vegetales para el tratamiento de
enfermedades [3]. Por otro lado, existen frutos con mucho potencial nutricional que se
cultivan en las fincas amazonicas, no solo como productos de autoconsumo sino
también para su comercializacion [4]. Por ejemplo, las palmas poseen una multiplicidad
de usos, por lo que se consideran como referentes culturales de la poblacion
ecuatoriana [5].

En Ecuador se han registrado 136 de especies de palmas, de las cuales al menos 105
especies brindan beneficios tales como: alimento, material de construccion y
subsistencia econémica. La Amazonia tiene 73 especies de palmas, dentro de este
grupo se encuentran Mauritia flexuosa L. f y Oenocarpus bataua Mart [5]. Mauritia
flexuosa L. f, frecuentemente conocida como morete, moriche [6], buriti [7] y aguaje [8],
es una palma neotropical perteneciente a la familia Arecaceae. Estas se distribuyen
comunmente en zonas cercanas a rios y pantanos a traves de la cuenca amazonica, en
territorios como Brasil, Perl, Colombia, Trinidad y Tobago, Panama, las Guyanas,
Venezuela, Bolivia y Ecuador [9]. Estudios sobre M. flexuosa L. f muestran que la
cascara, pulpa y el endocarpio contienen fenoles, flavonoides [10][11][12] y poseen
actividad antimicrobiana y antioxidante [13]. Adicionalmente, se ha reportado la
presencia de compuestos bioactivos como carotenoides, tocoferoles, acido ascoérbico,
fitoesteroles y acidos grasos mono y poliinsaturados [14][15]. Debido a las propiedades
nutracéuticas que poseen los frutos de morete se pueden crear varios productos, como
aceites a base de la cascara y pulpa, harinas de la pulpa y formulaciones para potenciar

estas propiedades [16][17].



Oenocarpus bataua Mart, frecuentemente conocida como ungurahua, shiwa [18] y
patawa, es una palma perteneciente a la familia Arecaceae. Estas palmas crecen en
zonas humedas y en suelos arenosos, distribuyéndose en territorios como Perd,
Guayana francesa, Bolivia, Brasil, Colombia, Venezuela y Ecuador [19]. La pulpa de
esta fruta se utiliza como alimento, cosmética y medicina [20], debido a su alto contenido
de vitamina A, vitamina E, acidos grasos, flavonoides, antocianinas, taninos

condensados, estilbenos y acidos fendlicos [12][19][21][22].

Como se menciond anteriormente, estos alimentos se conocen principalmente por su
composicion de &cidos fendlicos y flavonoides [13], los cuales se caracterizan por
poseer actividad antioxidante e inhibitoria de enzimas. Por lo que, es importante incluir
este tipo de alimentos en la dieta alimenticia para llevar una vida saludable, ya que son
capaces de neutralizar a los radicales libres. Existen varios productos vegetales, como
los ardndanos [23], que presentan una excelente actividad antioxidante, la cual se refiere
a la capacidad de cierta sustancia para inhibir la degradacion oxidativa [24] y proteger
al cuerpo humano de radicales libres, los cuales son moléculas reactivas que se
producen en los seres vivos derivados de los procesos fisioldgicos, y también pueden
ser de origen exdgeno [25][26]. Los radicales libres mas importantes son las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS) [26][27], las
cuales pueden inducir dafios oxidativos a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas
y acidos nucleicos. En consecuencia, estos dafios conllevan a condiciones
fisiopatol6gicas como la hipertension, enfermedades carcinogénesis y neuroldgicas,
aterosclerosis y diabetes [26][27][28][29][30]. Existen agentes protectores para
contrarrestar los dafios oxidativos que provocan los radicales libres, como la vitamina E
y C, el beta-caroteno, polifenoles y los flavonoides, presentes en los alimentos, los

cuales son excelentes agentes antioxidantes [31].

La accién de los antioxidantes sobre los sistemas biol6gicos supone varios mecanismos
de accion como la quelacién de iones metalicos, donacién de electrones, la regulacion
génica y la produccion de coantioxidantes [32]. La evaluacion de la actividad
antioxidante se lleva a cabo mediante métodos basados en la transferencia de atomos
de hidrogeno (HAT), poder reductor, quelacién de metales y transferencia de electrones
(ET). Dentro de este ultimo grupo, se encuentran métodos como la captacion del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), poder de reduccion antioxidante del ion férrico
(FRAP) y el ensayo de decoloracion ABTS (sal de diamonio 2,2'-azino-bis(3-

etilbenztiazolina-6-acido sulfénico) [33].



Ademas de la capacidad antioxidante que pueden presentar ciertos metabolitos
secundarios, estos también pueden presentar una capacidad inhibidora de enzimas [34]
[35] [36][37], la cual se refiere a la disminucion de la actividad enzimética. La inhibicién
de enzimas a-amilasas, que hidroliza al almidon [38][39], ayuda a reducir la
hiperglucemia postprandial. Por lo tanto, se puede establecer una via de control en el
desarrollo de la diabetes mellitus [40]. Los compuestos bioactivos como la miricetina y
la quercetina son conocidos por exhibir una capacidad inhibitoria contra a-amilasas, los
cuales se asocian a través de enlaces de hidrogeno e hidrofébicos [41]. Por ello, estos
compuestos son mejores frente a inhibidores comerciales, como la acarbosa el cual es
un inhibidor competitivo utilizado como farmaco para controlar el nivel alto de glucosa
en la sangre de personas con diabetes tipo 1l [42][43]. En este sentido, la presencia de
compuestos bioactivos en los frutos de M. flexuosa L. fy O. bataua Mart hacen posible
gue se les considere como alimentos funcionales que poseen propiedades antioxidantes
e inhibitorias de las enzimas a-amilasas. Por esta razén, estos frutos se podrian
considerar como una alternativa interesante para la inhibicion enzimatica, actuando de

manera similar a la acarbosa [15] [42][44].

1.2 Planteamiento del problema

Muchas de las enfermedades mencionadas anteriormente tienen una causa en comun,
la cual es el estrés oxidativo (EOx), que se define como el desequilibrio entre la
produccién de oxidantes y las defensas antioxidantes, por lo que generan dafios en los
sistemas bioldgicos [45][46]. Por ejemplo, alteracién de sistemas enzimaticos, la
peroxidacion de lipidos, el deterioro del metabolismo del glutation y la disminucion de
los niveles de vitamina C [47]. En este proceso se producen especies reactivas, las
cuales contribuyen a una patologia o son la principal causa de la misma. La diabetes de
tipo 2 originada por factores genéticos, alimenticios e insuficiencia de insulina, es un
ejemplo de una enfermedad causada por EOx [48][49][50][29]. Por ello, para reducir los
efectos del estrés oxidativo, es recomendable la incorporacion de alimentos funcionales
o derivados de los mismos con potencial terapéutico para aumentar la defensa

antioxidante [46].

De esta manera, los compuestos bioactivos como los polifenoles y flavonoides, pueden
ser una alternativa paliativa frente al EOx [51][52]. Estos metabolitos estan presentes en
los frutos de M. flexuosa L. f. y O. bataua Mart, por lo que es importante estudiarlos,

debido a su alto contenido nutricional. Ademas, estas palmas forman parte de las 71

3



especies de plantas con uso alimenticio en las chakras de la provincia de Napo [53][54].
Por ello, determinar el potencial antioxidante e inhibitorio sobre enzimas a-amilasas de
estos frutos ayudaria a considerarlos como alimentos funcionales que permitan reducir
el EOx y la absorcion de glucosa a través de la inhibicion enzimatica [55]. Estos frutos
pueden ser fuentes de antioxidantes e inhibidores naturales con potencial nutracéutico,
por lo que se puede establecer una estrategia innovadora para el control de la
hiperglucemia postprandial y otras enfermedades asociadas [50]. Un estudio en este
campo seria importante, ya que hasta el momento no existen investigaciones que
evalien la actividad inhibitoria de enzimas a-amilasas utilizando los frutos de M.

flexuosa L. f. y O. bataua Mart.

1.3 Justificacion de la investigacion

El termino nutracéutico (“alimento funcional”) fue acufiado por primera vez en 1989 por
Stephen De Felice, y se define como un alimento o una parte de este que puede brindar
beneficios médicos para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad [56]. Los
nutracéuticos pueden ser nutrientes aislados, productos a base de hierbas, suplementos
dietéticos, productos modificados genéticamente y productos procesados [56]. Los
nutracéuticos son alternativas para la medicina moderna, los cuales se clasifican en
funcion de las fuentes de alimentos (animales, plantas, microbios), el mecanismo de
accion (productos con actividad antioxidante, antibacteriano, antihipertensivo,
antiinflamatorio, anticancerigeno y antiagregado) y de la naturaleza quimica
(carbohidratos y sus derivados, acidos grasos, microorganismos, proteinas, compuestos
fendlicos, derivados isoprenoides y minerales). Las fuentes de alimentos utilizadas
como nutracéuticos son todas naturales y se pueden clasificar en fibras dietéticas,
probibticos y prebibticos, acidos grasos poliinsaturados, vitaminas antioxidantes,

polifenoles y minerales [56].

Por ello la importancia de estudiar los frutos de M. flexuosa L. f. y O. bataua Mart, a
través de ensayos antioxidantes y enzimaticos, para caracterizar cada parte del fruto y
establecer cudles de ellas poseen un potencial nutricional. De esta manera, se puede
aumentar su valor agregado u obtener nuevos productos derivados de las mismas con
propiedades nutricionales para tratar o prevenir enfermedades relacionadas al estrés

oxidativo.



1.4 Objetivos de lainvestigacion

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y potencial inhibitorio de la a-amilasa, asi como la

composicion fitoquimica del morete y ungurahua.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de la cascara,
pulpa y semilla de morete y ungurahua a través de ensayos como DPPH, ABTS
y FRAP.

o Correlacionar el contenido de fenoles totales y flavonoides totales con la

actividad antioxidante y la inhibicién enzimatica.

o Determinar el potencial inhibitorio de morete y ungurahua sobre la enzima a-

amilasa.

e Identificar las principales moléculas presentes en los extractos de los frutos de
interés a través de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia acoplada a
Espectrometria de Masas en Tandem (UPLC-MS/MS).



CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1 Recoleccion de frutas

Las muestras vegetales fueron recolectadas bajo el contrato marco de acceso a
recursos genéticos MAAE-DBI-CM-2021-151. Las frutas fueron recolectadas en la
parroquia de Puerto Napo, provincia de Napo (1°02’19.2”S 77°45’41.8"W), las cuales se
llevaron hasta el laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Regional
Amazonica Ikiam. De cada fruto se obtuvieron muestras de pulpa, cascara y semilla, las
cuales fueron almacenadas a -80 °C. Posteriormente, las muestras fueron liofilizadas
(Liofilizador BenchTop pro with Omnitronics), trituradas y almacenadas en refrigeracion
a-18 °C.

2.2 Preparacion de extractos etandlicos

Se pesaron las muestras liofilizadas de morete: cascara (14 g, CM), pulpa (14 g, PM) y
semilla (19 g, SM); y de ungurahua: cascara (20 g, UC), pulpa (19 g, UP) y semilla (25
g, US); y se sometieron a extraccion en solucion etanol-agua (70:30) en una relacion
1:10 (m:v). Estas muestras se maceraron por 24 horas bajo oscuridad, con 20 minutos
de ultrasonido a 50°C [57]. Posteriormente, los extractos fueron filtrados por gravedad
con papel filtro. Finalmente, los extractos etandlicos fueron concentrados con un
rotavapor (Buchi R-300) a una temperatura de 45 °C, y se almacenaron en viales a 3 °C
hasta su uso en los ensayos. El rendimiento de extraccién se calcul6 a través de la

siguiente ecuacion [58]:

masa de extracto concentrado
masa de muestra liofilizado

Rendimiento de extraccion (%)= *100 (1)

2.3 Andlisis fitoquimico

2.3.1 Cuantificacién del contenido total de polifenoles

El contenido total de polifenoles (CTP) se determiné con el método colorimétrico de

Folin-Ciocalteu con algunas modificaciones [59][60]. Para la curva de calibracion, se

prepararon 5 niveles de concentracion de &cido gélico (27 pg/mL, 54 pg/mL, 107 pg/mL,



215 pg/mL y 429 pg/mL) y un control positivo con una concentracion de 268 pg/mL. Las
concentraciones de las muestras (disueltas en etanol-agua destilada en proporcion 1:1)
fueron las siguientes: CM (879 pg/mL), PM (2 560 pg/mL), SM (2 540 pg/mL), UC (2 530
pg/mL), UP (1 000 pg/mL) y US (1 000 pg/mL). En tubos de ensayo, se mezclaron 100
pL de la muestra con 40 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu, seguido de 860 L de agua
destilada y se dejo en reposo durante 5 minutos. Después, se agregaron 100 L de la
solucion carbonato de sodio (7%), seguido de 900 pL de agua destilada y se dejo
reposar en la oscuridad durante 1 hora. Finalmente, se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 750 nm en un espectrofotbmetro UV-VIS (SHIMADZU UV-1280). El
contenido de polifenoles totales se expresdé en mg equivalente de acido galico (EAG)

por 100 g de muestra seca (DW).

2.3.2 Cuantificacion del contenido total de flavonoides

El contenido total de flavonoides (CTF) se determiné con el método colorimétrico clasico
con algunas modificaciones [61]. Para la curva de calibracion, se prepararon 6 niveles
de concentracion de quercetina (1.8 pg/mL, 2.8 pg/mL, 4.1 pg/mL, 7.0 ug/mL, 9.4 pg/mL,
11.7 pg/mL) y un control positivo con una concentracion de 5.9 pg/mL. Las
concentraciones de las muestras (disueltas en etanol-agua destilada en proporcion 1:1)
fueron las siguientes: CM (2 160 pg/mL), PM (2 440 pg/mL), SM (2 280 pg/mL), UC (1
392 pug/mL), UP (2 250 pg/mL) y US (2 060 pg/mL). En tubos de ensayo, se mezclaron
1 mL de la muestra con 1 mL de la solucion de tricloruro de aluminio (2%) y se dejé en
reposo bajo oscuridad durante 10 minutos. Las soluciones blanco se prepararon
mezclando 1 mL de cada muestra y 1 mL de etanol al 96%. Finalmente, se midi6 la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 429 nm en un espectrofotdmetro
UV-VIS. El contenido de flavonoides totales se expres6é en mg equivalente de quercetina
(EQ) por 100 g de muestra seca (DW).

2.4 Actividad antioxidante

2.4.1 Ensayo de eliminacién de radicales DPPH

La eliminacion de radicales DPPH se determiné mediante un ensayo modificado
[62][63], donde se utiliza como estandar al acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (trolox). Con la solucién trolox (disuelto en agua destilada) se prepararon 6
niveles de concentracion (10 puM, 50 uM, 80 uM, 100 uM, 200 uM y 400 uM). Para la
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determinacién del valor de ICso de las muestras (disueltas en etanol-agua destilada en
proporcion 1:1), se realizaron barridos de las mismas a 100 pg/mL para establecer
curvas dosis-respuesta con 6 niveles de concentracion (pg/mL). Para medir la
absorbancia de la muestra (A), se mezclaron 100 pL de la muestra, 100 pL de etanol al
96% y 50 pL de una solucién de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo 0.022% (DPPH). Para medir
la absorbancia de la muestra sin solucion DPPH (A’), se mezclaron 100 pL de la muestra
con 150 uL de etanol. Para medir la absorbancia de la solucién DPPH (A°), se mezclaron
200 pL de etanol con 50 uL de la solucién DPPH. Este ensayo se llevé a cabo en placas
multipocillos transparentes de 96 pocillos, las cuales se incubaron durante 30 minutos
bajo oscuridad en un agitador orbital (Orbit™ LS Low Speed Laboratory Shaker de
Labnet) a 60 rpm. Finalmente, las absorbancias se midieron en un espectrofotometro
para microplacas (Glomax Discover de Promega) a 490 nm. La actividad antioxidante
se expresd como porcentaje de inhibicion (% PI), ICso (ug/mL) Yy como capacidad
antioxidante equivalente al trolox (TEAC) [64]. Para ello se utilizaron las siguientes

ecuaciones:

%PI=| 1- <A/;'f‘> *100 )

Los valores de ICso se determinaron en el programa GraphPad Prism 9:

- 100
Y= (1+1 0((Log|Cso-X)* HillSlope)) (3)
TEACS ICs del trolox<“rg‘fl> “

ICg, de la muestra(%)

2.4.2 Ensayo de decoloracion de cationes radicales ABTS

Para la decoloraciéon del catién radical ABTS [65] se tom6 como estandar al trolox
(disuelto en etanol al 96%), con el cual se preparé una curva con 6 niveles de
concentracion (10 uM, 27 uM, 53 uM, 107 uM, 213 uM y 320 uM). Para la determinacion
del valor de ICso de las muestras (disueltas en etanol-agua destilada en proporcion 1:1),
se realizaron barridos de las mismas a 100 pug/mL para establecer curvas dosis-

respuesta con 6 niveles de concentracion (ug/mL). La solucién del radical ABTS se
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form6 luego de mezclar una solucién de la sal de diamonio 2,2-azino-bis (3-
etilbenztiazolina-6-acido sulfénico) 7.07 mM con una solucién de persulfato de amonio
2.45 mM y se dejo en incubar de 12-16 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
se diluyo la solucién con etanol al 96% hasta obtener una absorbancia de 0.70 a 751.5
nm. Para medir la absorbancia de la muestra (A), se mezclaron 150 pL de la muestra'y
2 850 pL de la solucion ABTS en un tubo de ensayo. Para medir la absorbancia de la
muestra sin solucién ABTS (A’), se mezclaron 150 pL de la muestra y 2 850 uL de una
solucion agua-etanol (1:2). Para medir la absorbancia de la solucion ABTS (A°), se
mezclaron 150 pL de una solucién agua-etanol y 2 850 L de la solucion ABTS. La
actividad antioxidante se expres6 como porcentaje de inhibicion (% PI), 1Cso (Lg/mL) y
como capacidad antioxidante equivalente al trolox (TEAC). Para ello se utilizaron las

ecuaciones 2, 3y 4, respectivamente.

2.4.3 Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

Para la reduccion férrica [66] se tomd como estandar al sulfato ferroso heptahidratado
(FeS0.4.7H20, disuelta en agua destilada), con el cual se prepararon 6 niveles de
concentracion para la curva de calibracién (0.09 mM, 0.20 mM, 0.39 mM, 0.59 mM, 0.78
mM y 0.98 mM). Las muestras se prepararon con una solucion buffer de acetato de
sodio (20mM, pH 3.6, con &cido acético glacial), y las concentraciones de las muestras
fueron las siguientes: CM (50 pg/mL), PM (307 pg/mL), SM (305 pg/mL), UC (304
pg/mL), UP (53 pg/mL) y US (50 pg/mL). Para preparar la solucion FRAP, se mezclo6 el
buffer de acetato de sodio, una solucién 2,4,6-tri (2-piridil)- s-triazina (TPTZ) (10 mM,
disuelta en HCI 40 mM) y una solucion de cloruro férrico hexahidratado (FeCls;.6H.0, 20
mM, disuelta en agua destilada) en una proporcion 10:1:1 (v:v:v) respectivamente. Para
medir la absorbancia de la solucion FRAP, en una placa multipocillos transparentes de
96 pocillos se colocaron 300 pL de la solucion FRAP y 40 pL de agua destilada. Para
medir la absorbancia de la muestra, se mezclaron 300 uL de la solucion FRAP, 30 uL
de agua destilada y 10 pL de muestra. Luego, se dejo6 incubar en la oscuridad a 37 °C
durante 4 minutos. Finalmente, se midieron las absorbancias en un espectrofotometro
para microplacas (Glomax Discover de Promega) a 600 nm. La actividad antioxidante

se expresé como umol equivalentes de Fe?* por g de muestra seca (DW).



2.5 Actividad enzimatica
2.5.1 Actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa

Para el ensayo de inhibicion de la enzima a-amilasa se utilizé una solucion de la enzima
a-amilasa de pancreas porcino [63][67]. La acarbosa fue utilizada como estandar, con
el cual se prepararon 6 niveles de concentraciéon (1.6 pg/mL, 24 pg/mL, 49 pg/mL, 98
pg/mL, 294 pg/mLy 490 pg/mL). Para la determinacion del valor de ICso de las muestras,
se realizaron barridos de las mismas a 100 pg/mL para establecer curvas dosis-
respuesta con 6 niveles de concentracion (ug/mL). En tubos de ensayo, se mezclaron
200 uL de muestra con 200 pL de una solucién de la enzima a-amilasa (2U/mL) que fue
disuelta en un buffer fosfato salino (Naz:HPO4/KH>PO, (0.02 M), con NaCl 0.006 M y pH
6.9), esta mezcla se dejo incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se afiadieron 200 pL de una solucién de almidén 1% (w/v) en agua destilada y se dejo
incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo afiadiendo
200 pL de acido dinitrosalicilico (1 % 3,5-acido dinitrosalicilico, 30% tartrato de sodio y
potasio tetrahidratado, 10 mL NaOH 2N en solucién acuosa). Los tubos se colocaron en
un bafio maria a 90 °C durante 10 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadieron 5 mL de agua destilada y se midieron las absorbancias a
540 nm utilizando un espectrofotometro UV-VIS (SHIMADZU UV-3600 Plus). Los
resultados se expresaron como ICs (ug/mL) y porcentaje de inhibicién de a-amilasa (%

aPl), para lo cual se utiliz6 la siguiente ecuacion:

B1-B2

% aPl= (Zgr—

)*100 (5)

B1: Abs control — Blanco reactivo

v Abs control: buffer fosfato salino (PBS) + enzima + almidén + &cido dinitrosalicilico
(DNS) + agua destilada.

v' Blanco reactivo: PBS + almidén + DNS + agua destilada.
B2: Abs muestra — Blanco

v' Abs muestra: muestra + enzima + almidén + acido dinitrosalicilico (DNS) + agua

destilada.
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v" Blanco: muestra +PBS + almidon + acido dinitrosalicilico (DNS) + agua destilada.

2.6 Identificaciéon de los principales compuestos fenodlicos y flavonoides por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia acoplada a Espectrometria de Masas en
Tandem (UPLC-MS/MS)

2.6.1 Preparacion de estdndares y muestras

Se prepararon soluciones madre de &cido galico, catequina, quercetina, epicatequina,
rutina, trans-cinamaldehido, acido 2-tiobarbiturico, isorhamnetina, Kaempferol, eugenol,
acido neoclorogénico y acido malico a una concentracién de 100 000 ng/mL. Después,
se prepararon 20 mL de solucion estandar de polifenoles (mezcla de los 12 estandares)
a 500 ng/mL. Esta solucién estandar de polifenoles se teste6 igual que las muestras, las
cuales se prepararon disolviendo 5 mg de los extractos en 1 mL de agua-etanol [1:1].

Finalmente, fueron centrifugados a 10 000 rpm durante 3 minutos.

2.6.2 Acondicionamiento del UPLC-MS/MS

La fase movil consistié en acido férmico al 0.1% en agua como disolvente A y acido
férmico al 0.1% en acetonitrilo como disolvente B. El perfil de gradiente fue de 1% B (0
min), 1% B (0.5 min), 100% B (8 min), 100% B (9 min), 1% B (9.01 min) y 1% B (10 min),
a un caudal de 0.5 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 10 uL. La ionizacion por
electro pulverizacion (ESI) se realiz6 en modo negativo para andlisis de masas. Las
condiciones de identificacion usadas fueron: voltaje de AT 3,5 kV; capilar 7 yA; voltaje
de la boquilla 500 V; delta EMV 300 V; flujo de gas 5 ml/min; temperatura del gas 350
°C; presion del nebulizador 45 psi; temperatura del gas envolvente 350 °C; flujo de gas

envolvente 11 ml/min; rango de escaneo 100-1200 m/z unidades.

2.6.3 Tratamiento de datos

En este estudio se realizé una identificacién de nivel 1 en mzMine, en la cual se verificd
el ion molecular, la distribucién isotopica y el tiempo de retencion (RT) de los 12
estandares con las muestras. Finalmente, se grafico la abundancia relativa con base en
la intensidad de los picos cromatograficos de los metabolitos presentes en las muestras

analizadas.
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2.7 Andlisis estadistico

Para el tratamiento de los datos se utilizé6 Microsoft Excel 2016 y GraphPad Prism 9.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los datos se expresaron en promedio *
desviacion estandar (X + o). Para los ensayos por espectrofotometria se determinaron:
el limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion (LQ) y porcentaje de recuperacion

(%R) como pardmetros analiticos de calidad para la validacion de los métodos.

CAPITULO lIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1 Resultados de los ensayos fitoquimicos

En la obtencién de los extractos etandlicos de la céscara, pulpa y semilla de
M. flexuosa L. f se obtuvieron los rendimientos de las extracciones de 13.0 %, 6.1 %,
4.2 %, respectivamente (Tabla 1). Por otro lado, los rendimientos de extraccion de la
cascara, pulpay semilla de O. bataua Mart fueron 3.7 %, 5.8 %, 6.3 %, respectivamente.
Con estos extractos etanodlicos se realizaron: la determinacion del contenido total de

polifenoles y flavonoides, la actividad antioxidante y la inhibicion enziméatica.

Tabla 1. Rendimiento de extraccion de los extractos etandlicos de
M. flexuosa L. f y O. bataua Mart.

Especie Muestra Rendimiento (%)
Cascara 13.0
Mauritia flexuosa L. f Pulpa 6.1
Semilla 4.2
Céscara 3.7
Oenocarpus bataua Mart Pulpa 5.8
Semilla 6.3

Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

En la cascara de M. flexuosa L. f se determind la mayor cantidad de flavonoides totales
con 16.1 + 0.4 mg EQ/100 g DW, seguido de la ciscara de O. bataua Mart con 6.9 + 0.2
mg EQ/100 g DW, semilla de O. bataua Mart con 5.35 + 0.04 mg EQ/100 g DW, pulpa
de M. flexuosa L. f con 5.1 £ 0.2 mg EQ/100 g DW, pulpa de O. bataua Mart con 4.42 +

0.02 mg EQ/100 g DW y semilla de M. flexuosa L. f con 4.02 = 0.19 mg EQ/100 g DW
12



(Tabla 2). Estos resultados fueron obtenidos mediante la curva de calibracion de
quercetina, donde la ecuacion de la recta fue Y= 0.0401X - 0.0088 y el R?=0.9957
(Anexo 1). El limite de deteccion del método fue de 0.267 pg/mL, el limite de
cuantificacion del método fue 0.337 pug/mL y el porcentaje de recuperacion del control
positivo fue 100.02 % (Tabla 3).

Tabla 2. Contenido de flavonoides y fenoles totales presentes en extractos etandlicos de la
cascara, pulpa y semilla de M. flexuosa L. f y O. bataua Mart.

Especie Muestra Flavonoides? Polifenoles®
Céscara 16.1+0.4 2381.0+24.2

Mauritia flexuosa L. f Pulpa 51+£0.2 219.8+6.9

Semilla 4.02 +0.19 92.7+20

Cascara 6.9+0.2 199.2+0.7

Oenocarpus bataua Mart Pulpa 4.42 +0.02 967.4+0.6
Semilla 5.35+0.04 2250.8+6.2

Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

Los resultados se expresan como X + ¢. 2 Contenido de flavonoides totales expresados
en mg equivalentes de quercetina por 100 g de muestra seca (mg EQ/100 g DW). P
Contenido de polifenoles totales expresados en mg equivalentes de &cido galico por 100
g de muestra seca (mg EAG/100 g DW).

En la cascara de M. flexuosa L. f se determiné la mayor cantidad de polifenoles totales
con 2 381.0 + 24.2 mg EAG/100 g DW, seguido de la semilla de O. bataua Mart con 2
250.8 + 6.2 mg EAG/100 g DW, pulpa de O. bataua Mart con 967.4 £ 0.6 mg EAG/100
g DW, cascara de O. bataua Mart con 199.2 + 0.7 mg EAG/100 g DW, pulpa de
M. flexuosa L. f con 219.8 + 6.9 mg EAG/100 g DW y semilla de M. flexuosa L. f con
92.7 + 2.0 mg EAG/100 g DW (Tabla 2). Estos resultados fueron obtenidos mediante la
curva de calibracion de acido galico, donde la ecuacién de la recta fue Y= 0.0038X -
0.0557 y el R?=0.9949 (Anexo 2). El limite de deteccion del método fue de 0.858 pg/mL,
el limite de cuantificacién del método fue 1.099 pug/mL y el porcentaje de recuperacion
del control positivo fue 99,1 % (Tabla 3).
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Tabla 3. Parametros analiticos de calidad de los métodos utilizados en la cuantificacion de
metabolitos de interés mediante espectrofotometria UV-VIS.

Parametros Flavonoides Polifenoles
LD? (ug/mL) 0.267 0.858
LQ" (ug/mL) 0.337 1.099
%R° (%) 100.02 99.1

al imite de deteccion, P Limite de cuantificacion y ¢ Porcentaje de recuperacion.
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

3.2 Resultados de los ensayos antioxidantes

En el ensayo de inhibicién de cationes radicales ABTS (Figura 1), el trolox como control
positivo mostré un ICsp de 34.3 ug/mL y el extracto con mayor actividad inhibidora fue la
semilla de O. bataua Mart con 20.1 + 0.2 ug/mL, seguido de la cascara de M. flexuosa L.
f con 35.2 + 0.5 pg/mL, pulpa de O. bataua Mart con 40.8 = 0.4 ug/mL, céscara de
O. bataua Mart con 222.4 + 1.6 ug/mL, pulpa de M. flexuosa L. f con 380.1 + 1.8 pg/mL
y semilla de M. flexuosa L. f con 975.5 + 5.3 pg/mL. Por otro lado, los resultados de la
capacidad antioxidante equivalente al trolox (TEAC) fueron los siguientes (Tabla 4),
donde la céscara de M. flexuosa L. f tuvo 507.8 £ 7.1 umol TE/g DW, seguido de la
semilla de O. bataua Mart con 410.0 = 3.4 umol TE/g DW, pulpa de O. bataua Mart con
128.4 £ 1.1 ymol TE/g DW, cascara de O. bataua Mart con 23.6 £ 0.2 umol TE/g DW,
pulpa de M. flexuosa L. f con 22.2 + 0.3 umol TE/g DW y semilla de M. flexuosa L. f con
6.63 £ 0.03 umol TE/g DW.
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IC50 [ug/mL]

400
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% 408 20.1

BB T

200
34.3 35.2
0 B A

MY 8

Trolox Céscara Pulpa Semilla Céscara Pulpa Semilla

Estandar Morete Ungurahua

Figura 1. Inhibicion de cationes radicales ABTS. Los resultados estan
expresados en ICso £ 0 (ug/mL).
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.
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En el ensayo de inhibicion de radicales DPPH (Figura 2), el trolox como control positivo
mostré un ICso de 14.9 pg/mL y el extracto con mayor actividad inhibidora fue la semilla
de O. bataua Mart con 17.0 £ 0.3 pg/mL, seguido de la pulpa de O. bataua Mart con 29.8
+ 0.3 pg/mL, céscara de M. flexuosalL. f con 31.2 + 0.7 pg/mL, cascara de
O. bataua Mart con 246.6 = 6.7 ug/mL, pulpa de M. flexuosa L. f con 329.7 + 4.9 ug/mL
y semilla de M. flexuosa L. f con 626.9 + 4,4 pg/mL. De la misma manera, los resultados
de capacidad antioxidante equivalente al trolox (TEAC) fueron los siguientes (Tabla 4),
donde la céscara de M. flexuosa L. f tuvo 248.3 + 5.3 umol TE/g DW, seguido de la
semilla de O. bataua Mart con 202.3 + 3.3 umol TE/g DW, pulpa de O. bataua Mart con
73.3 = 0.7 umol TE/g DW, pulpa de M. flexuosa L. f con 11.1 + 0.2 umol TE/g DW,
céscara de O. bataua Mart con 8.9 + 0.2 umol TE/g DW y semilla de M. flexuosa L. f con
3.96 £ 0.03 umol TE/g DW.
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Figura 2. Inhibicion de radicales DPPH. Los resultados estan expresados en
ICs0 £ 0 (Mg/mL).
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

En el ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP) la cascara de M. flexuosa L.
f mostr6 566.8 + 20.0 umol EFe?*/g DW, seguido de la semilla de O. bataua Mart con
485.5 + 14.4 ymol EFe?*/g DW, pulpa de O. bataua Mart con 316.2 + 13.2 umol EFe?'/g
DW, cascara de O. bataua Mart con 37.3 + 0.7 umol EFe?/g DW, pulpa de
M. flexuosa L. f con 36.1 + 1.1 umol EFe?*/g DW y semilla de M. flexuosa L. f con 17.5
+ 0.7 umol EFe?*/g DW.
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Tabla 4. Actividad antioxidante de los extractos etandlicos de la cascara, pulpa y semilla
de M. flexuosa L. f y O. bataua Mart.

Especie Muestra FRAP?2 DPPHP ABTSP
Céascara 566.8+20.0 248.3+53 507.8+7.1
Mauritia flexuosa L. f Pulpa 36.1+1.1 11.1+0.2 222+0.3
Semilla 175+ 0.7 3.96+£0.03 6.63+0.03
Céscara 37.3+0.7 8.9+0.2 23.6+0.2
Oenocarpus bataua Mart Pulpa 316.2+13.2 73.3+£0.7 1284+1.1

Semilla 4855+ 144 202.3+3.3 410034
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

Los resultados se expresan como X + 0. 2 Los resultados se expresaron como pmol
equivalentes de Fe?* por g de muestra seca (umol EFe?*/g DW). ” Los resultados se
expresaron como capacidad antioxidante equivalente al trolox (TEAC) por g de muestra
seca (umol TE/g DW).

En la Tabla 5, se presenta el analisis de correlaciéon de Pearson entre los ensayos de
capacidad antioxidante, el ensayo enzimatico, el contenido total de fenoles y
flavonoides. Se evidencia que existe un coeficiente de correlacion superior a 0.9 entre
el contenido total de polifenoles y la actividad antioxidante. Por otro lado, existe un
coeficiente de correlacion de 0.62 entre el contenido total de polifenoles y el contenido
total de flavonoides. Los coeficientes de correlacion entre el contenido total de
flavonoides y la actividad antioxidante estan entre 0.6 y 0.7. Por otra parte, existe un
coeficiente de correlacion de -0.42 entre el contenido total de flavonoides y el ICs de la
inhibicion de a-amilasa. Y finalmente, existen coeficientes de correlacion de -0.74 a -
0.85 entre el ICso de la inhibicion de a-amilasa con la actividad antioxidante y el

contenido total de polifenoles.

Tabla 5. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las mediciones de capacidad
antioxidante segun DPPH, FRAP y ABTS, CTP, CTF y la inhibicion de la a-

amilasa.

CTP CTF FRAP DPPH ABTS % aPl
CTP 1.00 0.62 0.98 0.99 0.99 -0.79
CTF 0.62 1.00 0.61 0.69 0.71 -0.42
FRAP 0.98 0.61 1.00 0.97 0.96 -0.85
DPPH 0.99 0.69 0.97 1.00 0.999 -0.75
ABTS 0.99 0.71 0.96 0.999 1.00 -0.74
% aPlI -0.79 -0.42 -0.85 -0.75 -0.74 1.00

Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

16



3.3 Resultados del ensayo enzimético

En el ensayo de inhibicién de la enzima a-amilasa (Figura 3), la acarbosa como control
positivo mostro un ICso de 16.8 + 1.5 pg/mL y el extracto con mayor actividad inhibidora
fue la semilla de O. bataua Mart con 3.47 = 0.03 pg/mL, seguido de la pulpa de
O. bataua Mart con 3.9 £ 0.1 pg/mL, cascara de M. flexuosa L. f con 4.0 £ 0.1 pg/mL,
cascarade O. bataua Mart con 398.1 + 11.1 pg/mL, semilla de M. flexuosa L. f con 800.7

+ 9.7 pg/mL y pulpa de M. flexuosa L. f con 1 036.7 + 2.1 pg/mL.
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Figura 3. Inhibicién de la enzima a-amilasa. Los resultados estan expresados
en ICso = 0 (ug/mL).
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

3.4 Resultados de la identificacion de metabolitos

Tras realizar la identificacion de nivel 1 utilizando los cromatogramas de lones Totales
(TIC) de las muestras (Anexo 4), asi como también los tiempos de retencion y los iones
moleculares de los estandares de referencia, se pudo identificar 5 metabolitos (Tabla
6). En la cascara (CM), pulpa (PM) y semilla (SM) de M. flexuosa L. fy en la semilla (SU)
de O. bataua Mart se determiné la presencia de quercetina. La rutina se determin6 en
CM, PMy SU. Mientras que la (-)-epicatequina y la (+)-catequina se determiné en CMy

SU. CM tuvo la presencia de &cido neoclorogénico.
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Tabla 6. Caracterizacién de los metabolitos presentes en extractos de O. bataua Mart y
M. flexuosa L. f.

Compuesto RT [M-H] Férmula Error Detectado en @
(min) (m/z) molecular (ppm)
Quercetina 2987 301.03 C15H1007 7.6 CM, PM, SM, SU
Rutina 2.250 609.15 C27H30016 0.2 CM, PM, SM
(-)-Epicatequina 1.946  289.07 C15H1406 5.0 CM, SU
(+)-Catequina 1.721  289.07 C1sH1406 4.6 CM, SU
Acido neoclorogénico  1.531  353.09 C16H1809 5.4 CM

aCM, PM y SM: Cascara, pulpa y semilla de M. flexuosa L. f, respectivamente. SU: Semilla
de O. bataua Mart.
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

300000
2 250000 CM ~PM ®=SM
IS
© 200000
©
‘s 150000
c
S
© 100000
S
_<C(2 50000
0
@ < 2 2 0
Qj\\(\ \,}'\\(\ \')\(\ \')\(\ ‘(‘\\0
© <& e e &
2 > > Q
Q\) O O 5°
<R X *
X N
\
P
<O
v

Figura 4. Abundancia relativa de los metabolitos presentes en la cascara, pulpay
semilla del fruto de M. flexuosa L. f.
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

En la Figura 4, se observa la abundancia relativa de los metabolitos secundarios, donde
los valores mas altos en M. flexuosa L. f corresponden a la rutina, seguido de la (-)-
epicatequina y la (+)-catequina. Por otro lado, la mayor abundancia relativa de los
metabolitos secundarios presentes en la semilla de O. bataua Mart (Figura 5) son de la
(-)-epicatequina y la (+)-catequina. La quercetina tuvo la menor abundancia relativa en

todas las muestras.

18



450000
400000
350000
300000
250000
200000 SuU
150000
100000
50000
0

Abundancia relativa

Quercetina (-)-Epicatequina (+)-Catequina

Figura 5. Abundancia relativa de los metabolitos presentes en la semilla del fruto
de O. bataua Mart.
Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1 Andlisis fitoquimico

Debido a la importancia de los metabolitos secundarios presentes en las plantas, se ha
optado por estudiar frutos de M. flexuosa L. fy O. bataua Mart a través de varios ensayos
bioquimicos. La actividad farmacolégica de las mismas se debe a la accion de ciertos
compuestos como terpenoides, alcaloides, glucdsidos, flavonoides y fenoles [68]. En
este estudio, se ha enfocado principalmente en el contenido de flavonoides y fenoles

con la finalidad de correlacionarlos con la actividad antioxidante y enziméatica.

En Tabla 1, se observa que los rendimientos de extraccion varian en M. flexuosa L. fy
O. bataua Mart. Cada parte (cascara, pulpa y semilla) del morete y ungurahua, el
rendimiento de extraccidon va en forma descendente y ascendente, respectivamente.
Factores como: temperatura, pH, el tiempo de extraccion, la proporcion muestra-
solvente, la solubilidad de los compuestos bioactivos y el solvente (metanol, etanol,
acetona, agua); juegan un rol importante en el proceso de extraccion de los metabolitos
secundarios [11][57][69][70][71]. Ademas, la reduccion de la concentracion del etanol,

como se hizo en este estudio, mejora la extraccion de polifenoles y flavonoides [72].

Segun Abreu et al. (2020) y Candido et al. (2015), quienes estudiaron los frutos de M.
flexuosa L. f, y Vargas et al. (2022), quien estudi6 a los frutos de O. bataua Mart,
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mencionan que la zona geografica y el estado de madurez influye en el contenido de
metabolitos presentes en los frutos [14][73][74]. Por lo tanto, las frutas en un estado
avanzado de maduracion poseen una alta concentracion de los compuestos bioactivos
[75]. Ademas, en el trabajo de Milanez et al. (2018) se reporté que el tiempo de
almacenamiento de los frutos de M. flexuosa L. f también afecta el contenido de
metabolitos secundarios [76].

Las cascaras de los frutos de M. flexuosa L. f presentaron los valores mas altos del
contenido total de polifenoles (CTP) y flavonoides (CTF), como se muestra en la Tabla
2. EI CTP de las cascaras del fruto de morete fue superior a lo que se ha reportado en
estudios previos (785.1 + 21.4 mg GAE/100 g DW y 1 288 + 10.4 mg GAE/100 g DW),
en dichos estudios se han trabajado con extractos metandlicos [11][69]. La semilla del
fruto de O. bataua Mart posee el segundo valor mas alto de CTP, y en comparacién con
la literatura se ha encontrado valores inferiores de 758.25 + 3.22 mg GAE/100 g DW y
356.12 + 0.12 mg GAE/100 g DW [77][78]. Por otro lado, la pulpa de O. bataua Mart
posee un valor de CTP mayor a lo que se ha reportado previamente, con valores de
217.27 £ 4.79 mg GAE/100 g DW, 622.97 + 4.84 mg GAE/100 g DW y 321.03 + 0.43 mg
GAE/100 g DW [19][74][77]. En cuanto a la pulpa del fruto de M. flexuosa L. f, existen
varios estudios [13][11][69][14][73][79] donde se han reportado valores superiores a
219.8 + 6.9 mg EAG/100 g DW. Ademas, en el trabajo de Carmona et al. (2021), se
obtuvo un valor de 204.76 + 3.43 mg EAG/100 g DW [10]. Para la cascara de
O. bataua Mart se report6 previamente un valor inferior de 122.98 + 0.6 mg GAE/100 g
DW y un valor superior de 1 009.38 £ 1.80 mg GAE/100 g DW [19][77] Y finalmente, la
semilla de los frutos de M. flexuosa L. f mostraron la menor cantidad de CTP y CTF. En
la literatura se ha encontrado un valor similar del CTP al obtenido en este estudio, el
cual fue de 93.2 + 5.1 mg EAG/100 g DW [69], mientras que en otros estudios se han
reportado valores de 67.5 + 4.7 y 597.1 £ 6.5 mg EAG/100 g DW [11][79].

El CTF de la cascara de los frutos de M. flexuosa L. f obtenido por Pereira et al. (2018),
fue mayor (339.4 £ 3.9 mg EQ/100 g DW) [11] en comparacién con el que se determind
en este estudio. Por otro lado, Cotos et al. (2020) obtuvo valores de 41.94 + 0.52 mg
CE/100 g DW y 69.51 + 1.42 mg CE/100 g DW [19] para la cascara y pulpa de frutos de
O. bataua Mart, respectivamente. En dicho estudio se utiliz6 a la catequina como
estandar, por lo que esta informacion limitd el contraste de los resultados. Para la pulpa
de los frutos de M. flexuosa L. f, se han reportado valores de superiores de CTF
[13][10][11] en comparacién con el resultado de este estudio (5.1 £ 0.2 mg EQ/100 g
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DW). Finalmente, en un estudio previo se obtuvo un valor de 145.4 + 10.2 mg EQ/100 g
DW [11] para la semilla de M. flexuosa L. f, el cual es superior al valor determinado en
el presente trabajo. Cabe mencionar que esta muestra posee el menor CTP y CTF en

comparacion con el resto de las muestras analizadas.

4.2 Actividad antioxidante

El consumo de alimentos ricos en compuestos antioxidantes puede ser una alternativa
para la prevencién y proteccién contra las enfermedades que se relacionan con el estrés
oxidativo [80]. EI EOx es causado por los radicales libres originados en reacciones
metabdlicas [81], por ello la importancia del estudio de alimentos funcionales y
compuestos bioactivos para combatirlo. Dentro de los compuestos bioactivos de interés,
se encuentran los flavonoides y polifenoles, los cuales mantienen una correlacién muy
fuerte (r > 0.9) (Anexo 3) con la actividad antioxidante [82]. Por ello, los compuestos
bioactivos presentes en estos alimentos tienen la capacidad de donar electrones e
hidrégenos para estabilizar a los radicales libres, principalmente especies reactivas de
oxigeno (ROS) [11].

Ademas, los ensayos antioxidantes utilizados en este estudio sirven para ilustrar los
posibles mecanismos de accién de los compuestos bioactivos presentes en los frutos
de M. flexuosa L. f y O. bataua Mart. Las muestras estudiadas son mezclas complejas
que tienen un efecto combinado para la inhibicion de los radicales libres [71], por ello
estos métodos miden la accién de los grupos fendlicos libres de los compuestos
bioactivos [83]. Para comprender los resultados que arrojan los ensayos antioxidantes,
hay que tener en cuenta sus limitaciones y su mecanismo de accién [84]. En cuanto al
ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP), este limita la determinacion de
antioxidantes lipofilicos debido a la mayor afinidad hacia la fase acuosa que hacia los
solventes organicos [85]. Por otro lado, la reduccion del radical ABTS permite la
determinacion de antioxidantes hidrofilicos vy lipofilicos, pero su relevancia es menor
frente a otros ensayos, ya que se utiliza un radical no fisiolégico [86]. Finalmente, la
inhibicion del radical DPPH permite determinar antioxidantes lipofilicos excluyendo a los

antioxidantes hidrofilicos [86].

La cascara de los frutos de M. flexuosa L. f presentd la mayor actividad antioxidante,
gue resulté ser capaz de reducir una gran cantidad de iones férricos al estado ferroso

(Fe?*) [87], obteniéndose un valor superior al reportado previamente por Resende et al.
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(2019) (88.9 + 2.3 umol Fe?*/g DW) [69]. La siguiente muestra con mayor poder
antioxidante es la semilla de O. bataua Mart, pero Saravia et al. (2020) ha reportado un
valor superior de 2 123.12 + 21.23 umol Fe?*/g DW [78]. De la misma manera, para la
pulpa de O. bataua Mart se ha reportado un valor superior de 1 856.21 + 11.23 pmol
Fe?'/g DW [78]. Por otro lado, en estudios de Resende et al. (2019) y Koolen et al. (2013)
la pulpa de M. flexuosa L. f ha tenido valores superiores al que se encontré en este
estudio (36.1 + 1.1 umol EFe?*/g DW) [69][13]. Y finalmente, la semilla de la fruta de
M. flexuosa L. f resulté ser la parte que menos reduce al ion férrico. De la misma manera,
Contreras et al. (2011) ha reportado que la semilla de M. flexuosa L. f (9.29 + 0.50 umol
TE/qg fruta fresca) tiene menor actividad antioxidante que la pulpa (27.8 + 0.64 umol TE/g
fruta fresca). En el estudio anterior, se utilizaron muestras frescas y el trolox como

estandar [79], lo que ha limitado el contraste con los resultados encontrados.

En cuanto a la inhibicién de los radicales DPPH, la cascara del fruto de M. flexuosa L. f
tuvo una gran capacidad inhibidora. El valor que mostr6 esta muestra fue superior a
190.43 £ 1.55 umol TE/g DW reportado por Cardoso et al. (2020), en dicho estudio los
extractos se obtuvieron con etanol al 100% [16]. La semilla de O. bataua Mart también
ha mostrado un alto potencial antioxidante, pero el valor obtenido ha sido menor a 2
632.21 £+ 21.25 umol TE/g DW determinado en un estudio previo [78]. Por otro lado,
Rezaire et al. (2014) report6 para la pulpa de O. bataua Mart un valor de 2 292.5 +
122.77 umol TE/g extracto seco [22], el cual es mayor al obtenido en este estudio.
Ademas, en el trabajo de Cotos et al. (2020) se ha obtenido un valor de ICs, de 62.68 +
2.00 pg/mL [19], lo que significa una menor actividad antioxidante con respecto al
presente estudio (Figura 2). Por otra parte, para la pulpa del fruto de M. flexuosa L. f se
ha determinado un valor menor de actividad antioxidante en comparacién con estudios
previos, los cuales han reportado valores de 160.11 + 0.76 pmol TE/ g DW, 18.03 £ 0.07
umol TE/g DW, 17.98 + 0.05 umol TE/g DW y 14.76 + 0.09 umol TE/g DW{73][16].
Ademas, en el estudio de Nobre et al. (2018) se determind un valor de ICso de 704.21 +
25.14 pg/mL [88], siendo este mayor en comparacion a este trabajo (Figura 2). En el
presente estudio, la cascara de O. bataua Mart ha presentado la menor capacidad
inhibidora de radicales DPPH con respecto a la pulpa y semilla de esta fruta, pero Cotos
et al. (2020) menciona que la cascara (634.01 + 14.56 pumol/ 100 g de fruta fresca) tiene
mayor actividad antioxidante que la pulpa (557.54 = 14.56 pmol/ 100 g de fruta fresca)
[19]. Se evidencian estas diferencias, ya que en dicho estudio las muestras son
desengrasadas con n-hexano-isopropanol. Por dltimo, la semilla de M. flexuosa L. f ha

mostrado una menor capacidad inhibidora de radicales libres. En un estudio previo se
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report6 un valor de 150.10 + 0.35 pumol TE/ g DW [16], el cual es menor en comparacion

con el resultado de este trabajo.

En cuanto a la decoloracion de cationes radicales ABTS, la cascara del fruto de
M. flexuosa L. fy la semilla de O. bataua Mart mostraron una gran capacidad inhibidora,
pero la falta de informacion ha limitado el contraste con los resultados obtenidos. Por
otro lado, para la pulpa de O. bataua Mart se reporté un valor de 2 471.5 £ 22.0 umol
TE/g extracto seco [22], el cual es mayor al valor determinado en este estudio. Ademas,
en un estudio previo se obtuvo un ICso de 45.82 + 1.23 pg/mL [19], el cual es un valor
cercano al obtenido en este estudio (Figura 1). Para la pulpa de M. flexuosa L. f, en un
estudio previo se obtuvo un valor de 70.2 + 3.62 umol TE/g fruta fresca [79], dicho valor
es superior al reportado en este trabajo. Para la cdscara de O. bataua Mart, en la
literatura se han encontrado valores de 713.86 + 16.24 umol/ 100 g de fruta fresca e ICso
de 29.64 * 0.68 pg/mL [19] dichos valores representan una mayor actividad antioxidante
en comparacion con el presente estudio. En el estudio de Contreras et al. (2011), se
reporté un valor de 20.00 + 0.53 umol TE/ g fruta fresca con respecto a la semilla del
fruto de M. flexuosa L. f [79]. El resultado anterior es mayor al obtenido en este estudio,
por lo que se evidencia la baja capacidad antioxidante frente a las demas partes de los
frutos de M. flexuosa L. fy O. bataua Mart.

En estudios previos sobre M. flexuosa L. f y O. bataua Mart, se han reportado varios
compuestos que pertenecen a grupos de los fitoesteroles, carotenoides, antocianinas,
tocoferoles, &cidos grasos, vitamina E y C, acidos fendlicos y flavonoides
[13][12][89][90][91]. De estos grupos se ha podido identificar 5 metabolitos (Tabla 6)
presentes en la cascara, pulpa y semilla de los frutos M. flexuosa L. f y O. bataua Mart.
En el mesocarpio (pulpa) y exocarpio (cascara) de estos frutos se han reportado con
mayor predominancia estos metabolitos secundarios que en el endocarpio (semilla). En
las Tablas 7 y 8, se describen los metabolitos secundarios presentes M. flexuosa L. fy
O. bataua Mart, reportados en estudios previos. Se destaca la presencia de flavonoides
como la quercetina, el cual fue identificado en las muestras analizadas. Este compuesto
bioactivo posee propiedades antidiabéticas, antioxidantes, anticancerigenas, entre otras
[41][92]. La rutina, que se identificé en las muestras de M. flexuosaL. f posee
propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antidiabéticas, antiinflamatorias,
antibacterianas, antifungicas, neuroprotectoras, cardioprotectoras, hepatoprotectoras,

nefroprotectoras y hematoprotectoras [93]. La (-)-epicatequina y (+)-catequina poseen
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propiedades

antioxidantes,

antimicrobianas,

cardioprotectoras y como antidiabético [94][95].

antiinflamatorias,

antitumorales,

Tabla 7. Metabolitos secundarios presentes en M. flexuosa L. f reportados en
estudios previos.

Compuesto Tipo Parte Bibliografia
Acido quinico Fenol Pulpa [96]
Acido cafeico Fenol Pulpa, cascara [12][96]
Acido clorogénico Fenol Pulpa, cascara [12][13][96]
Acido ferulico Fenol Pulpa, cascara [12][96]
P-Cumarico Fenol Pulpa, cascara [12][96]
Acido protocatéquico  Fenol Pulpa [96]
Acido galico Fenol Pulpa, cascara [12]
Acido salicilico Fenol Pulpa, cascara [12]
Acido sinapico Fenol Pulpa, cascara [12]
Acido siringico Fenol Pulpa, cascara [12]
Acido vanilico Fenol Pulpa, cascara [12]
Pulpa, céscara,
(+) catequina Flavonoide  endocarpio [13][96]
(-) epicatequina Flavonoide Pulpa, cascara [12][96]
Luteolina Flavonoide Pulpa, cascara [12][96]
Pulpa, cascara,
Apigenina Flavonoide  endocarpio [12][96]
Miricetina Flavonoide Pulpa, ciscara [12][13][96]
Kaempferol Flavonoide Pulpa, cascara [12][213][96]
Quercetina Flavonoide Pulpa, cascara [12][13] [73][96]
Vitexina Flavonoide  Pulpa [13]
Escoparina Flavonoide  Pulpa [13]
Rutina Flavonoide Pulpa, cascara [12][13]
Naringenina Flavonoide  Pulpa, ciscara [12][73]
Hesperetina Flavonoide  Céscara [12]
Morin Flavonoide  Céscara [12]
Naringina Flavonoide  Céscara [12]
Resveratrol Flavonoide  Pulpa, cascara [12]
Pterostilbeno Flavonoide  Pulpa, cascara [12]
Isoquercetina Flavonoide  Pulpa, cascara [12]
Vitamina E Vitamina E  Pulpa [97][98][99]
Acido ascorbico Vitamina C  Pulpa [100]

Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.
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Entre de los acidos fendlicos se encuentran el acido galico, &cido clorogénico y acido
neoclorogénico. Estos compuestos poseen  propiedades  antioxidantes,
hipoglucemiantes, antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias y anticancerigenas
[101][102][103]. Adicionalmente, la pulpa de estas frutas contiene vitamina E y C, que
poseen propiedades antivirales y antioxidantes [104][105][106].

Tabla 8. Metabolitos secundarios presentes en O. bataua Mart reportados
en estudios previos.

Compuesto Tipo Parte Bibliografia
Acido cafeico Fenol Pulpa, cascara [12]

Acido quinico Fenol Pulpa [74]

Acido clorogénico  Fenol Pulpa, cascara [12] [74]
Acido ferdlico Fenol Pulpa, cascara [12]
P-Cumaérico Fenol Pulpa, cascara [12]

Acido galico Fenol Pulpa, cascara [12]

Acido salicilico Fenol Pulpa, cascara [12]

Acido sinapico Fenol Pulpa, cascara [12]

Acido siringico Fenol Pulpa, cascara [12]

Acido vanilico Fenol Pulpa, cascara [12]

Rutina Flavonoide Pulpa, cascara [12]
Resveratrol Flavonoide Pulpa, cascara [12][74][77]
Pterostilbeno Flavonoide Pulpa, cascara [12]
Isoquercetina Flavonoide Pulpa, cascara [12]
Vitamina E Vitamina E Pulpa [971[98]
Acido ascorbico Vitamina C Pulpa [77]

Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

4.3 Actividad enziméatica

En este estudio se proporciona la primera evidencia de la capacidad inhibitoria sobre la
a-amilasa que poseen los extractos de las frutas de M. flexuosa L. f y O. bataua Mart.
Como se observa en la Figura 3, la semilla y pulpa de O. bataua Matrt, y la cascara de
M. flexuosa L. f mostraron una mayor capacidad inhibidora que la acarbosa (ICso= 16.8
pg/mL). Resultados similares se han reportado en estudios sobre los flavonoides
presentes en Taraxacum officinale, estos compuestos bioactivos inhiben
reversiblemente a la a-amilasa de manera no competitiva [52]. Debido al método de
extraccién utilizado en este estudio, se sugiere que la inhibicion de la a-amilasa de
pancreas porcino se da por accién de compuestos bioactivos polares [107], por ejemplo,
los flavonoides y fenoles que poseen un potencial antidiabético [49]. En el Anexo 3, se
puede observar que el coeficiente de correlacion de Pearson entre el CTP y la inhibicién
enzimatica (ICso) es de -0.79 (correlacion fuerte), es decir, estas dos variables se

asocian inversamente [82]. Para comprender el tipo de inhibidor (competitivo y no
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competitivo) presente en las frutas de M. flexuosa L. f y O. bataua Mart, es necesario
realizar graficos de Lineweaver-Burk, ya que los inhibidores enzimaticos obedecen a
una cinética de Michaelis Menten. De esta manera, se podria realizar comparaciones

con la acarbosa, el cual es un inhibidor competitivo [55].

Los resultados de la correlacion de Pearson sugieren que los compuestos fenélicos son
los principales responsables del efecto antioxidante e inhibitorio de la enzima a-amilasa.
Dichos resultados concuerdan con lo que se ha reportado previamente [22][78][69]. Se
destaca el alto potencial antioxidante e inhibitorio sobre la a-amilasa presentado por la
cascara de M. flexuosa L. f, la pulpa y semilla de O. bataua Mart. Estas muestras
pueden ser considerados como alimentos funcionales o fuentes vegetales para crear

posibles derivados a partir de estos, con altas propiedades nutricionales.

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los analisis sobre los extractos etandlicos de la cascara, pulpa y semilla de los frutos
estudiados han demostrado que la cascara de M. flexuosa L. f, la pulpa y semilla de
O. bataua Mart presentan un alto potencial antioxidante y de inhibicién de la enzima a-
amilasa. Se ha demostrado que existe una correlaciéon muy fuerte (r > 0.9) entre el
contenido total de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante. Ademas, los
resultados sugieren que los compuestos fendélicos son los responsables de la inhibicién
de la enzima a-amilasa, ya que ambas variables se relacionan de manera inversa.
Asimismo, con una identificacidon de nivel 1 a través de UPLC-MS/MS, se ha confirmado
la presencia de metabolitos secundarios como la quercetina, rutina, (-)-epicatequina,
(+)-catequina y &cido neoclorogénico en muestras de cascara, pulpa y semilla de

M. flexuosa L. f, y en la semilla de O. bataua Mart.

En general, la cascara de M. flexuosa L. f, y la pulpa y semilla de O. bataua Mart han
demostrado tener un alto potencial nutracéutico. Por lo que, se pueden considerar como
alimentos funcionales o como inspiracion para la creacién de alternativas alimenticias.
Para que de esta manera se pueda prevenir patologias relacionadas al estrés oxidativo,

como por ejemplo de la diabetes tipo Il
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5.2 Recomendaciones

Con base en los resultados de la identificacion de nivel 1 de los metabolitos presentes
en las frutas estudiadas, se recomienda realizar una identificacion de nivel 2 y el uso de
bibliotecas con bases de datos como MassBank, ReSpect, RIKEN, entre otras. Ademas,
se sugiere realizar un estudio de metabolémica no dirigida para estos frutos, debido a
que han presentado un potencial antioxidante e inhibitorio de enzimas. Con respecto a
este Ultimo tema, se recomienda realizar ensayos de inhibicion de a-glucosidasa.
Finalmente, se recomienda elaborar prototipos de productos con estas frutas, para

incentivar el consumo de las mismas debido a su potencial nutracéutico.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibraciéon de quercetina para la cuantificacion del
contenido total de flavonoides presentes en los extractos
etandlicos de las muestras de M. flexuosa L. f y O. bataua Mart.
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Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

Anexo 2. Curva de calibracién de &cido gdlico para la cuantificacion del
contenido total de polifenoles presentes en los extractos
etandlicos de las muestras de M. flexuosa L. f y O. bataua Mart.
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Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.



Anexo 3. Correlacién de Pearson entre los ensayos fitoquimicos,
antioxidantes y enzimatico.
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Realizado por: Reyes, Roberth, 2023.

Anexo 4. Cromatogramas de lones Totales (TIC) de la cascara, pulpa y semilla de
M. flexuosa L. f y O. bataua Mart obtenidos en UPLC-MS/MS.
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