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RESUMEN

Este estudio permitié determinar la variabilidad de la activi-
dad antioxidante y el contenido de metabolitos fenolicos en
tres especies del género Miconia. A partir de las hojas y los
frutos en dos estados de maduracién de Miconia summa,
Minconia elaoides y Miocnia sp se obtuvieron los extractos
etandlicos y se cuantificé la cantidad de fenoles. Los extrac-
tos de frutos verdes presentaron la mayor concentracién me-
tabolitos fendlicos, se observé que a medida que aumento el
grado de maduracién disminuyé la concentracién de estos.
La actividad antioxidante se cuantific6 con el método de cap-
tacion de radicales DPPH, se determiné la CI50 expresada
como VCEAC (mg/L). Los frutos verdes presentaron los ma-
yores porcentajes de inhibicién del radical y las menores Clso,
siendo los frutos M. summa y M. elaoides los que poseen
una mayor capacidad antioxidante con porcentajes cercanos
a los evidenciados por los controles positivos (Catequina y
Ac. Galico).

Palabras clave: Miconia, Melastomataeaceae, fenoles, anti-
oxidante, DPPH

SUMMARY

The variability of the antioxidant potential and total phenolic
content were determined in three species of Miconia genus.
The total phenolic content were simultaneously quantified
from the ethanolic extracts of leaves and fruits in two diffe-
rent ripening stages of Miconia summa, Minconia elaoides
and Miocnia sp. The green fruits extracts showed the highest
total phenolic content, where as the ripe fruits has the lowest
content. The antioxidant activity were quantified with the ra-
dical DPPH method expressed as the ICso of VCEAC (mg/L).
The green fruits of M. summa and M. elaoides showed the
highest percentages of inhibition of DPPH and antioxidant

capacity, similar to positive controls (catequine and Gallic
acid).

Keywords: Miconia, Melastomataeaceae, Phenols, antioxi-
dant, DPPH

INTRODUCCION

Las especies pertenecientes a la familia Melastomataceae
son arbustos, hierbas o arboles de distribucién pantropical,
con mayor presencia de especies en la regién occidental de
América del Sur, la Guayana y sudeste del Brasil. La familia
se conforma por con 185 géneros y aproximadamente 5000
especies. En Colombia la familia esté representada por 64
géneros nativos que incluyen mas de 900 especies, distri-
buidas en la mayoria de ecosistemas desde el nivel del mar
hasta las zonas de paramo (Mendoza y Ramirez, 2006). Estas
especies son empleadas con fines medicinales, ornamenta-
les y alimenticios. En la medicina tradicional principalmente
de Asia y Sur América son reconocidas por sus propiedades
astringentes, hemostéticas, antibacterianas y antidiarréicas
(Freire et al, 2002).

En Colombia, algunas especies de esta familia son cono-
cidas por sus propiedades medicinales para el tratamiento
de la malaria, infecciones, heridas en la piel, enfermedades
respiratorias, célculos en la vejiga, otras dolencias genitouri-
narias y como diurético (Garcia, 1974). Las especies de me-
lastomataceas de las zonas rurales del Distrito Capital son
principalmente usadas con fines maderables y ornamentales
(Gutiérrez et al, 2011).

Por medio de los estudios de quimicos de extractos y frac-
ciones de especies de esta familia se ha determinado la pre-
sencia de metabolitos secundarios de tipo fendlico como
taninos hidrolizables, flavonoides y glicosidos cianogénicos y
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en menor proporcién terpenos y alquil bencenos. A partir de
los extractos de flores, frutos y hojas de especies de la familia
se han aislado flavonoides de tipo antocianina, glicosidos de
flavona y flavonoles con actividades antioxidantes y antibac-
terianas (Susanti et al, 2007).

Los taninos o polifenoles son los metabolitos secundarios
maés abundantes y representativos de la familia, a este tipo de
compuestos se les atribuyen las caracteristicas astringentes
y antioxidantes de un gran nimero de especies. Los taninos
presentes en esta familia son hidrolizables y poseen nucleos
derivados de los acidos gélico y elagico (Yoshida et al. 2005;
Isaza J et al. 2004).

Los compuestos polifenolicos presentes en diferentes espe-
cies de la familia se caracterizan por su marcada actividad
antioxidante, relacionada a sus propiedades redox. Los po-
lifenoles tienen la habilidad de disminuir la actividad de los
radicales libres actuando como agentes reductores, dona-
dores de hidrégeno o como agentes quelantes (Stanojevic
et al., 2009).

En este trabajo se realiz la caracterizacién fitoquimica, la
cuantificacion de fenoles y se determiné la actividad antioxi-
dante por captacién de radicales DPPH en los extractos de
hojas, frutos verdes y maduros de tres especies del género
Miconia ampliamente distribuidas y en zonas rurales del Dis-
trito Capital; con el fin de determinar el potencial antioxidan-
te y su variabilidad en los diferentes érganos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de Material vegetal

El material vegetal (hojas, frutos verdes y frutos maduros) de
las tres especies de la familia Melastomataceae fue colectado
en el paramo de Calderitas y Cruz verde. Las hojas, los frutos
verdes y maduros de la especie Miconia elaeoides fueron
recolectados en el paramo de Calderitas, via Usme-Chipa-
que en las coordenadas N 04°24'12,01” y W 74°06°26,5” a
3137 m.s.n.m. Las especies Miconia summa y Miconia sp
fueron colectadas en el paramo de cruz verde vereda San
Francisco, en las siguientes coordenadas N 04°34'35,1” y W
74°00'07,4” y N 04°35°39,3” y W 073°59'15,3” respectiva-
mente. Un espécimen para identificacion y testigo de herba-
rio fue depositado en el herbario de la Subdireccién Cientifi-
ca del Jardin Botéanico de Bogota José Celestino Mutis.

Obtencioén de extractos

El material vegetal de las tres especies de la familia Melas-
tomataceae se selecciond, limpid y separ6 en los diferentes
organos de interés: hojas, frutos verdes y maduros. Las hojas
y frutos de las tres especies se secaron a temperatura am-
biente en la cabina con conveccién de aire durante 8 dias.
El material vegetal seco se tritur6 y peso para someterlo a

extraccién por maceracién con etanol de 96%. Los extractos
se filtraron y concentraron a presién reducida en el rotava-
por. Este procedimiento se realiz6 de forma repetitiva hasta
no observar residuo sdlido en la evaporacion del solvente o
hasta una disminucién considerable del mismo, con el fin de
cuantificar los rendimientos de extraccion.

Andlisis fitoquimico preliminar

A partir de los extractos etandlicos se realizaron separacio-
nes sucesivas empleando solventes de diferentes polarida-
des con el fin de agrupar los metabolitos estructuralmente
semejantes en tres fracciones: cida para el anélisis de alca-
loides, para ello se empelaron las pruebas de Dragendorff,
Valser, Mayer y Wagner. En la fraccién etérea se realiz6 el
andlisis de esteroides y terpenos, por medio de las pruebas
de Salkowski, Liebermann y VAO. En la fraccién etandlica
desengrasada se hizo el andlisis de fenoles y taninos (clo-
ruro férrico, gelatina-sal), flavonoides (Shinoda y leucoanto-
cianidinas), cumarinas (Erlich y Fluorescencia) y quinonas
(comportamiento acido-base) entre otros. De esta forma fue
posible caracterizar los grupos de compuestos, de acuerdo a
su comportamiento quimico, frente a las reacciones cualita-
tivas. Para corroborar los resultados, se emplearon controles
positivos y negativos. Como control positivo se usé un ex-
tracto rico en metabolitos del tipo a analizar o un compuesto
puro o patrén y como control negativo se uso6 acido clorhidri-
co, éter de petréleo o etanol segun el caso (Sanabria, 1983;
Bilbao, 1994).

Cuantificacion de fenoles

El contenido total de fenoles en los extractos etandlicos de
la especies de estudio fue determinado espectrofotométri-
camente de acuerdo al método colorimétrico de Folin-Cio-
calteu. A partir de una solucién stock de acido gélico a 200
mg/L (reactivo analitico) se construyé la curva de calibracién
a concentraciones de 200, 150, 100, 50, 10, 5y 1 ppm de
AG. Se pesé 1 mg del extracto etandlico y se disolvié en 1
mL de metanol, luego se aforé a 10 mL con agua destilada
obteniendo una solucién de 100 mg/L. Posteriormente, se
tomo una alicuota de 1 mL de esta solucién y se le agregd 5
mL del reactivo Folin-Ciocalteu (diluido en proporcién 1:10
con agua destilada), se dejé en reposo 5 minutos y se le
agreg6 4 mL de una solucién 7.5% de carbonato de sodio, la
solucién se agité y se guardé en un lugar oscuro a tempera-
tura ambiente por 2 horas (Stanojevi¢ et al, 2009; Singleton,
et al 1999).

Los ensayos se hicieron por triplicado y las lecturas se rea-
lizaron en un espectrofotémetro a una longitud de onda de
765 nm. Los resultados fueron expresados como mg de &ci-
do gdlico por g de extracto (mg GA/ g extracto).

Actividad antioxidante por captacion de radicales libres
Los extractos etandlicos de los frutos verdes, rojos y mora-
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dos se solubilizaron en metanol a tres concentraciones 150,
100 y 50 mg/L. Se tom6 una alicuota de 200 pL de cada
concentracion y se llevé a 2ml con una solucién metandlica
de DPPH a 60mg/L. Se ley6 la absorbancia a tiempo cero a
517 nm en espectrofotémetro. Se monitoreo la disminuciéon
de la absorbancia cada minuto durante 5 minutos y poste-
riormente cada cinco minutos durante una hora o hasta ob-
servar la estabilizacion. Como control positivo se utilizé acido
gélico en solucion metandlica a concentraciones de 100, 50
y 10 mg/L (Sharma y Bhat, 2009; Mishra et al 2012; Deng
et al, 2011). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
El porcentaje de inhibicién del radical DPPH (ecuacién 2), se
calcul6 de la siguiente manera:

E"Z]'S.'cr!co - "‘:]'.‘rf::ss:'."c ) .

0% delnhibicidn del DPPH = 100

"4'5.'1:.'159

Donde, A es la absorbancia.

La concentracién efectiva cincuenta (CI50) se determiné in-
terpolando el valor correspondiente al 50% de inhibicién del
DPPH. Los resultados fueron expresados como VCEAC (acti-
vidad antioxidante equivalente al 4cido gélico mg/L).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico para la determinacién de fenoles, fla-
vonoides totales y la cuantificacién de la actividad captadora
de radicales libres DPPH, se realiz6 mediante el programa
estadistico statgraphics Plus.Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
la media de tres determinaciones +/- desviacién estandar.
Valores con la misma letra como superindice no son signifi-
cativamente diferentes (p>0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los rendimientos de extraccién de las hojas y frutos de las
tres especies del género Miconia son variables y se encuen-
tran entre el 10 y 30% (Tabla 1), que es el rango prome-
dio para los procesos de extraccién en productos naturales
(Hostettmann et al., 2008).

Tabla 1. Resultados de la obtencién de extractos etandlicos
de tres especies del género Miconia

Especie Organo % Rendimiento
Hojas 14,7
M. elaeoides Frutos verdes 13,0
Frutos maduros 31,0
Hojas 11,0
M. summa Frutos verdes 10,2
Frutos maduros 20,6
Hojas 12,0
Miconia sp Frutos verdes 14,5
Frutos maduros 20,3

Los mayores rendimientos de extraccién se obtuvieron en
los frutos maduros de las tres especies de estudio, 31% para
M. elaeoides, 21% para M. summa 'y 20% para Miconia sp.
En la extraccién de los frutos verdes y hojas se obtuvieron
rendimientos entre un 10 a 15%, con pequenas variaciones
en cada especie. Los rendimientos de extraccién son propor-
cionales a la cantidad de metabolitos secundarios solubles
en etanol, asi que la variabilidad en los porcentajes en hojas
y frutos verdes respecto a los frutos maduros puede estar
relacionada con un mayor contenido de compuestos no so-
lubles en etanol, como ligninas, polisacéridos y fibras en los
dos primeros.

En las tres especies de estudios los extractos etandlicos tie-
nen caracteristicas similares, los extractos de hojas poseen
coloraciones verdes oscuras, apariencias pastosas y olores
caracteristicos. Mientras que los extractos de frutos verdes y
maduros presentan coloraciones marrones claras a oscuras,
apariencias dgrasosas y olores dulces, lo que puede indicar
menor presencia de clorofilas, mayor presencia de grasas y
metabolitos glicosilados.

En la tabla 2 se resumen los resultados del anélisis fitoquimi-
co preliminar para los 9 extractos de las tres especies, objeto
de estudio, el signo (+) es para las sustancias que estén pre-
sentes en el extracto, mientras que el signo (-) significa que
estén ausentes.

De acuerdo a los resultados se observé variabilidad en canti-
dad y presencia de diferentes grupos de metabolitos secun-
darios en los érganos y especies de estudio. En el caso de
los flavonoides se logré determinar una alta presencia en los
frutos maduros de M. summa, bajas cantidades en los fru-
tos verdes y ausencia en los frutos verdes y maduros de M.
elaoides y en las hojas de las tres especies. Los esteroides y
terpenos fueron mas abundantes en los extractos de hojas y
frutos verdes, respecto a los extractos de frutos maduros en
las tres especies.

Teniendo en cuenta el comportamiento observado en el ana-
lisis cualitativo respecto a la presencia de metabolitos secun-
darios de tipo fenol en los extractos de las tres especies de
estudio, se realiz6 la cuantificacién para determinar la varia-
bilidad de los mismos de acuerdo al estado de maduracién y
verificar su relacion con la actividad antioxidante. En la tabla
3 se reportan los resultados de la cuantificacién de fenoles
en los diferentes extractos de estudio. El contenido de com-
puestos fendlicos en plantas, podria clasificarse en tres cate-
gorias: Bajo (entre 1-10), Medio (entre 11-40), Alto con mas
de 40 mg de AG/g de extracto (Stanojevi¢ et al, 2009).
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Tabla 2. Resultados del fitoquimico preliminar de los extractos etandlicos de tres especies del género Miconia

METABOLITO | PRUEBA 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dragendorff - - - - - - - - -
. Mayer - - - - - - - - -
Alcaloides aye
Valser - - - - - - - - -
Wagner - - - - - - - - -
Terpenos Eiael]ljgmil:nn- N + + + + ) + + )
estzroides g Burchard T T e Tt + + T T +
VAO ++ + + ++ + + + + +
Fenoles y | FeCls +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ | +++
Taninos Gelatina-sal +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ | +++
e L L T
Flavonoides cianidinas - - +++ - - - - ++ +4++
) - - +++ |- - - - ++ | ++
Rosenhein
Zn/HCl ++ ++ - - - + - - -
Quinonas Zn/NaOH ++ ++ + + - + + + +
Hidrosulfito + + - + - + + + +
Rodamina + + + + + + + + +
gﬁg’;amato S (I i ARHNE U PRI (S [ S R
Cumarinas Erlich - - - - - - - - -
|+t ++ ++ ++ ++ ++ | ++ ++ | ++
Fluorescencia
Cardioténicos | 5PU™2 i ) i i i i il . -
Saponinas Antrona + + + + + + + + +
y=ap Molish ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Convenciones: - no reaccion, + tenue, ++ observable, + + + abundante
M. summa. 1. Hojas 2. Frutos verdes 3. Frutos maduros
M. elaoides. 4. Hojas 5. Frutos verdes 6. Frutos maduros
Miconia sp. 7. Hojas 8. Frutos verdes 9. Frutos maduros

Tabla 3. Cuantificacién de fenoles totales en los extractos de
hojas y frutos de tres especies del género Miconia

Especie ()rgano C Fenoles
mg de AG/g
Hojas 852,2 = 20,1
M. summa F. verdes 685,8 = 15,1
F. maduros 659,4 + 10,7
Hojas 614,0 £ 12,5
M. elaoides F. verdes 880,4 = 25,4
F. maduros 7555 + 1,2
Hojas 908,3 = 8,4
Miconia sp F. verdes 772,9 = 18,4
F. maduros 647,7 = 22,5

Se observaron altas concentraciones de este tipo de meta-
bolitos secundarios con valores superiores a 600mg de AG
por gramo de extracto para todas las especies de estudio.
Estos resultados sugieren que un alto porcentaje de los com-
puestos presentes en los extractos de las especies de estudio
poseen hidroxilos arométicos que reaccionaron con el com-
plejo tungstofosfato-molibdato desarrollando coloraciones
azules, lo cual esté en concordancia con el comportamiento
observado tanto en el andlisis fitoquimico preliminar (Tabla
2). En estudios previos realizados en especies del género Mi-
conia se han reportado una importante presencia de meta-
bolitos fendlicos empleando métodos de cuantificacion, asi
como el aislamiento e identificacién de flavonoides, taninos
y derivados del acido cumarico, a los cuales se les atribuyen
actividades antibacterianas, antioxidantes y analgésicas (Pie-
roni et al., 2011).
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En las especies M. summa y Miconia sp las mayores con-
centraciones de fenoles se presentaron en hojas, seguidas
de los frutos verdes y los frutos maduros, sin embargo las
diferencias en las concentraciones resultaron poco signifi-
cativas. Por otro lado la especie M. elaoides presenté menor
concentraciéon de compuestos fendlicos en las hojas y ma-
yores concentraciones en frutos verdes y maduros respecti-
vamente.

Las altas concentraciones de fenoles observadas en las tres
especies de estudio del género Miconia pueden estar rela-
cionadas con actividades biolégicas como actividad antio-
xidante, antibacteriana y citotéxica reportadas previamente
para este tipo de metabolitos secundarios aislados en la fa-
milia Melastomateaceae (Campos et al,. 2012).

La actividad antioxidante fue determinada por el método de
captacién de radicales DPPH y fue expresada como actividad
antioxidante equivalente al &cido ascérbico mg/L (VCEAC). El
porcentaje de inhibicion indica la capacidad del antioxidante
para neutralizar el radical libre DPPH a las concentraciones y
condiciones especificas, entre mas alto el porcentaje, mayor
es su potencial como antioxidante. De forma complemen-
taria el valor Clso indica la concentracion del antioxidante
necesaria para neutralizar la mitad de la concentracién del
radical libre DPPH, por lo tanto a menor Clso mayor poder del
antioxidante (Yen y Chen, 1995).

Los extractos de frutos verdes de las tres especies y los ex-
tractos de hojas de M. summa resultaron ser activos en el
ensayo de captacién de radicales DPPH (Tabla 4). Los extrac-
tos de maduros de las tres especies, los extractos de hojas
de M. elaoides, Miconia sp, presentaron media y baja capa-
cidad captadora de radicales DPPH con porcentajes entre
20y 40% aproximadamente y Clso superiores a 100ppm. Los

frutos verdes de las tres especies del género Miconia pre-
sentaron los mayores porcentajes de inhibicién del radical y
las menores Clso, siendo los frutos verdes de M. summa y M.
elaoides los que poseen una mayor capacidad antioxidante
con porcentajes cercanos a los evidenciados por el control
positivo (Ac. Galico).

Al comprar entre los diferentes 6rganos de las especies del
género Miconia se observa que los frutos verdes son mas
activos, que los extractos de hojas y que los extractos de
frutos maduros poseen baja actividad captadora de radica-
les. Este comportamiento se puede correlacionar con las
concentraciones de fenoles totales obtenidas por el método
de Folin, en donde las hojas y los frutos verdes presentaron
las mayores concentraciones de este tipo de metabolitos se-
cundarios. Sin embargo en la cuantificacién de fenoles los
extractos de la especie Miconia sp, mostraron las mayores
concentraciones de fenoles comparadas con las dos espe-
cies restantes y en el ensayo de actividad antioxidante estos
fueron significativamente menos activos que M. summa y M.
eloides. Este comportamiento puede deberse a una mayor
concentraciéon de fenoles con baja capacidad “atrapadora”
de radicales, por lo que es recomendable contrastar estos
resultados con otras técnicas de actividad antioxidante.

Estudios realizados en especies de la familia Melastomatéacea
indican la presencia de polifenoles, flavonoides y acidos fe-
nolicos con actividad antioxidante, que posiblemente sea los
responsables de la actividad en los frutos verdes de las es-
pecies de estudio (Susanti et al., 2007; Gordon et al., 2011).
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Tabla 4. Resultados de la actividad antioxidante por captacién de radicales DPPH de los extractos de las especies de estudio

Especie ()rgano % Inhllgg:l;;n?PPH Clso mg/L
Hojas 61,3 86,9
M. summa F. verdes 89,0 38,9
FE. maduros 19,5 122,1
Hojas 18,9 261,8
M. elaoides F. verdes 81,4 17,7
F. maduros 23,8 392,2
Hojas 43,1 124,6
Miconia sp F. verdes 73,5 20,7
F. maduros 34,8 143,9
Ac. Galico Ac. Gaélico 96,6 2,0
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