TA GRANJA:
REVISTA DE
CIENCIAS DE LA VIDA

Edicién Especial / Special Issue o>
@

PRODUCTOS NATURALES
ABYA e

PISSN:1390-3799; eISSN:1390-8596 YALA [SALESIANA
http://doi.org/10.17163/1gr.n36.2022.01 @

CARACTERIZACION FITOQUIMICA PRELIMINAR DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS DE HOJA, FRUTO VERDE Y MADURO DE
TERMINALIA CATAPPA L. (ALMENDRO) EN PANAMA.

PRELIMINARY PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE ETHANOLIC
EXTRACTS OF LEAF, GREEN AND RIPE FRUIT OF TERMINALIA CATAPPA L.
(ALMENDRO) IN PANAMA.

Karol M. Gutiérrez-Pineda*!>® y Misay Herrera!

1Proyect‘o de Ecologia Quimica de los Primates de Panamd, Fundacién Pro-Conservacién de los Primates Panamefios (FCPP),
0816- 05855 Panamd, Repiiblica de Panamd.

2Grupo de Interés Temitico de los Primates Mesoamericanos, Capitulo Panamd, Sociedad Mesoamericana para la Biologia y la
Conservacion de la Naturaleza (SMBC).

*Autor para correspondencia: madelinekaro@gmail.com

Manuscrito recibido el 7 de noviembre de 2020. Aceptado, tras revisién, el 09 de septiembre de 2021.

Resumen

El almendro (Terminalia catappa L.) en Panama es de uso maderable, nutricional, medicinal, entre otros. Se sabe poco
sobre los compuestos secundarios presentes en las diferentes partes de esta especie vegetal. Este trabajo tuvo como
objetivo realizar la caracterizacién fitoquimica de la hoja verde (HN), fruto verde (FV) y maduro (FM) del almendro.
El muestreo se llevé a cabo entre los meses de mayo a junio del 2017. Se colocaron las HN, FV y FM del almendro por
separado en tratamiento de extracciéon directa con etanol al 95% durante un dia. El extracto etanélico fue obtenido
por filtrado de gravedad y concentrado en un rotavapor al vacio (BUCHI Rotavapor’™ R-210). Se realiz6 un tamizaje
fitoquimico para determinar los tres principales grupos de compuestos secundarios (compuestos fendlicos, compues-
tos nitrogenados y terpenos). También se realiz6 un andlisis de Espectroscopia Infrarroja (FTIR) y Espectroscopia
Ultravioleta-Visible (UV) para saber cuales eran los grupos funcionales presentes. Se utiliz6 Past 4.02 para generar
una gréfica de abundancia relativa de los compuestos secundarios presentes, y se aplicé el indice de Whittaker para
evaluar el porcentaje de diferencia en la composicion fitoquimica de las diferentes partes vegetales. Con estos datos se
logré identificar que la caracterizacion fitoquimica semicuantitativa es variable para cada parte, presentando mayor
abundancia de compuestos nitrogenados (alcaloides) y compuestos fendlicos (taninos, flavonoides). No se observé
presencia de glicésidos cardioténicos, ni de gomas y mucilagos. Esta informacién resalta que T. catappa L. es un poten-
cial recurso para la salud, siendo de gran valor etnoboténico, farmacolégico y para la industria alimenticia en Panama.
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Abstract

The almond tree (Terminalia catappa L.) in Panama is for timber, nutritional, and medicinal use, among others. Little
is known about the secondary compounds present in the different parts of this plant species. This work aimed to
carry out the phytochemical characterization of the green leaf (GL), green fruit (GF) and ripe fruit (RF) of the al-
mond tree. The sampling was carried out between May to June 2017. The GL, GF and RF of the almond tree were
placed separately, in direct extraction treatment with 95% ethanol for one day. The ethanolic extract was obtained
by gravity filtration and concentrated in a vacuum rotary evaporator (BUCHI Rotavapor’™ R-210). Phytochemical
screening was performed to determine the three main groups of secondary compounds (phenolics, nitrogenous and
terpenes). An Infrared Spectroscopy (FTIR) and Ultraviolet-Visible (UV) Spectroscopy analysis were performed to
find out which functional groups were present. Past 4.02 program was used to generate a graph of relative abundance
of the secondary compounds present, and Whittaker index was applied to evaluate the percentage of difference in the
phytochemical composition of the plant’s parts. With these data, it was able to identify if the semi-quantitative phy-
tochemical characterization is variable for each part, with nitrogen compounds (alkaloids) and phenolic compounds
(tannins, flavonoids) presenting greater abundance. No presence of cardiotonic glycosides was found, or gums and
mucilage. This information indicates that T. catappa L. is a potential resource for health, being of great ethnobotanical,
pharmacological value and for the food industry in Panama.

Keywords: Secondary compounds, ethnobotany, bioactive functions, medicinal plant, natural products, Terminalia

catappa.
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Caracterizacion fitoquimica preliminar de los extractos etandlicos de hoja, fruto verde y maduro de

Terminalia catappa L. (Almendro) en Panamd.

1 Introduccion

Panama es uno de los paises con mayor diver-
sidad biolégica a nivel mundial (Olmedo y col,,
2018; Lopez y Mainieri, 2019), con 8 de las 200 eco-
regiones reconocidas alrededor del mundo y con
21 veces més especies de plantas por km? que Bra-
sil (ANAM, 2010). Alrededor de 10000 especies de
plantas vasculares se han descrito en el pais (Co-
rrea, Mireya y Stapf, 2004), sin embargo, esta lista
ha incrementado en los tltimos afios con reportes
de especies descritas y nuevos rangos de distribu-
cién para Panamd (Flores, Ibanez y Correa, 2016;
Flores, Black e Ibafiez, 2017; Flores y col., 2018; Or-
tiz y col., 2019).

La flora panamena presenta reservorios de pro-
ductos naturales, siendo de gran valor para la bio-
prospecciéon de nuevos tratamientos terapéuticos
con alto potencial econémico y medicinal (Gupta,
2004; Gupta, 2008; Leija y col., 2014), lo que reafir-
ma la importancia y necesidad de aumentar nuevos
estudios quimicos, biolégicos y toxicolégicos de las
plantas del pais.

Uno de los primeros trabajos sobre etnobota-
nica en Panama fue expuesto por Esposito y col.
(1985), incluyendo las primeras caracterizaciones
fitoquimicas de hojas y tallo en almendro de rio
(Terminalia catappa L.), encontrando la presencia de
taninos. Muhammad y Mudi (2011) y Mena, Po-
li y Almansa (2015) recalcaron la importancia en
usos tradicionales y medicinales (e.g. propiedades
ténico-astringentes), para paises como Costa Rica,
Colombia y otros mas. En Panam4, los lugarefios
de la provincia de Los Santos reportan su uso como
planta medicinal (Torres y col., 2017). Esta especie
es nativa del sureste de Asia e introducida en Pa-
nama (Correa y col., 2010; Farnum y Murillo, 2015;
Farnum y Yéngiiez, 2015; Jiménez y Espino, 2020).

Se han reportado compuestos secundarios (e.g.
dcidos triterpénicos, antinflamatorios) de los ex-
tractos etandlicos de la hoja de T. catappa (Fan
y col, 2004). También se han aislado algunos
glucésidos de flavonas [6-C-(27-O-galloyl)-b-D-
glucopyranoside] de los extractos etandlicos de
la hoja seca con funciones bioactivas antioxidan-
tes (Lin y col., 2000). Se han reportado funciones
afrodisiacas a la semilla, con presencia de alcaloi-
des, aceites, aminodcidos y péptidos (Ratnasooriya
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y Dharmasiri, 2000). De igual forma, se ha obser-
vado que el extracto de la hoja seca inhibe el cre-
cimiento de Bacillus subtilis, una bacteria del suelo
que puede actuar como biofungicida (Lahlali y col.,
2013), y Staphylococcus aureus, una bacteria de nues-
tro cuerpo que podria causar infecciones si no es
controlada (Lowy, 1998).

De los extractos con cloroformo de las hojas
también se han determinado funciones bioactivas
hepatoprotectoras contra dafios hepéticos agudos
inducidos por tetracloruro de carbono (CCly) y D-
galactosamina, lesion de hepatocitos inducida por
(D-GalN). Esta funcién activa se relaciona con la
presencia de triterpenos (Gao y col., 2004). Investi-
gadores han llegado a establecer que el estudio de
las diferentes partes de T. catappa L. es de suma
importancia para la bioprospeccién y creacién de
posibles farmacos contra enfermedades desenten-
didas (Muhammad y Mudi, 2011; Chanda y col.,
2013; Jiménez y Rebolledo, 2015; Calderén, Torres
y Pretel, 2013).

Debido a que existen muy pocos estudios reali-
zados en Panama con T. catappa L. y tras analizar el
potencial de esta especie para futuros estudios enfo-
cados en la bioprospeccién de compuestos secunda-
rios bioactivos, el objetivo de esta investigacion es
realizar la primera caracterizacion preliminar de los
extractos etanodlicos de las hojas nuevas, fruto verde
y maduro en T. cattappa L. de Panam4.

2 Materiales y Métodos

2.1 Area de colecta

Se colectaron las partes vegetales de T. catappa
en la comunidad de Bella Vista, corregimiento
de Limones, Punta Burica, Panama (8° 2'7.15”N,
82°53/22.38”0) (Figura 1). Este corregimiento se-
para la costa Pacifica de Panamda con Costa Rica.
La poblacién humana que habita en esta area ha
fragmentado los bosques para realizar actividades
socioeconémicas, como pastizales para ganaderia y
monocultivo de palma aceitera (Miranda, 2013). El
drea posee un clima tropical himedo, con una pre-
cipitacién anual de 4247,8 mm y una temperatura
media anual de 26,4-27°C. La vegetacion original
dominante en la regién segtin Holdridge es el Bos-
que Himedo Tropical (Miranda, 2013).
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Figura 1. Area de colecta de T, catappa L.

2.2 Colecta y Preparacion del Material Ve-
getal

Las muestras fueron recolectadas en época de tran-
sicién seca a lluviosa (mayo-junio, 2017). Se colecta-
ron hojas nuevas (HN), que estaban mds cercana a
la base del cogollo y son de color verde, y se diferen-
cian de las secas porque cambian de rojo-naranja a
chocolate. También se recolectaron muestras de fru-
tos verdes (FV) y de frutos maduros (FM). El FV
es de color verde y el FM es de color amarillo, y
se logran diferenciar cualitativamente (Figura 2).
Las diferentes partes vegetales fueron debidamente
prensadas y llevadas al Herbario de la Universidad

de Auténoma de Chiriqui (UNACHI), donde pos-
teriormente fueron identificadas por especialistas
boténicos.

Se realiz6 un tratamiento directo de las HN, FV
y FM del almendro, el cual consistié en poner ca-
da una de las partes por separado en etanol al 95%
durante un dia. El extracto etandlico de estas par-
tes se obtuvo mediante un filtrado por gravedad.
Se coloc6 un papel filtro en un embudo para sepa-
rar la parte solida de la liquida. Luego este extrac-
to se concentré en un rotavapor al vacio (BUCHI
Rotavapor’™ R-210) para posteriores andlisis (Hos-
tettmann y col., 2008).

Figura 2. Tlustracion fotografica de las partes vegetales del almendro (7. catappa L.) A. Fruto maduro, B. Fruto verde, C. Hoja
nueva y fruto verde.
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2.3 Caracterizacion fitoquimica

Se realizaron diferentes pruebas cualitativas y se-
micuantitativas para determinar los tres grandes
grupos de compuestos secundarios (compuestos fe-
nélicos, compuestos nitrogenados y terpenos). Las
sefales cualitativas se identificaron por la apari-
cién de precipitados, cambio de color y formacién
de espuma al momento de agregar el reactivo co-
rrespondiente al tipo de metabolito que se buscaba
caracterizar. Las semicuantitativas fueron evalua-
das de la siguiente manera: ausencia (-), presencia
leve (+), presencia media (++), presencia abundante
(+++), de acuerdo con la intensidad de las sefiales
cualitativas anteriormente mencionadas. Se reali-
zaron triplicados por cada prueba, con muestras
control del reactivo y del extracto, evitando falsos
positivos relacionados.

Los compuestos nitrogenados (alcaloides) fue-
ron caracterizados con Draguendorff, Mayer, Wag-
ner y Hager. Cada subgrupo de terpenos fue carac-
terizado con el reactivo correspondiente, Terpenoi-
des con Rosenthaler, Fitoesteroles con Liebermann-
Buchard y Triterpenos con Salkowski. Se utilizé
Cloruro Férrico al 5% (FeCls) en la identificacion
de taninos; los flavonoides se caracterizaron con
H,SO4 concentrado y NaOH al 5%. Para la iden-
tificacién de saponinas, se preparé una solucién
acuosa de los extractos y se agitaron, y la formacién
de espuma es indicativo de su presencia. La iden-
tificacion de los glicésidos cardioténicos se realizé
con la prueba Legal. Para la identificaciéon de gomas
y mucilagos se disolvié un par de mL del extracto
en 2,5 mL de agua destilada, por dltimo, se le agre-
g6 5 mL de alcohol al 95% con agitacién constante
(Albuquerque, 2000; Hostettmann y col., 2008).

Se realizé un andlisis de Espectroscopia Infrarro-
ja (FTIR) y Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV)
al extracto crudo de cada una de las partes para
saber cudles eran los grupos funcionales presen-
tes y se concuerda con las estructuras base de los
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compuestos detectados por tamizaje (Hostettmann
y col., 2008).

2.4 Analisis de datos

Se utiliz6 el programa Past 4.02 para realizar una
gréfica de abundancia relativa de los compuestos
secundarios presentes en cada uno de los extractos
de las partes vegetales estudiadas. Se aplicé el indi-
ce de Whittaker para evaluar el porcentaje de dife-
rencia en la composicién fitoquimica en las diferen-
tes partes vegetales. Este analisis se valor6 con res-
pecto a la presencia (1) y ausencia (0) de los grupos
de compuestos secundarios (Whittaker, 1960).

3 Resultados y Discusion

Este estudio expande la informacién fitoquimica
preliminar de T. catappa L. en Panam4, a partir de la
caracterizacién fitoquimica cualitativa de las dife-
rentes partes de T. catappa L. Se logré identificar los
tres grandes grupos de compuestos secundarios de
la planta, presentando similitudes en la composi-
cién de compuestos secundarios. La caracterizacion
semicuantitativa o abundancia de estos compues-
tos es variable para cada parte, sobresaliendo con
mayor abundancia los compuestos nitrogenados
(alcaloides) y compuestos fendlicos (taninos, flavo-
noides).

Se detect6 la presencia sélo de terpenoides, pero
en muy baja abundancia, y ausencia de fitoesteroles.
Tampoco hubo presencia de glicésidos cardioténi-
cos, ni de gomas y mucilagos (Tabla 1, Figura 3). Es-
ta caracterizacién preliminar coincide con otros re-
portes. La abundante presencia de compuestos fe-
noélicos o dcidos polifendlicos es una caracteristica
particular de las hojas de esta planta (Tanaka, No-
naka y Nishioka, 1986), como por ejemplo el 4cido
gdlico, el cual se considera como uno de los mayo-
ritarios (Marrero y Morales, 2016).
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Tabla 1. Caracterizacién cualitativa y semicuantitativa de las diferentes partes de T. catappa L.

Compuestos secundarios

Hoja nueva

Fruto Maduro Fruto verde

Alcaloides +++
Fitoesteroles -
Terpenoides +

Taninos +++
Flavonoides +
Carbohidratos +

Saponinas +++

Gomas y Mucilagos -
Glicosidos cardioténicos -

+ +
+ -
+ ++

++ ++

+++ +

+++ -
- +

Leyenda: ausencia (-), presencia leve (+), presencia media (++), presencia abun-

dante (+++).

Las sefiales de FTIR para el extracto del FV de
almendro (T. catappa L.) fueron de compuestos aro-
maticos (1770-2010 cm~!), OH de compuestos fe-
nélicos (1066 cm™!) y C=0-C de éteres arométicos
(1229 cm™1), lo que indica una posible presencia de
los grupos de acidos polifendlicos, taninos galicos,
saponinas y flavonoides. En el caso de las HN, es-
tas muestran tensiones de C-H (2946 cm™!) y C=H
(1662 cm™'), que podrian ser posibles indicadores
de cadenas de terpenoides o fitoesteroles. De igual
forma, FM y FV presentan sefiales arménicas, indi-

cativos de compuestos aromaéticos (1770-2010 cm™!)
en conjunto con sefiales de OH, indicativo de posi-
bles compuestos fendlicos.

En la espectroscopia UV de los extractos de las
HN y FV del almendro (T. catappa L.) se obtuvie-
ron picos de 255nm, 294nm, 377nm, los cuales son
representativos de compuestos arométicos, nitroge-
nados, en este caso podrian ser taninos, alcaloides y
flavonoides; a longitudes de onda a 666 y 662 nm, se
encuentran las saponinas por sus complejas estruc-
turas esqueléticas.

Hoja Nueva
Fruto Maduro

3.5
Fruto Verde

BN W
o LA o

Abundancia relativa

A

0.5

0.0 - .
Taninos

Alcaloides Fitoesteroles Terpenoides

Compuestos secundarios

Flavonoides Carbohidratos  Saponinas

V

Gomas ¥y
Mucilagos

Glicosidos
cardiotonicos

Figura 3. Abundancia relativa con respecto a la caracterizacion semicuantitativa de los compuestos secundarios.

Las investigaciones confirman que la abundan-
cia de compuestos polifendlicos estd relacionada
con funciones bioactivas, como por ejemplo anti-
oxidantes de gran interés a nivel farmacogndstico

(Tanaka, Nonaka y Nishioka, 1986; Masuda y col.,
1999; Lin y col., 2001; Marques y col., 2012). Uno
de los estudios que prueba la posible efectividad de
los compuestos fendlicos (Punicalagina) como anti-
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oxidantes es el presentado por Chen y col. (2000),
donde la Punicalagina suprime la generacién de ra-
dicales libres intracelulares inducidos por bleomici-
na, identificados como superéxidos y perdxidos de
hidrégeno, evitando la genotoxicidad. También se
ha reportado que punicalagina y punicalina tienen
actividad antihepatotéxica sobre la toxicidad indu-
cida por el acetaminofén (Paracetamol) en higado
de ratas (Lin y col., 2001).

El indice de Whittaker mostré sélo un 23,53 % de
diferencia entre las partes de las plantas. La HN con
el FM present6 los mismos grupos de compuestos

secundarios. El FV con respecto a la HN y el FM
presentd 27,27 % de diferencia en la composicién
fitoquimica. El fruto verde present6 cinco grupos
de compuestos secundarios, abarcando compues-
tos nitrogenados (alcaloides) y compuestos fenoli-
cos (taninos y flavonoides). No se obtuvo presencia
de terpenoides. En FM se logr¢ la identificacién de
seis grupos pertenecientes a los tres grandes grupos
principales. El FV present6 glicésidos cardioténicos
con mayor abundancia de taninos; sin embargo, el
fruto maduro presento terpenoides, con alta abun-
dancia de carbohidratos y baja de taninos.
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Figura 4. FTIR de las diferentes partes vegetales de T. catappa L. A. Hoja nueva; B. Fruto maduro; C. Fruto verde.
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Las variaciones en el fruto son comunes en los
procesos de maduracién, donde se produce ma-
yor contenido de carbohidratos o azucares; también
ocurre el aumento en la produccién de compuestos
volatiles o arométicos (terpenoides) y la disminu-
cién de otros, en este caso taninos (Arrieta, Baquero
y Barrera, 2006). La presencia de flavonoides tam-
bién es importante pues son los que dan el color
a las partes vegetales y son un indicativo de ma-
duraciéon. En el caso del fruto del almendro, este
disminuye el color verde (clorofila) y aumenta el
color amarillo, asociado a un tipo de flavonoide
(antocianina) (Ronald, 2011).

Estas variaciones coinciden con lo reportado an-
teriormente, donde se observa un aumento consi-
derable de carbohidratos en el estado maduro, sien-
do uno de los compuestos predominantes, seguido
de terpenoides y compuestos fenélicos (Ratnasoori-
ya y Dharmasiri, 2000; Santos, Lorenzo y Lannes,
2016). Estos valores de carbohidratos han demos-
trado que la fruta del almendro tiene un alto valor
energético; de igual forma, se ha reportado que su-
ministran sustancias basicas para el crecimiento y
mantenimiento de las funciones corporales (Lima,
2012). En el presente esta asociado a la presencia de
saponinas. Por eso han sido utilizados en diversos
productos como materia prima en el enriquecimien-
to de formulaciones existentes en la industria ali-
mentaria (Nagappa y col., 2003; Lima, 2012; Chanda
y col., 2013).

4 Conclusiones

En este estudié se logré la primera base sobre la
composicién fitoquimica de los extractos etanélicos
de las hojas verdes, frutos verdes y maduros de T.
catappa L. en Panama. La caracterizacion semicuan-
titativa o abundancia de los compuestos fitoquimi-
cos es variable para cada parte, y se observé con
mayor abundancia los compuestos nitrogenados
(alcaloides) y compuestos fendlicos (taninos, flavo-
noides). Se detect6 baja abundancia de terpenoides
y ausencia de fitoesteroles, glicdsidos cardioténicos,
gomas y mucilagos.

Tomando en consideracién la composicién fito-
quimica de T. catappa L. reportada en otros estudios
y su similitud con lo encontrado en este trabajo, se
puede considerar como un potencial recurso para la

salud, siendo de gran valor etnobotanico, farmaco-
l6gico y para la industria alimenticia en Panama.
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