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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue confirmar la relacion que existe entre el
potencial nutricional y la composicién quimica de Gliricidia sepium (Jacq.) kunth ex
Walp., asi como, la toxicidad de los extractos de las partes aéreas sobre Artemia salina.
Se examinaron las hojas para determinar su composicién quimica y toxicidad. Se
realizé un andlisis proximal, tamizaje fitoquimico y bioensayo de letalidad de las partes
aéreas de G. sepium, leguminosa arbérea originaria de Centro América y norte de Sur
América, perteneciente a la familia de las Fabaceas. La harina de las hojas secas reveld
un contenido de proteina (26,45%), ceniza (8,25%), carbohidratos (64,6%), humedad
(0,39%) v lipidos (0,35%). El tamizaje fitoquimico evidencid la presencia de esteroles
en los extractos etanolico, diclorometano y haxanoico; terpenos, polifenoles y
flavonoides en los extractos etandlico y diclorometano; y, alcaloides y taninos en el
extracto etanolico. La actividad toxica se evalud a través de la DLsg del extracto
etanolico de las partes aéreas de G. sepium, siendo >1500 pg/mL, clasificandose como
relativamente inocuo para Artemia salina. En términos generales, los resultados
obtenidos sugieren que la materia seca de G. sepium podrian ser una alternativa para
ser usada en la alimentacion bovina, por su alto contenido proteico; los extractos de las
partes aéreas podrian ser usados en el control de plagas y ademas, puede tener un uso
potencial como agente antioxidante y antifingico natural.

Palabras claves: Gliricidia sepium, composicion quimica, toxicidad y Artemia salina.
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INTRODUCCION

Desde la antigliedad hasta la época actual, el hombre ha utilizado, con mayor o
menor profusion, especies de plantas con fines alimenticios o terapéuticos. Sin
embargo, para estudiar el potencial nutricional en las plantas, es necesario determinar
sus constituyentes quimicos, entre estos, el contenido proteico es de gran relevancia asi
como, la presencia de agentes toxicos o metabolitos secundarios.

Para tal efecto, por medio de diversas técnicas como el analisis proximal se pueden
determinar por ejemplo, porcentajes de grasa y proteinas en los alimentos (Ayala et al.,
2006). Ademas, el tamizaje fitoquimico permite la identificacion de los metabolitos
secundarios presentes, a través de reacciones y analisis quimicos (Castillo y Martinez,
2021).

Por otro lado, las plantas arbéreas y arbustivas han tenido un papel preponderante
por sus considerables niveles proteicos, valor nutritivo, naturaleza multipropésito y
amplio margen de adaptacion a climas y suelos. El tropico americano contiene muchas
especies con potencial forrajero, entre las que se destacan las integrantes de la familia
Leguminosae (Llamas y Acedo, 2016).

La familia de las Fabaceae 0o Leguminosae, se extiende casi por todo el planeta
siendo asi, la segunda familia mas importante de las plantas cultivadas después de la
familia de las gramineas que incluye los cereales. Las leguminosas de grano
representan el 27% de la produccion agricola mundial y proporcionan el 33% de la
proteina de la dieta consumida por los seres humanos, mientras que los pastos y
leguminosas forrajeras constituyen parte vital de la alimentacion animal (Llamas y
Acedo, 2016).

Especificamente la especie G. sepium, reconocida localmente con el nombre comun
de Matarraton, es una de las especies forrajeras de gran estima por su importancia en
la dieta animal. Aunado a esto, ésta especie se considera el mejor protector de los
cacaotales y el café, por su sombra y por su accion fertilizadora del suelo como fuente
de nitrégeno. Al mismo tiempo, posee ciertos constituyentes quimicos a los cuales se
les atribuyen sus propiedades biocidas, rodenticidas e insecticidas (Urdaneta et al.,
2014).



Por consiguiente, el objetivo de esta investigacion es confirmar la relacion que
existe entre el potencial nutricional y la composicion quimica de Gliricidia sepium
(Jacq.) kunth ex Walp., asi como, la toxicidad de los extractos de las partes aéreas sobre

Artemia salina.



CAPITULO |
El Problema
Planteamiento del Problema

A nivel mundial existe la necesidad de determinar el potencial nutricional de los
recursos alimenticios disponibles localmente, dentro de estos recursos se ha dado
particular importancia a los arboles y arbustos forrajeros (Hurtado et al., 2012). La
especie vegetal Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. es un arbol caducifolio con
copas irregulares y amplia cobertura de follaje, ademas, particularmente sus hojas son
de facil digestion comparadas con otras plantas leguminosas tropicales. En las costas
de México y regiones tropicales de Sudamérica y Asia se utiliza como forraje en la
alimentacion animal debido a que las hojas tienen un alto contenido de proteinas
(Cobian, 2007).

Por otra parte, el potencial nutricional es el conjunto de nutrientes y propiedades
que posee una planta con beneficios en la nutricion de un organismo, asegurando la
conservacion y crecimiento del mismo. Segun las Directrices del Codex (1997),
cualquier representacion que afirme, que una materia prima posee propiedades
nutritivas particulares, no sélo en relacion con su valor energético, contenido de
proteinas, lipidos y carbohidratos, sino ademas, con su contenido de vitaminas y
minerales, se conoce como propiedad nutricional.

El sistema més antiguo para determinar el contenido de nutrimientos o potencial
nutritivo de los alimentos se denomina andlisis proximal. Este andlisis inmediato
permite cuantificar el contenido de materia seca, proteina cruda, extracto etéreo, ceniza,
fibra cruda y extracto libre de nitr6geno (Ayala et al., 2006).

Con respecto al analisis fitoquimico, este permite hacer una discriminacion de las
plantas en términos de su composicion quimica para estudiar la actividad biologica de

la especie en cuestion; su objetivo, es determinar la presencia o ausencia de los



principales grupos de metabolitos en una especie vegetal (Carvajal et al., 2009).

Ahora bien, las plantas presentan dentro de su proceso de sintesis dos rutas
metabolicas, una donde sintetizan metabolitos primarios que son los necesarios para el
desarrollo de la propia planta como son las proteinas, lipidos, carbohidratos y algunos
micronutrientes y, otra ruta donde sintetizan metabolitos secundarios. En tal sentido,
los metabolitos secundarios se definen como compuestos quimicos de estructuras
relativamente complejas y distribucion restringida, presentes en especies vegetales que
no son requeridos en procesos fisiologicos normales de crecimiento (Prashant et al.,
2011). Estos metabolitos pueden ser alcaloides, polifenoles, quinonas, esteroides,
triterpenos, flavonoides, taninos, saponinas, entre otros (Riveros et al., 2002).

En los dltimos afos, se ha venido presentando un detrimento en el rendimiento de
produccidén alimentaria especialmente en la industria de la ganaderia, puesto que, ha
sido afectada por diversos factores como el acceso a fuentes de proteina debido a su
alto costo, problemas a los cuales se ven enfrentados la mayoria de los productores
agropecuarios de escasos recursos. De ahi que, se viene considerando el uso de fuentes
alternativas de proteina en la alimentacion de ganado, principalmente fuentes de origen
vegetal, por ejemplo, en la actualidad la formulacién de ensilaje con la adicion de
diferentes especies vegetales, se ha planteado como un tema de investigacion con alto
potencial de aplicabilidad en el sector agroindustrial (Utria et al., 2023).

Por otro lado, un estudio realizado por Mejia (2019), refiere que G. sepium contiene
alrededor de 32% de proteina bruta, que puede ser utilizada como alimento para
rumiantes y monogastricos. Por tal motivo, el uso del matarraton en fincas ganaderas
puede tener varios fines; para alimentacién, cercas vivas y captura carbono que se
producen en los mismos sistemas productivos, con ello, reduciendo la contaminacion
ambiental provocada por los gases del efecto invernadero. Aparte de ello, esta especie
vegetal posee propiedades antimicrobianas que inhiben el crecimiento de bacterias
patogenas durante el ensilaje, mejorando el nivel de proteina final (Utria et al., 2023).

Por lo tanto, la inclusion del matarraton podria contribuir a optimizar la
sustentabilidad en los agroecosistemas tropicales, ayudando a mejorar la calidad de la

dieta para los animales; ademaés, de representar una opcion viable para el control



bioldgico de insectos y plagas a través del uso de extractos para tal fin. A partir de lo
expuesto, se formulan las siguientes interrogantes:

¢Cual sera la relacion entre el potencial nutricional y la composicion quimica de
Gliricidia sepium (Jacq.) kunth ex Walp.? y ¢ Cual seré la relacion entre la composicion
quimicay la toxicidad de los extractos de las partes aéreas de Gliricidia sepium (Jacq.)

kunth ex Walp. sobre nauplios de Artemia salina?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

La importancia de Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp. se apoya en la variedad
de usos que esta planta puede ofrecer, sobre todo su utilidad como alternativa
alimenticia en bovinos, ovinos y caprinos, ya que como se ha descrito anteriormente
ésta leguminosa posee un gran potencial de proteinas, minerales, vitaminas y
carbohidratos (Gonzalez et al., 2014). Por lo tanto, el autor de esta investigacion
identifico como uno de los motivos de interés, las enfermedades nutricionales que se
producen por falta de alimentos y raciones mal equilibradas en la proporcion de
nutrientes, debido a que, la carencia de proteinas y vitaminas en la dieta de los animales
genera retrasos en los procesos metabdlicos y en el crecimiento (Castello, 1993).

Atendiendo a estas consideraciones, se decidid focalizar el interés sobre el estudio
del potencial nutricional de la especie Gliricidia sepium debido a los estudios previos
que reportan un elevado contenido nutritivo. Sin embargo, cabe resaltar el hecho de
que existen muchas especies vegetales encontradas en la Region Andina, de aqui que,
es necesario expandir el abanico de opciones utilizando esta especie no solo como
alternativa alimenticia para algunos animales sino también como tratamiento de
algunas enfermedades, al aprovechar sus componentes o principios activos, lo que
implicaria el aporte social, que seria la principal razon por la cual esta investigacion

tiene relevancia y se justifica la realizacion de la misma.



Objetivos de la Investigacion
Obijetivo General

Confirmar la relacion que existe entre el potencial nutricional y la composicion
quimica de Gliricidia sepium (Jacg.) kunth ex Walp., asi como, la toxicidad de los

extractos de las partes aéreas sobre Artemia salina.

Objetivos Especificos

- Analizar la composicion nutricional (humedad, proteina, grasa, ceniza y
extracto no nitrogenado) de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

- Determinar la composicion quimica de los extractos hexanoico, diclorometano
y etandlico de las partes aéreas de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

- Valorar la toxicidad del extracto etandlico de las partes aéreas de Gliricidia

sepium (Jacg.) Kunth ex Walp. sobre Artemia salina.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

En cuanto a la profundidad del conocimiento que se pretendio adquirir durante este
estudio fue confirmar el potencial nutricional de Gliricidia sepium (Jacq.) kunth ex
Walp. de acuerdo a su composicion quimica y toxicidad de los extractos de las partes
aereas sobre Artemia salina.

Sin embargo, debido al elevado costo de la vida en el pais, la universidad no escapa
de esta realidad, obteniendo investigaciones limitadas. Es por esto que, las mayores
limitaciones presentadas fueron la adquisicién de algunos reactivos debido a su costo
y disponibilidad, fallas constantes de la electricidad y los gastos que implicaron la
materializacion de este trabajo de investigacion (papeleria, transporte entre otros). No
obstante, esto no significé una dificultad para la realizacion de la misma.



CAPITULO Il
Marco Teodrico
Trabajos Previos

Gliricidia sepium, es una especie arborea que presenta diversas alternativas de uso,
entre éstas, permiten mejorar la produccion ganadera, el manejo en el control de plagas
y enfermedades en diversos cultivos, apoya en la fijacion simbidtica de nitrégeno y por
ende, presenta diversos servicios ecosistémicos importantes. En ese sentido, una
investigacion realizada por Jiménez et al. (2022), estuvo basada en identificar el uso de
las especies arboreas forrajeras en tres fincas pecuarias en el valle Macanacu del
municipio Guisa, provincia Granma, Cuba. Se realiz6 el inventario de las especies
arboreas forrajeras existentes. Se caracterizaron las especies presentes, segiin su uso y
servicios ofrecidos en la zona de estudio. Se registraron un total de 23 especies que se
utilizan en los sistemas ganaderos. Se destaca la gran representatividad de la familia
Fabaceae, con 18 % del total, por tener especies leguminosas y forrajeras, todas de gran
interés pecuario. Las especies arboreas forrajeras como Samanea saman (Jacg.) Merr,
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, Guazuma ulmifolia Lam y Gliricidia sepium
(Jacq.) Kunth ex Walp, son las mas utilizadas como fuente alimenticia para el ganado
de la region.

De manera similar, Panimboza (2022), realizd6 una investigacion con el fin de
evaluar diferentes bloques multinutricionales para la ceba de ganado bovino con la
utilizacién de especies forrajeras como suplemento en la alimentacion diaria. Utilizd
un diseflo crossover con tres tratamientos y seis repeticiones, evaluando 6 bovinos de
biotipo Brahman con un peso promedio de 350 kg, a los que se aliment6 durante 70
dias divididos en tres periodos con 5 dias de descanso previo a cada dieta. Estos
tratamientos fueron: el tratamiento 1 (pastoreo + bloque con 25% de Guazuma

ulmifolia), el tratamiento 2 (pastoreo + bloque con 25% de Leucaena leucocephala) y



el tratamiento 3 (pastoreo + bloque con 25% de Gliricidia sepium). Se demostrd que el
tratamiento 3 presenté mejores resultados y aceptacion tanto en la ganancia de peso
con un promedio de 21.17 kg, conversion alimenticia de 5.86 kg y en palatabilidad de
61.91 kg de consumo del bloque. Se evidencié que los bloques elaborados
principalmente con G. sepium, pueden ser considerados una alternativa de
suplementacion en la alimentacion de ganado bovino.

Por otro lado, Alade et al. (2021), divulgaron un articulo relacionado con la
composicion y actividad bioldgica de los aceites volatiles de Gliricidia sepium: una
planta medicinal usada en Nigeria para diversas aplicaciones. L0s aceites se obtuvieron
por hidrodestilacion y evaluaron la toxicidad, actividad antimicrobiana y antioxidante
mediante el ensayo de letalidad de Artemia salina, el método de difusion en agar y el
método de captacion del radical DPPH, respectivamente. Se identificaron un total de
43 y 44 constituyentes en los aceites de hojas y tallos, respectivamente. Los
componentes mayoritarios reconocidos en el aceite de la hoja de la planta fueron
hexadecatrienal (16,9 %) y pentadecanal (16,0 %), mientras que, el humuleno epdxido
I1 (17,5 %) y el 6xido de cariofileno (10,6%) dominaron en el aceite de tallo. El aceite
de tallo mostré una mejor actividad antifungica que el aceite de hoja; ambos aceites
fueron tdxicos para Artemia salina; la hoja y los aceites de tallo tenian una
concentracion inhibitoria media (ICso) de 84,3 pg/mL y 142,2 ug/mL, respectivamente,
en el ensayo de eliminacion de radicales DPPH, lo que indic un nivel moderado
actividad antioxidante. Los resultados sugieren que el aceite volatil de G. sepium puede
encontrar un uso potencial como agente antioxidante y antifingico natural gracias a la
presencia de compuestos quimicos en el tallo como el dxido de cariofileno.

También, Gonzalez y Luna (2020), realizaron un estudio cuyo objetivo fue
determinar la presencia de garrapatas en el hato bovino y la efectividad de un
tratamiento como garrapaticida a base de hojas de Gliricidia sepium deshidratadas,
molidas y puestas a fermentar en alcohol al 95%. Se usaron 20 vacas distribuidas en
dos grupos de 10 cada uno, el primero tratado a base de extracto de G. sepium con 3
repeticiones y el grupo testigo que se tratd con un producto quimico comercial

aplicando 35cc de manera tdpica sobre la linea dorsal con una sola aplicacion. En
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consecuencia, la presencia de garrapatas medida por regiones anatémicas indica que al
primer conteo hubo 14, 16, 5 y 4 garrapatas bajando a cero en el cuarto y Gltimo conteo
para las regiones anatdmicas anterior (papada, pecho, codo, base de pecho, paleta,
perimetro toracico), posterior A (muslo, corvejon, ubre anterior a los dos lados, ingle),
ventral (parte ventral, insercion de la ubre anterior, fuente de leche, y venas mamarias)
y posterior B (ubre posterior, ligamento suspensor, insercion de la ubre posterior, cola
e isquion) para los animales tratados con matarraton. En el caso de aplicacion de
Fipronil y Fluazuran paso de una presencia de 11, 18, 8 y 4 en el primer conteo a una
de 0, 1, 0 y O para las regiones anatémicas anterior, posterior A, ventral y posterior B,
respectivamente. Por tanto, la presencia de garrapatas disminuyé notablemente después
del uso de matarraton y no hubo diferencias significativas con el tratamiento a base de
fipronil y fluazuron. Ya que, la efectividad del tratamiento con matarratén para cada
region anatdmica estudiada en los bovinos fue: Region anterior: 100%; Region
posterior A: 100%; Region ventral: 87% y Region posterior B: 100% lo que indica que
es altamente Gtil en su uso como garrapaticida.

Por otra parte, Montecé (2019), evalud la composicion quimica, degradabilidad y
cinética ruminal in situ de la MS (materia seca); MO (materia organica); PC (proteina
cruda); FDN (fibra detergente neutro) y FDA (fibra detergente acido) del matarraton
(G. sepium) en diferentes periodos de corte (30; 45; 60; 75; 90 y 105 dias). Primero, la
MS; MO y la MI (materia inorgénica), no fueron afectadas por la edad o los periodos
de corte evaluados. Sin embargo, el mayor porcentaje de PC y FDN, se registr6 a los
30y 60 dias de corte (23,07 y 52,93%, respectivamente). A su vez, el mayor porcentaje
de degradabilidad in situ de la MS, se obtuvo a los 105 dias del periodo de corte con
24 horas de incubacion (99,46%). Ademads, la mayor degradabilidad de la MO se
registro a los 30 dias del periodo de corte a las 96 horas de incubacion (96,23%).Pero,
los mayores valores para la degradabilidad in situ de la FDN y FDA, se registraron a
los 45 dias del periodo de corte, a las 96 horas de incubacién (93,79% y 73,57,
respectivamente). Por tltimo, la mayor Degradabilidad Efectiva (DE: 2; 5y 8% / horas)
de la MS se registré a los 75 dias, y la MO a los 30 dias del periodo de corte. Estos

resultados, sugieren utilizar el matarratobn en la alimentacion de rumiantes y no
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rumiantes entre los 30 y 60 dias de rebrote, debido a que, se obtiene el mayor porcentaje
de proteina. Y, en relacion a los valores obtenidos en la cinética ruminal in situ indican
que el matarratén puede ser incluido como una alternativa en planes de alimentacion

animal.

Antecedentes Historicos

La curacién con plantas medicinales es tan antigua como la humanidad misma. Al
iniciar el siglo XIX fue un punto de inflexion en el conocimiento y uso de plantas
medicinales. El descubrimiento, la justificacion y el aislamiento de alcaloides de la
adormidera (1806), ipecacuana (1817), strychnos (1817), quinina (1820), granada
(1878) y otras plantas, luego el aislamiento de glucésidos marcé el comienzo de la
investigacion cientifica. Con la mejora de los métodos quimicos, también se
descubrieron otras sustancias activas de plantas medicinales como taninos,
sapondsidos, aceites etéricos, vitaminas, hormonas, entre otros.

Para empezar, la familia Fabaceae fue descrita en el siglo XIX por John Lindley,
aungue previamente Antoine Laurent de Jussieu habia descrito la familia con el nombre
de Leguminosae. Es probable que las semillas de leguminosas y los granos de cereales,
hayan sido los primeros alimentos utilizados por el hombre para su consumo.
Ciertamente, esta seleccion fue probablemente muy dificil para el caso de las
leguminosas; por ser una familia amplia, con aproximadamente 600 géneros, 13000
especies y con gran estima por su importancia en la dieta humana y animal, pero que
se pueden considerar plantas de cierto riesgo en su consumo porque contienen factores
antinutricionales (FAN) tales como taninos, saponinas y triterpenos (Scull y Savon
2011).

Mediante el uso de los ensayos quimicos cualitativos del tamizaje, Scull y Savon
(2011), realizaron la caracterizacion fitoquimica en harinas de forrajes de cinco plantas
(Cannavalia ensiformis, canavalia, Trichantera gigantea, tricantera, Morus alba; y
Gliricidia sepium) con potencialidades de uso en la alimentacion animal. El estudio
incluyd analisis de taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas, aminoacidos,

antocianidinas, triterpenos y/o esteroides. Se encontrd que la totalidad de las harinas
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contenian polifenoles, alcaloides y azucares reductores. Los mayores niveles de
alcaloides se hallaron en las harinas de matarraton. Los resultados encontrados en la
caracterizacion fitoquimica mostraron diferentes comportamientos de los metabolitos
secundarios en las distintas plantas.

Es necesario resaltar que los extractos de las hojas del matarratdn, tienen potencial
como biofungicidas, debido a la presencia de flavonoides con propiedades alelopéticas,
destacandose su efecto sobre hongos fitopatdgenos. En tal sentido, Urdaneta et al.
(2014) realizaron una investigacion para determinar los flavonoides presentes en el
extracto etandlico de hojas de G. sepium empleando cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se identificaron y cuantificaron los flavonoides &cido orto-
cumarico (28,26%), cumarina (3,71%), quercetina (2,42%), luteolina (1,07%),
kaempferol (0,36%) y miricetina (0,1%). Se evaluaron in vitro tres estandares de los
compuestos encontrados en mayor proporcion en el extracto. Las concentraciones
ensayadas fueron 0,125; 0,250 y 0,50%, de los cuales so6lo la cumarina y el &cido orto-
cumarico ejercieron un efecto sobre la inhibicion del crecimiento micelial y de la
esporulacién de Colletotrichum acutatum. El efecto de la cumarina al 0,25 y 0,5 % fue
fungicida, mientras que el acido orto-cumaérico al 0,5% tuvo un efecto fungistatico.
Estos resultados evidencian el potencial de los extractos vegetales de G. sepium como
biofungicida.

Bases Tedricas
Familia Fabaceae o Leguminosae

Las fabaceas (Fabaceae) o leguminosas (Leguminosae), son una familia del orden
de las fabales. Relne arboles, arbustos y hierbas perennes o anuales, facilmente
reconocibles por su fruto tipo legumbre y sus hojas compuestas y estipuladas. Es una
familia de distribucion cosmopolita con aproximadamente 750 géneros y unas 20.000
especies, lo que la convierte en la tercera familia con mayor riqueza de especies
después de las compuestas (Asteraceae) y las orquideas (Orchidaceae). Esta riqueza de
especies se halla particularmente concentrada en las ramas de las mimosoideas y las

faboideas, ya que contienen cerca del 9,4 % de la totalidad de las especies de las
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eudicotileddneas. Se ha estimado que alrededor del 16 % de todas las especies arboreas
en los bosques lluviosos neotropicales son miembros de esta familia.

Asimismo, las fabaceas son la familia més representativa en los bosques tropicales
lluviosos y en los bosques secos de América y Africa (Llamas y Acedo, 2016). Junto
con los cereales y con algunas frutas y raices tropicales, varias leguminosas han sido la
base de la alimentacion humana durante milenios, siendo su utilizacion un compafiero

inseparable de la evolucion del ser humano (Palma y Gonzélez, 2018).

Filogenia de la Familia Fabaceae

En el Grupo de Filogenia de Angiospermas APG IV (2016) se mantiene el orden
Fabales que incluye Fabaceae (Leguminosae), Polygalaceae, Quillajaceae y
Surianaceae. Es decir, se mantienen las mismas familias y en el caso de la familia
Fabaceae también el mismo contenido. La familia Fabaceae ha sido tradicionalmente
incluida en las Fabales, estrechamente emparentadas con el “core” Rosidae, uno de los
principales linajes de plantas con flores (Llamas y Acedo, 2016).

Los estudios de filogenia molecular de las leguminosas han aclarado notablemente
las controversias que existieron en torno a estas. Esta aceptado actualmente que todas
las leguminosas pertenecen a un gran grupo taxondmico, una Unica familia con al
menos dos subgrupos o linajes que se distinguen bien tanto molecular como
morfolégicamente: las Papilonoideae (Fabaceae, en el sentido estricto para algunas
clasificaciones precedentes) y las Mimosoideae. Ademas de estos dos grupos, se
acomodan entre ellas, el resto de las leguminosas que forman una mezcolanza de gran
variacion morfoldgica y molecular y que suele tratarse como la tercera subfamilia, de

este modo, este grupo se ha reconocido como Cesalpinoideae. (Llamas y Acedo, 2016).
Género Gliricidia

Diversos autores indican un rango natural muy amplio, es claro que Gliricidia es
nativa solo de los climas secos estacionales, ocupando dunas de arena costera, bancos
riberefios, planicies inundadas y otras areas perturbadas. Fuera y dentro de su &mbito

natural Gliricidia ha sido probada con éxito para una gran cantidad de usos.
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Ademas de Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp. se reconocen dos especies del
género Gliricidia, que son menos utilizadas: G. maculata y G. guatemalensis. La
primera especie es nativa de la Peninsula de Yucatan en México, distinguiéndose de G.
sepium por su flores blancas y por sus vainas y semillas mas pequefas. G.
guatemalensis es una especie de zonas altas entre 10s1500 y 2000 m de altitud. Es un
arbusto pequefio de hasta 3m de altura, con flores rojo-purpura y hojas pequefias

redondeadas (Madreado especie de arbol de uso multiple en América Central, 1991).

Especie Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

También conocida como Matarraton, es una especie de rapido y vigoroso
crecimiento, vive de 80 a 100 afios, se caracteriza por expresar grandes contenidos
nutricionales. Esta planta también es conocida con los nombres de Madrecacao,
Madero Negro, Pifion Cubano, Rabo de Raton entre otros (Jiménez et al., 2013).

Esta leguminosa arbdrea originaria de Centro América y norte de Sur Ameérica,
pertenece a la familia de las Fabaceas y crece desde el nivel del mar hasta los 1600 m
de altitud, en una amplia variedad de suelos incluyendo los acidos conpH de5a 7,y
erosionados, con buen crecimiento tanto en suelos livianos como en los profundos. El
matarraton puede alcanzar hasta 15 m de altura con una produccion de 6200 kg/ha/corte
de forraje verde en época de lluvia y 800 kg/ha/corte en época seca, con cortes
trimestrales (Hurtado et al. 2012).

Taxonomia de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

En la Tabla 1, se muestra la clasificacion taxonémica de G. sepium.
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Tabla 1
Taxonomia de G. sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Fabales

Familia Fabaceae Lindl., 1836

Subfamilia Papilionoideae o Faboideae

Género Gliricidia Kunth, 1824

Especie Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

Tomado y modificado de Lemos, 2014.

Descripcion Botanica de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

Forma. Arbol (Figura 1), arbusto caducifolio, de 2 a 15 m (hasta 20) m de altura,
con un didmetro entre 25 y 60 cm (Palma y Gonzélez, 2018).
Figura 1
Arbol de Gliricidia sepium (Jacqg.) Kunth ex Walp.

Fuente propia

Copa / Hojas. Copa irregular. Amplia cobertura del follaje. Hojas compuestas,

alternas, e imparipinnadas (1) (Figura 2). Miden de 12 a 30 cm de largo (incluyendo el
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peciolo). Compuestas por 7 a 25 foliolos opuestos, ovados a elipticos, con el margen
entero Estos arboles pierden sus hojas en la época de floracién que ocurre entre los
meses de febrero y marzo.

Tronco / Ramas. Tronco un poco torcido. Ramas ascendentes y luego horizontales.
La forma del arbol es variable, desde erecta y recta en algunas procedencias, hasta
retorcida y muy ramificada, con tallos multiples originados cerca de la base.

Corteza. Externa es escamosa a ligeramente fisurada, pardo amarillenta a pardo
grisacea y la interna es de color crema amarillenta, fibrosa, con olor y sabor a rabano.
Grosor total es de 8 a 10 mm.

Flor(es). Las flores son rosadas y se agrupan en racimos densos de 10 a 20 cm de
largo, situados en las axilas de las hojas caidas (2) (Figura 2). Cada racimo tiene de 15
a 50 flores zigomorfas, de 2 a 3 cm de largo, dulcemente perfumadas. Corola en forma
de mariposa.

Figura 2

Hojas, flores, frutos y semillas de G. sepium (Jacg.) Kunth ex Walp.

¢
Flores (2)

#

Hojas (1) i

Tomado y modificado de Palma y Gonzélez, 2018.

Fruto(s). Vainas lineares y dehiscentes a lo largo de 2 suturas, aplanadas, de 10 a
20 cm de largo y 1 a 3 cm de ancho, agudas, péndulas, con nervadura fina, verde limén
o0 pardo claras cuando son nuevas y oscuras al madurar (3) (Figura 2). Cada vaina con
3 a10 semillas.
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Semilla(s). Las semillas son pardo-amarillentas, de 7.9 a 18 mm de largo por 12 a
15 mm de ancho, casi redondas, aplanadas, de superficie lisa (4) (Figura 2). El hilo es
blancuzco, ligeramente protuberante y contiguo al micropilo. La testa es dura y ésea.

Raiz. En plantas provenientes de semillas el sistema radical es fuerte y profundo,
con una raiz pivotante y raices laterales en angulos agudos respecto de la raiz principal.
En las plantas provenientes de estacas, las raices son superficiales.

Sexualidad. Hermafrodita (Palma y Gonzalez, 2018).

Origen y Extension de Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp.

Se extiende naturalmente desde el sur de México, por toda América Central hasta
Colombia, Venezuela y las Guyanas. Su amplitud ecoldgica va de los 7° 30" de latitud
sur en Panama, hasta los 25° 30" latitud norte en el noroeste de México. Se ha
introducido y naturalizado con éxito en muchas zonas tropicales: en el norte de
Ameérica del Sur, hasta Brasil, en el Caribe, Hawai, Florida (Estados Unidos), oeste de
Africa, sureste de Asia (Tailandia, Filipinas e Indonesia) y Australia. Nativa de
Centroamérica y norte de Sudamérica. Naturalizada en Cuba, Jamaica, Santo Domingo,

Haiti, Puerto Rico, Trinidad y Curazao (Palma y Gonzalez, 2018).

Usos de Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp.

Es una especie considerada multipropositos por la variedad de usos que posee, la
madera es utilizada de forma artesanal, como combustible (lefia, carbén), en la
construccion rural y pesada, en la elaboracion de implementos agricolas y mangos para
herramientas. Del mismo modo, el tronco se emplea como cerco vivo y estaca viva
para soporte de especies trepadoras como la vainilla.

Es de uso medicinal al ser empleadas sus hojas, tallo y corteza en forma de
emplastos y bafio general como remedio (Palma y Gonzalez, 2018). La decoccion de
las hojas ha sido usada en Mesoamérica como un expectorante y a su vez como
febrifugo, lo cual ha sido aprovechado para tratar sintomas relacionados con malaria.

También, esos extractos se emplean para tratar heridas y erisipelas (infecciones agudas
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de la piel). Ademas, en Centroamérica la decoccidn de la corteza es usada para controlar
protozoarios y dermatosis contagiosas como el impétigo y similares.

Agregando a lo anterior, las hojas en particular, el campesino las coloca dentro de
sus zapatos para evitar hongos en los pies y en sitios donde duermen perros y gatos
para eliminar pulgas, de igual modo, en gallineros para controlar totolates y otros. En
ese mismo contexto, también es comun hervir ramas de esta planta para bafiar ganado
con el fin de eliminarles garrapatas (Villegas et al., s.f.).

Se ha reportado el uso de las hojas y vastago como muy buen forraje para ganado
(chivos, burros, vacas). Las hojas contienen un alto porcentaje de proteina cruda (18 a
30 %) y el valor de digestibilidad de la hoja seca, va de 48 a 78 %. Sin embargo, las
hojas resultan venenosas para perros, caballos y ratas (Palma y Gonzalez, 2018).

Al mismo tiempo, posee actividad toxica debido a que las semillas, corteza y raices
tienen mayor contenido de sustancias tdxicas que se usan para envenenar a un particular
roedor nativo de Costa Rica conocido como taltuza, el cual causa dafios en campos de
cultivo (Villegas et al., s.f.). Aunado a esto, le describen actividad insecticida contra el
barrenador mayor de los granos (Prostephanus truncatus); gorgojo pinto del frijol
(Zabrotes subfasciatus) y conchuela del frijol (Epilachna varivestis) (Palma y
Gonzéalez, 2018).Es necesario resaltar, que particularmente las semillas son muy

toxicas lo cual sugiere importante potencial medicinal (Villegas et al., s.f.)

Composicion Quimica y Valor Nutricional de Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex
Walp.

Gliricidia sepium, se ha venido utilizando como alternativa alimenticia en bovinos,
ovinos y caprinos, ya que como se ha descrito anteriormente ésta leguminosa posee un
gran potencial de proteinas, minerales, vitaminas y carbohidratos (Montecé,2019).

Mejia (2019), explica que las hojas del matarraton tienen un alto contenido de
proteina bruta (PB), el cual es variable de acuerdo con los dias de corte, a mayor tiempo
de corte el contenido de proteina cruda disminuye de manera gradual en las hojas,
alcanzando hasta un 32% de PB a los 45 dias después del corte. Del mismo modo, el

investigador menciona que en el tallo, el matarraton alcanza un 10.8% de contenido de

19



PB, siendo menor en comparacion a la hoja; el contenido de materia seca es alrededor
del 22%.
En la tabla 2, se presentan valores de analisis proximales reportados por varios

autores a nivel mundial.

Tabla 2
Composicién bromatoldgica del follaje de G. sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.
AUTOR MS% PC% FC% CNZ%

Garcia et al. (2006) 39,5 20 9,8
Araque et al.(2006)
3 meses 8,75 28,31 8,38
12 meses 13,39 20,64 7,40
Pavoén et al. (2003) 20 24,8 18 12
Estrada (2001) 24,9 28 8,9
Otarola (1995) 20 a 27
Palma et al. (1995) 24 24
Pedraza (1992)
2 meses 19,5
6 meses 37,5

MS: materia seca, PC: proteina cruda, FC: fibra cruda, CNZ: ceniza
Tomado y modificado de Cardozo, 2013.

De acuerdo a lo anterior, es importante sefialar que la variacion de la calidad
nutricional, fue descrita por Araque et al. (2006) que consider6 diferentes estadios de
crecimiento de la planta y encontr6é que a medida que el rebrote madura desde 3 a 12
meses, existe un incremento (P<0.5) en el contenido de la materia seca, con valores
que ascienden de 8,75 a 13,39%, respectivamente. Asi mismo Pedraza (1992), reportd
valores ascendentes de 19,5 a 37,5 % de materia seca, cuando fue evaluada la edad de
rebrote del mataraton de 60 a 180 dias (Cardozo, 2013).

En la Tabla 3, se observan los valores de la composicion mineral de G. sepium

encontrados por diferentes autores.
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Tabla 3
Composicién mineral de G. sepium, reportados por diferentes autores

Autor Ca% P% K% Na% N% Mg% Mnppm Znppm
Duran
(2004)
6meses 1,38 0,18 3 0,16 0,41 50 22
Macias et al. 1,43 0,21 0,97 0,03 0,38
(2004)
Araque et al.
(2002)
6 meses 0,10 0,29 212 0,31 27 39,24
Catie (1991) 0,27 2,83 4,49
Murgelio 14 03 24 4,6 0,4
(1990)

Ca: calcio, P: fosforo, K: potasio, Na: sodio, N: nitrégeno, Mg: magnesio, Zn: zinc, pm: partes por
millén.

Tomado y modificado de Cardozo, 2013.

Las concentraciones de nitrogeno hallados por los diferentes autores en las hojas de
Gliricidia sepium no muestran diferencias significativas. Con respecto al Mg, Mny Zn
los aumentos en sus valores son directamente proporcionales a la edad de la planta. Los
valores de estos elementos aumentaron (P<0.5) a medida que la planta maduraba de 3
a 12 meses de edad (Cardozo, 2013).

Las investigaciones realizadas sobre esta especie no solo se centran en su potencial
para el forrajeo debido a su alta concentracion de proteina, sino también, por la
presencia de carotenos y concentracion de taninos, lo cual facilita la aceptabilidad de
ésta por los animales (Edwards et al., 2012). Del tal manera, se han reportado como
principales metabolitos secundarios activos (Figura 3): En hojas: cumarina simple (5),
acido melilético (6) y un flavonol glicosidado conocido como robinetina (7) (Villegas,
etal.,s.f.).

Otros flavonoides identificados y cuantificados, a partir de las hojas de esta planta,
son el acido-ortocumarico y la miricetina (Urdaneta et al., 2014).

Por otro lado, Scull y Savon (2011), realizaron un estudio sobre la caracterizacion
fitoquimica de las harinas de forrajes de diferentes plantas, entre ellas G. sepium con
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el objetivo de determinar las diferencias en su composicion quimica. Los resultados del

tamizaje fitoquimico en las harinas foliares evidenciaron la presencia de metabolitos

secundarios (Tabla 4). La totalidad de las plantas contenian polifenoles, alcaloides,

azUcares reductoras y grupos amino y el 50% de ellas, saponinas. En orden descendente

se hallaron otros metabolitos como antocianidinas, flavonoides y cumarinas. No se

hallo la presencia de quinonas y glicésidos cardiotonicos.

Tabla 4

Tamizaje fitoquimico en hojas de G. sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

Taninos
Alcaloides
Flavonoides
Saponinas
Triterpenos
Antocianidinas
Azucares
reductores
Cumarinas
Quinonas
Grupo amino
Glicosidos

cardiotonicos

Leguminosa. Harina de follaje

Cannvalia  Lablab  Trichantera Stizolobium Morus Gliricidia

ensiformis purpureus  gigantea aterrimum  alba sepium

+ + ++ +++ ++ +
+ ++ + +++ + +++
- - - + - -

++ - - ++ +++ -

++ - ++ ++ +++ ++
- ++ - + - -
+ + + ++ ++ +
- - - - + -

++ + ++ +++ ++ ++

Tomado y modificado de Scull y Savon, 2011.
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Figura 3

Componentes quimicos principales en hojas de G. sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.

L
(] 0

Cumarina simple (5)

Robineti

@(\/[UI]
on

Acido melildtico (6)

na (7)

Tomado y modificado de Villegas et al., s.f.

En corteza y madera: isoflavanoides (8), (9). Isoflavonoides (10), (11) y (12).

Pterocarpanos (13), aldehido fertlico (14) y Trans-31, 41 - dihidroxicinnamic-

octacosiléster (15) (Figura 4) (Villegas et al., s.f.).

Figura 4

Principales metabolitos secundarios aislados de cortezay madera de G. sepium (Jacg.)

Kunth ex Walp.
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(11) RI=0CH3 ; R2=H
(12) R1=0CH3 ; R2=0H

Tomado y modificado de Villegas et al., s.f.
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Segln Edwards et al. (2012), la presencia de taninos es reportada en los rebrotes
mas jovenes para generar reservas de carbono, sin embargo, es de las leguminosas con
menor produccion de este tipo de metabolito. En el extracto etandlico se reportaron
aceites esenciales, cumarinas simples, alcaloides, fenoles simples, flavonoides y baja
concentracion de saponinas y esteroides (Galindo et al., 1989). Ademas, Caceres
(1993) indico que la corteza y las hojas son ricas en isoflavonoides, de manera similar,
en una investigacion realizada por Jurd (1976) se evidencio la presencia de robinetina
en las hojas del matarraton. Sin embargo, Castillo et al (2005) y Ortiz (2010) realizaron

pruebas de laboratorio en donde niegan la presencia de flavonoides.

Metabolitos Primarios

El reino vegetal produce miles de compuestos organicos, producto del metabolismo
primario, el cual consiste en una serie estrechamente coordinada de reacciones
quimicas mediadas por enzimas, que tienen lugar en el organismo de las plantas, dando
como resultado la sintesis y el uso de una amplia variedad de moléculas. De modo que,
los compuestos esenciales para la supervivencia, crecimiento y reproduccion de las
plantas, se describen como metabolitos primarios, se encuentran ampliamente
difundidos en la naturaleza, siendo estos los aminoacidos, cidos grasos, carbohidratos,
nucleotidos y polimeros derivados de ellos, que originan monosacéaridos, proteinas,
lipidos, ADN y ARN (Boscso y Butnariu, 2022).

Determinacion de Metabolitos Primarios

Andlisis Proximal. El sistema mas antiguo para determinar el contenido de
nutrimentos de los alimentos es la metodologia de Weende desarrollada en el siglo 19
en Alemania, la cual es generalmente llamada el “andlisis proximal” o “andlisis
inmediato” del alimento. Este analisis consiste en la determinacion de manera general
de los porcentajes de ciertos componentes de propiedades quimicas o nutritivas
similares las cuales son agrupadas en las siguientes determinaciones (Montecé, 2019):

Humedad. Es la magnitud que expresa la cantidad de agua en un material sélido y

se puede representar en términos de una base de masa seca o de una base de masa
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hdimeda (Martines y Lira, 2010). EI método mas comdn para determinar el contenido
de humedad es analiticamente a través de un proceso de evaporacion con la ayuda del
calor, sustentado en la separacion del agua de la materia prima por secado en estufa a
temperaturas superiores a 100 ° C, donde hay una pérdida de peso, en el que el
contenido de humedad se determina a partir del cambio de peso de la muestra después
de la evaporacion del agua absorbida por la estufa o mufla; correspondiendo a la
diferencia de entre el peso inicial y el peso de la materia seca, este método se conoce
como volatilizacion indirecta (Tirado et al., 2015).

Ceniza. Es un residuo inorgénico que se obtiene al incinerar la materia organica en
un producto cualquiera, representan la fraccion correspondiente a los minerales. Para
tal fin, se debe incinerar una porcion de muestra exacta pesada en un crisol de porcelana
o platino, utilizando un horno de mufla a temperaturas entre 500 y 600 ° C alrededor
de 24 horas, la matriz debe destruirse calentando suavemente al principio para
carbonizar la muestra y asi impedir que los lipidos y azucares formen espuma. El
analisis se da por terminado cuando el residuo esta libre de particulas carbonosas (de
color negro) y las cenizas presenten un color blanco o gris uniforme, el crisol se enfria
en un desecador y se pesa en balanza analitica hasta peso constante (Caravaca et al.,
2003). Generalmente el valor de ceniza total es necesario cuando se necesita calcular
los carbohidratos (por diferencia), ya que desde el punto de vista nutricional el
contenido de ceniza tiene escaso valor, salvo para proporcionar una estimacion
aproximada del material inorganico (Greenfield y Southgate, 2006). Una vez
determinada la materia seca y la ceniza por diferencia se puede obtener el contenido de
materia organica (Caravaca et al., 2003).

Contenido de Lipidos. La fraccion denominada extracto etéreo (EE) o grasa cruda,
son las sustancias organicas que mas energia bruta aportan, comprenden aceites, grasas
y otros materiales liposolubles (Mora, 2007). Generalmente, se obtienen a partir de los
métodos gravimetricos por extraccion, con el empleo de solventes organicos como el
éter de petroleo o éter etilico que solubilicen el compuesto o con una solucion &cida,
basica o neutra. Comunmente, se emplea el método de Soxhlet, este procedimiento

emplea un equipo disefiado de modo que la porcion fresca del solvente este en contacto
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con la muestra por un largo tiempo, se basa en la separacién de la fraccion lipidica del
resto de los compuestos de la matriz y la posterior medida de la fraccion separada. El
solvente se elimina del balon por evaporacion, quedando en este dltimo el residuo
lipidico extraido, el cual se determina por diferencia de pesada entre la masa del bal6n
que contiene el residuo y la masa del balén vacio, previamente tarado (Zumbado,
2002). El valor obtenido es una buena aproximacién del contenido de lipidos de los
alimentos, aunque incluya otras sustancias (Caravaca et al., 2003).

Proteinas. Son los principales constituyentes estructurales de las células y los
tejidos, es la fraccion nitrogenada de los alimentos que se obtiene mediante el analisis
quimico, denominada proteina bruta (PB); que no es mas que una determinacion del
nitrégeno total liberado por un proceso de digestion quimica (Mora, 2007). Para su
determinacion se utiliza el método de Kjeldahl que consiste en una mineralizacion del
nitrogeno de una muestra de alimento mediante &cido sulfdrico concentrado en
presencia de un catalizador, este tratamiento convierte el nitrogeno aminico en sal
amoniacal y es recogido en una solucion basica, posteriormente se realiza una titulacion
para determinar la cantidad de nitrogeno amoniacal y el resultado obtenido se
multiplica por 6,25, con lo que se obtiene una aproximacion del contenido de nitrégeno
proteico existente en el alimento. Se trata de una medida aproximada, ya que no todo
el nitrégeno de los alimentos se encuentra en forma de proteina (Caravaca et al., 2003).

Fibra Cruda. Es el total de polisacaridos que contienen las plantas, son
carbohidratos complejos que pueden ser atacados por las enzimas de la microflora
intestinal, a excepcion de la lignina. Se puede determinar a través de métodos
espectrofotométricos, cromatograficos y gravimétricos, este Ultimo, consiste en
exponer la muestra a una digestion acida seguida de una alcalina, al someter la muestra
a dos hidrolisis sucesivas, se obtiene un residuo que contiene la fracciéon de celulosa
asociada a lignina, ademas de cierta cantidad de hemicelulosa, lo que se denomina fibra
cruda (FC), es un método de analisis que nos indica la cantidad de hidratos de carbono
no digestibles para animales monogastricos (Zumbado, 2002; Caravaca et al., 2003;
Mora, 2007).
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Extracto no nitrogenado. Representa la fraccion de los carbohidratos solubles, en
esta categoria se encuentran el almiddn, pectinas, gomas y mucilagos. Se determina por
diferencia entre los valores del peso inicial de la muestra analizada y la suma de las
demas fracciones obtenidas mediante los analisis anteriormente descritos (Caravaca et
al., 2003).

Productos Naturales

Se trata de compuestos quimicos producidos por el metabolismo secundario de los
organismos Vvivos, encontrandose constituidos por moléculas con diferentes
estructuras, propiedades y origenes biosintéticos, que tienen utilidad tanto para el
hombre como para la adaptacion de las plantas al medio ambiente (Ringuelet y Vifa,
2013). Los productos naturales son metabolitos secundarios que las plantas han
desarrollado a lo largo de su evoluciébn como mecanismos defensivos frente a

patogenos (Avalos y Pérez, 2009).

Metabolitos Secundarios

Son compuestos quimicos sintetizados a partir de excedentes del metabolismo
primario. Los productos provenientes del metabolismo primario (aminoacidos,
carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos) participan directamente en el crecimiento y
supervivencia de las plantas, pero los metabolitos secundarios actGan como
mediadores, siendo sustancias naturales que sintetizan los tejidos vegetales para
protegerse de depredadores como bacterias, hongos e insectos. Estos compuestos son
dentro de las caracteristicas indeseables de los alimentos no convencionales, los que
provocan respuestas negativas mas dramaticas. Por otra parte, en los Gltimos tiempos
se desarrolla un nuevo enfoque que se orienta hacia la exaltacion de las propiedades
benéficas de estos compuestos en apropiadas circunstancias (Scull y Savon, 2011).

Los metabolitos secundarios se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxonémicos, presentan propiedades bioldgicas, muchos desempefian funciones

ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
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medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (Avalos y
Pérez, 2009).

También, Avalos y Pérez (2009), agrupan a estos compuestos secundarios en cuatro
clases principales, siendo estos los terpenos, que incluyen las hormonas, pigmentos o
aceites esenciales; los compuestos fendlicos, como las cumarinas, quinonas fendlicas,
flavonoides, lignina, taninos entre otros; los glicésidos, destacando las saponinas,
glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos; por ultimo los
alcaloides. Cada metabolito cumple funciones diferentes que se incluyen a
continuacion:

Terpenos. Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo méas numeroso de
metabolitos secundarios (méas de 40.000 moléculas diferentes). El isopentenil bifosfato
y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los precursores activados en su
biosintesis. El grupo de los terpenos, incluye hormonas (giberelinas, acido abscisico y
citogquininas), pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles (ergosterol,
sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos cardiacos), latex y aceites
esenciales siendo estos los que proporcionan el olor y el sabor caracteristico de las
plantas (Avalos y Pérez, 2009).

Los autores anteriormente mencionados también explican que, los terpenos derivan
de la unién de unidades de isopreno (5 &tomos de C), clasificandolos de esta forma, por
el nimero de unidades de isopreno que contienen. Los terpenos de 30 C se denominan
triterpenos, encontrandose en este grupo esteroides y esteroles, estos ultimos contienen
un grupo alcohol, y es el caso de casi todos los esteroides vegetales siendo los méas
abundantes en las plantas el estigamasterol (16) y el sitosterol (17) (Figura 5).

Figura 5

Estructura quimica del estigmasterol y el sitosterol
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Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.
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Compuestos Fenolicos. Estas sustancias también reciben el nombre de polifenoles
o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aroméatico con un grupo
hidroxilo. En esta clase se incluyen las quinonas, cumarinas, lignanos, estilbenos y
flavonoides; y los polimeros fenolicos, como las ligninas y los taninos, siendo estos de
gran importancia en el crecimiento y reproduccion de las plantas (Avalos y Pérez,
2009). Algunos de los metabolitos anteriormente mencionados, se describen a
continuacion:

Quinonas. Son moléculas biolégicas muy abundantes en la naturaleza que forman
parte de los compuestos fendlicos, tienen una base aromética con dos grupos cetona,
clasificindose segin sus estructuras en benzoquinonas si son monociclicas,
naftoquinonas cuando sean biciclicas y antraquinonas (18) (Figura 6) al tratarse de
estructuras triciclicas (Ochoa y Sarmiento, 2018). Se encuentran frecuentemente en la
corteza 0 en la raiz, constituyen un grupo importante de pigmentos vegetales y
animales, la mayoria posee una coloracion intensa (Marcano y Hasegawa, 2002).
Figura 6

Estructura quimica de la antraquinona

O

Antraquinona (18) O

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Cumarinas. Son una diversa familia de lactoras, se han identificado en més de 800
especies de plantas. Actlan como agentes antimicrobianos y como inhibidores de
germinacion, a su vez, muestran fototoxicidad frente a insectos como es el caso del
psoraleno (19) (Figura 7), una furanocumarina que se activa por la accion de la luz UV.
La cumarina mas simple es la bergamota, el cual es un aceite esencial que aporta aroma

al tabaco de pipa y el té; las cumarinas mas toxicas son producidas por hongos, por
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ejemplo, la aflatoxina producida por Aspergillus flavus considerandose, quiza el
carcinogénico mas potente de las toxinas naturales (Avalos y Pérez, 2009).
Figura7

Estructura quimica del psoraleno

= \

O O Psoraleno (19) O

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Lignina. Segtn Avalos y Pérez (2009), la describen como un polimero altamente
ramificado de fenilpropanoide y se forma a partir de tres derivados del mismo: los
alcoholes coniferilico (20), cumarilico (21) y sinapilico (22) (Figura 8). Es la sustancia
orgénica mas abundante en las plantas, después de la celulosa y su naturaleza quimica
es la base de su dureza mecanica manifestandose en los tallos lignificados, los troncos
de los arboles e imprimiendo su ‘“caracter” a la madera. Es de gran importancia en las
plantas debido a que fortalece los tallos y tejidos vasculares permitiendo el crecimiento

vertical y la conduccion de agua y minerales.

Figura 8
Estructura quimica de los alcoholes coniferilico, cumarilico y sinapilico
OH
(21) OH (20) (22)
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Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Flavonoides. Se refiere a fenoles naturales que se pueden encontrar en forma de
agliconas libres o como heterdsidos. Entre sus funciones se encuentra la defensa y la
pigmentacion, su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos

aromaticos unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en antocianinas
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(pigmentos), flavonas (23) (Figura 9), flavonoles e isoflavonas. Las antocianinas son
responsables de la mayoria de los colores de las flores y los frutos siendo importantes
en la polinizacion y en la dispersion de semillas; las flavonas y flavonoles emiten
longitudes de ondas mas cortas invisibles al ojo humano pero, estas resultan ser
atractivas para los insectos (Avalos y Pérez, 2009).

Figura 9

Estructura quimica de la flavona.

O Flavona (23)

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Taninos. Segun Avalos y Pérez (2009), explican que son compuestos fendlicos
poliméricos que se unen a proteinas provocando su desnaturalizacién. Su nombre se
origina de la antigua préctica de utilizar extractos vegetales para transformar la piel
animal en cuero. Existen dos categorias: taninos condensados y taninos hidrolizables
(24) (Figura 10), estos actian como repelentes alimenticios de muchos animales que
evitan, en el caso de los mamiferos, plantas o partes de plantas que contienen altas
concentraciones de taninos. Sin embargo, los taninos contenidos en el vino tinto tienen
efecto beneficioso en la salud humana al bloquear la formacion de endotelina-1, una
molécula sefial que provoca vasoconstriccion.

Glicdsidos. Son metabolitos vegetales muy importantes, tienen un enlace
glicosidico que se forma cuando una molécula de azlcar se condensa con otra que
contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de glicésidos de particular interés:
saponinas, glicosidos cardiacos y glicosidos cianogénicos (Avalos y Pérez, 2009). De
tal manera, Sierra y col., (2018), explican que estos metabolitos son utilizados por las
plantas cumpliendo funciones de reserva, cuando éstas almacenan productos quimicos
en forma de glucosidos inactivos; es por ello que para el hombre representan una fuente

de principios activos que despliegan distintas acciones terapéuticas.
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Figura 10

Estructura quimica de los taninos hidrolizables

Tanino hidrolizable (24)

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Saponinas. Avalos y Pérez (2009), describen a las saponinas (25) (Figura 11) como
triterpenoides o esteroides que contienen una 0 mas moléculas de azlcar en su
estructura. Se pueden presentar como agliconas, es decir, el terpeno sin el azlcar, en
cuyo caso se denominan sapogeninas. La adicion de un grupo hidrofilico, como lo es
el azlcar a un terpenoide hidrofébico da lugar a las propiedades surfactantes o
detergentes similares al jabdn que presentan las saponinas. Estas propiedades permiten
su uso como un detergente natural, agente estabilizante y emulsificador en productos
de limpieza y cosméticos.

Figura 11

Estructura quimica de las saponinas

Saponinas (25)

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.
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Alcaloides. Son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que
tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo
de nitrégeno en la molécula y exhiben actividad biolégica. Al menos el 20% se
encuentran en plantas vasculares, la mayoria dicotileddneas herbaceas. En humanos,
los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicologicas al interactuar con
neurotransmisores, siendo casi todos muy toxicos a altas dosis. Sin embargo, a dosis
bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante muscular, tranquilizante,
antitusivo o analgésico (Avalos y Pérez, 2009).

En la Tabla 5, se muestra un resumen de las aplicaciones de algunos alcaloides.
Tabla 5

Alcaloides que se pueden aislar de algunas especies de plantas

Alcaloide Planta Uso
Cafeina Coffea arabica Estimulante del sistema nervioso central.
Cocaina Erythroxylon coca Anestésico topico, estimulante del sistema

nervioso central, bloqueante adrenérgico,
droga de abuso.

Codeina Papaver somniferum  Analgésico y antitusivo.

Morfina Papaver somniferum  Analgésico, narcético, droga de abuso.

Nicotina Nicotiana tabacum Téxico, insecticida en horticultura, droga
de abuso.

Escopolamina Hyoscyamus niger Narcotico, sedante.

Quinina Cinchona officinalis ~ Tratamiento de la malaria.

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Extracto Vegetal

Son preparados concentrados de consistencia liquida, solida o intermedia, obtenidos
generalmente a partir de material vegetal desecado tratado con diferentes disolventes
(etanol en diversos grados, agua u otro disolvente adecuado), escogidos en funcion de
la mayor o menor capacidad de disolucion de los principios activos, con el fin de
conseguir una extraccion optima de estos (Castillo y Martinez, 2021). Estos extractos
son utilizados por distintas areas de la ciencia para investigar que compuestos estan

presentes en determinadas especies encontradas en la naturaleza (Castellano, 2021).
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La eficacia de los extractos vegetales depende de diversos factores, entre los que
destacan: especie e inclusive variedad vegetal, metodologia de extraccion, la calidad

de las plantas, concentracion utilizada, entre otros. (Castillo y Martinez, 2021).

Obtencion de los extractos vegetales

Del mismo modo, Castillo y Martinez (2021) explican que a través de métodos de
extraccion se pueden obtener los principios activos de una planta mediante la
utilizacion de un fluido. Los métodos de extraccion con disolventes pueden ser
continuos o discontinuos. Los métodos continuos son la percolacion y el soxhlet, en
ellos el disolvente actGa en una unica direccion y permite la extraccion practicamente
total de los principios activos de la droga vegetal (hojas, frutos, entre otros). Los
métodos discontinuos son la maceracion, la infusion, la decoccion y la digestion, y en
ellos el disolvente actla en todas las direcciones sobre la droga vegetal.

Los métodos mencionados anteriormente se explican a continuacion:

Meétodos Continuos.

Método de Soxhlet. De acuerdo a la metodologia descrita por Carroz y Gualtieri,
(2015), es la técnica usada en la separacién de sustancias organicas a partir de un
material solido (hojas, frutos, entre otros) empleando un solvente adecuado. Entre los
solventes méas usados en las extracciones estan: Hexano, éter de petréleo, éter etilico,
cloroformo, tetracloruro de carbono, alcohol etilico, metanol, entre otros. Para tal fin,
se usa un aparato conocido como extractor de Soxhlet, el cual esta disefiado de tal forma
que permite que un mismo volumen del disolvente empelado, actué repetidas veces
sobre el material y extraiga la sustancia deseada. Al aplicar calor al balon, el disolvente
hierve con suavidad y sus vapores ascienden por el lateral del cuerpo de Soxhlet, se
condensan en el refrigerante y el condensado dentro del dedal que contiene el material
a extraer, disolviendo las sustancias solubles en él. Esta solucién es luego sifonada al
balon arrastrando consigo las sustancias solubilizadas. Este proceso se repite

automaticamente hasta que la extraccion es completa.

34



Percolacion. EI material vegetal pulverizado se coloca en un percolador haciendo
pasar continuamente el solvente a través de él, al atravesar sucesivamente las capas del
material impelido por su propio peso y por la presion de la columna liquida, dicho

solvente se satura de los principios solubles (Albornoz, 1980).

Meétodos Discontinuos.

Maceracion. Consiste en empapar la droga cruda fraccionada con el solvente para
que este atraviese la estructura celular y disuelva la sustancia. EI material se agita de
vez en cuando por un periodo minimo de dos dias y hasta por semanas, posteriormente
se decanta el liquido filtrandolo y exprimiendo el residuo (Albornoz, 1980).

Infusién. Consiste en colocar el material vegetal en un recipiente de vidrio o
porcelana, sobre el cual se vierte una cantidad de agua hirviente que cubra el material
y permita la accion extractiva por 10 o 15 minutos, para luego filtrar y dejar reposar,
obteniendo asi el extracto sin someterlo a ebullicion (Castellano, 2021).

Digestion. Esta forma de maceracion, involucra emplear calor moderado al material
vegetal anticipadamente pulverizado, con el fin de aumentar el poder disolvente,
utilizado principalmente en aquellas partes vegetales mas duras, o que contienen

sustancias poco solubles (Castellano, 2021).

Tamizaje Fitoquimico

Las ciencias que se relacionan con las especies vegetales, emplean el tamizaje
fitoquimico o “screening” fitoquimico, como una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, el cual permite determinar cualitativamente los principales
grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta y, a partir de alli, orientar la
extraccion o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los compuestos
quimicos de mayor interés (Castillo y Martinez, 2021).

Para este estudio se debe tener en cuenta que la composicion quimica de las plantas
varia entre especies, en sus diferentes partes y de acuerdo a sus estados fenoldgicos,
ademas de otros aspectos, siendo el tamizaje fitoquimico una herramienta util en la

identificacion de nuevas sustancias quimicas presentes en las plantas o sustancias ya
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conocidas, mediante diversos métodos que pueden ser histoldgicos, quimicos,
fisicoquimicos o biolégicos (Castillo y Martinez, 2021).

Algunas de las pruebas que permiten llevar a cabo el tamizaje fitoquimico son:

Ensayo de Liebermann-Burchard. Este ensayo permite identificar triterpenoides
y esteroles, al darse una reaccion donde el esterol se oxida por la presencia de &cido
sulfdrico que forma una molécula que contiene un doble enlace adicional,
constituyendo un ensayo positivo cuando se da el cambio de coloracion, las estructuras
esteroidales se evidencian con una coloracién verde y las estructuras triterpénicas a
través de una coloracion roja (Castellano, 2021).

Ensayo de Dragendorff. Esta prueba consiste en tratar el extracto vegetal con &cido
clorhidrico para luego adicionar el reactivo de Dragendorff y, de esta manera obtener
el precipitado anaranjado caracteristico que revela la presencia de alcaloides
(Castellano, 2021).

Ensayo de Wagner y Mayer. Los reactivos de Mayer y Wagner precipitan la
mayoria de los alcaloides en medio acido favoreciendo la formacién de precipitados
cristalinos de color blanco o rojo que indican presencia de alcaloides en la muestra
(Castellano, 2021).

Ensayo de Cloruro Férrico. Esta prueba revela la presencia de compuestos
fendlicos o taninos, al utilizar el extracto etandlico de la planta se determinan tanto
fenoles como taninos, y con el extracto acuoso fundamentalmente taninos, siendo
positivo el ensayo al formarse ciertas coloraciones segun el tipo de compuesto
(Castellano, 2021).

Ensayo de Shinoda. Este ensayo permite la identificacion de flavonoides mediante
la reaccion del magnesio en medio acido, que reduce el flavonoide dando lugar al
producto coloreado que va del rojo al violeta (Castellano, 2021).

Ensayo de la Espuma. El ensayo consiste en agitar una solucion acuosa de la
muestra y, observar la formacion de una espuma en la superficie del liquido de mas de
2 mm de espesor o altura y que persista por mas de 2 min, lo que indica la presencia de

saponinas (Castellano, 2021).
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Ensayo de la Gelatina. Esta prueba permite detectar taninos, ya que estos poseen
la propiedad de reaccionar con las proteinas presentes en el reactivo gelatina-sal al
producirse turbidez o ruptura de la gelatina, lo cual indica que se ha llevado a cabo la
desnaturalizacion de las proteinas (Castellano, 2021).

Ensayo del Hidroxido de Amonio. Mediante este ensayo se determina la presencia
de quinonas al adicionar a una pequefia porcion de cada extracto disuelto en etanol,
unas gotas de hidroxido de amonio (NHsOH) concentrado, siendo positiva la prueba al

observar una coloracion roja (Castellano, 2021).

Toxicidad del extracto etandlico de las partes aéreas de Gliricidia sepium (Jacq.)
Kunth ex Walp. sobre Artemia salina

Las plantas han sido usadas desde tiempos ancestrales no s6lo como forraje en la
alimentacion animal, sino también para el tratamiento y alivio de diversas dolencias
del ser humano, es por ello, que los productos naturales estdn implicados en el
desarrollo del 52% de nuevos medicamentos (Castillo y Martinez, 2021).

Las plantas elaboran una gran diversidad de productos quimicos, algunos de estos,
pueden ocasionar reacciones toxicas a quienes la utilizan. Por tal motivo, el estudio de
la quimica de las plantas es tan importante ya que podria provocar efectos graves en
los organismos vivos, por esta razén, se utilizan ensayos de toxicidad, que permiten
determinar aspectos como letalidad, crecimiento, proliferacion, multiplicacion,
cambios morfoldgicos, fisioldgicos o histoldgicos evaluados por la reaccion de los
organismos de prueba (Castellano, 2021).

El test de Artemia salina, es un bioensayo de letalidad, muy utilizado para investigar
la citotoxicidad de extractos de plantas. El género Artemia se engloba en el grupo de
crustaceos branquiopodos anostraceos, siendo uno de los taxones mas antiguos
conocidos en la actualidad (Lizanda, 2019). Se conocen comUnmente como Artemias
0 monos de mar, y se encuentran distribuidos alrededor del mundo en aguas de elevada
salinidad, en donde pueden crecer a temperaturas entre 6 y 35 °C (Castellano, 2021)

Especificamente, Artemia salina es un organismo que se caracteriza por poseer un

cuerpo alargado y delgado, claramente segmentado, cubierto por una cuticula fina y
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flexible de quitina. Anatdmicamente, posee tres partes diferenciables: cabeza, torax y
abdomen, y de un color anaranjado, el cual puede variar a rojizo cuando se encuentra
en aguas de elevada salinidad. Ademas, su aspecto y tamafio puede ser muy variables,
dependiendo de las condiciones abioticas del medio, asi como de la cepa o especie,
aunque suele estar comprendido entre los 10 y 12 mm (Lizanda, 2019).

En la Tabla 6, se muestra la taxonomia de la especie Artemia salina.
Tabla 6

Taxonomia de la especie Artemia salina
Reino  Animalia

Filo Arthropoda

Subfilo Crustacea
Clase Branchiopoda
Orden  Anostraca
Familia Artemiidae
Género Artemia

Especie Artemia salina

Tomado y modificado de Castellano, 2021.

Los nauplios de Artemia (Figura 12), se utilizan mundialmente como alimento de
peces y camarones, ademas, de su utilidad como organismo modelo en estudios
fisioldgicos, toxicoldgicos y ecoldgicos (Lizanda, 2019). Son utilizadas en las pruebas
de toxicidad ya que, son sensibles a una gran variedad de extractos y sustancias
quimicas de especies vegetales, dichas pruebas consisten en exponer cierto nimero de
larvas a diferentes concentraciones de los extractos a evaluar, durante 24 horas para
determinar la dosis letal media (DLso) expresada en pg/mL, constituyendo una
herramienta valiosa al ser una prueba repetible y reproducible, que no necesita
equipamiento ni entrenamiento especial, es rapida y se emplean pequefias cantidades
de muestras, ademas, los investigadores a través del tiempo han podido realizar
modificaciones al procedimiento para mejorar el rendimiento del ensayo (Castellano,
2021).
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Figura 12
Nauplios de Artemia salina

Tomado y modificado de Mufioz, 2021.

Definicién Operacional de Términos

Ensilaje

Es un proceso fermentativo anaerobico de carbohidratos solubles que se encuentran
en forrajes para producir acido lactico. Se aplica para almacenar alimentos en tiempos
de cosechas, llevando a cabo su conservacion y mejorando propiedades tales como su
palatabilidad, permitiendo llevar a cabo la mejora de la carga animal por hectéarea (Utria
et al., 2023).
Taxonomia

Es la ciencia que establece la clasificacion a base de las relaciones filogenéticas de
las plantas y la nomenclatura, en consecuencia, ordena grupos de plantas o seres vivos
emparentados entre si, poseedores de caracteristicas comunes (Marzocca, 1985).
Potencial

Segun el Diccionario Escolar Educativo Larousee (2011), puede definirse como
aquello que dispone de potencia, es decir, capacidad para hacer algo o producir un
efecto, susceptible de tener existencia.
Composicion Quimica

Es la cantidad de nutrientes organicos y minerales presentes, asi como la existencia
de factores o constituyentes que influyen sobre la calidad de los pastos y forrajes
(Montecé, 2019).
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Materia Seca (MS)

Se refiere a la cantidad de alimento menos el agua contenida en dicho alimento, en
otras palabras, si una muestra de alimento "X" se somete a un calor moderado
(tipicamente 65°C por 48 horas) de tal modo que toda el agua se evapore, lo que queda
es la porcion de materia seca de ese alimento (Montecé, 2019).

Fibra Detergente Neutra (FDN)

Es el valor de hemicelulosa, celulosa y lignina, obtenido de la extraccion del
material soluble neutro detergente y que separa el material vegetal en contenidos
celulares (solubles) y en membranas celulares (insolubles) determinan que a mayor
edad del follaje mayor es la cantidad de FDN (Montecé, 2019).

Fibra Detergente Acida (FDA)

Es la parte del forraje que permanece después del tratamiento con detergentes
acidos. Esta formada por Celulosa, Lignina y Silice (no existe hemicelulosa porque
esta hidrolizada y se combina con la lignina). Cuando se obtiene valores altos de fibra
detergente &cido, se aprecia que la digestibilidad del forraje es baja (Montecé, 2019).
Antioxidante

Alade et al. (2021), lo describen como una molécula capaz de retrasar o prevenir el
deterioro, dafio o destruccion provocados por la oxidacién de otras moléculas.
Radicales Libres

Alade et al. (2021), indican que son atomos con un electrén libre, tienden a captar
un electron de las moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica, por lo tanto, son muy reactivos.

Dosis Letal Media (GE)

Es la cantidad de un material toxico letal al 50 % de los organismos de la prueba

(Castellano, 2021).
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Operacionalizacion de las Variables de Investigacion

Para operacionalizar el sistema de variables o el evento de estudio con el respectivo
criterio de analisis, es necesario la definicién conceptual y la operacional de las mismas
(Hurtado, 2010). En tal sentido, las variables se operacionalizan con la finalidad de
identificar los elementos y datos empiricos que expresan su presencia. En esta
investigacion se mediran las variables continuas con dimensiones dicotomicas y
politomicas. El nivel de medicion sera nominal, ordinal y de intervalo, los indicadores
derivaran de las bases tedricas. El proceso de la operacionalizacion de las variables

garantizara que los objetivos propuestos sean alcanzados (Tabla 7).
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Tabla 7

Definicion operacional de variables

Variable Tipo de Definicion conceptual Definicion operacional
variable ¢Como se mide? Dimensiones Indicador
Segun las Directrices del Codex. Se mide a través del analisis Presencia de proteinas, Porcentaje de
Potencial Independiente  (1997), es el conjunto de proximal, el cual da un valor lipidos, carbohidratos y proteinas, lipidos,
nutricional Cuantitativa nutrientes y propiedades que general de los componentes minerales (ceniza). carbohidratos y
Intervalo posee una planta con beneficios nutricionales de la planta (Ayala ceniza.
en la nutricién de un organismo. et al., 2006).
Comprende los ensayos de A  traves del tamizaje Presencia de terpenos, Aparicion de un
Composicién  Independiente laboratorio que se efectlan para fitoquimico que permite  compuestos fendlicos, precipitado,
quimica Cualitativa determinar los componentes determinar cualitativamente los glicésidos, alcaloides, turbidez, espuma
Nominal quimicos presentes en las plantas, principales grupos de quinonas, entre otros. o coloracion.
con el fin de detectar los constituyentes quimicos
metabolitos relacionados con presentes en una planta (Castillo
alguna  actividad  bioldgica y Martinez, 2021).
(Carvajal et al., 2009).
Es un ensayo que permite evaluar Mediante la exposicion de los Extremadamente toxico % de letalidad
Toxicidad Dependiente la toxicidad de extractos y nauplios de Artemiasalinaalos Altamente toxico Valores de DLsg
sobre Artemia  Cuantitativa productos aislados de plantas extractos naturales, para Moderadamente tdxico
salina Ordinal sobre larvas de Artemia salina, determinar valores de dosis letal ~Ligeramente toxico

que son sensibles a gran variedad
de compuestos guimicos
(Jaramillo y col., 2016).

media (DLsp).

Practicamente no téxico
Relativamente inocuo
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Hipotesis

La especie Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp, perteneciente a la familia
Fabaceae posee una gran variedad de compuestos quimicos que se relacionan con los
usos y efectos biologicos que se le atribuyen en distintas partes del mundo, por lo que
es posible que los extractos de las partes aéreas de G. sepium, recolectada en el estado
Meérida Venezuela, presenten alto valor nutricional, metabolitos secundarios y

presenten toxicidad sobre Artemia salina.

Hipotesis Nula

La especie Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp, perteneciente a la familia
Fabaceae posee una gran variedad de compuestos quimicos que se relacionan con los
usos Yy efectos bioldgicos que se le atribuyen en distintas partes del mundo, por lo que
es posible que los extractos de las partes aéreas de G. sepium, recolectada en el estado
Mérida Venezuela, no presenten alto valor nutricional, algunos metabolitos

secundarios y no presenten toxicidad sobre Artemia salina.
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CAPITULO HI
Marco Metodoldgico
Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion tiene relacion con la interrogante de estudio, en el cual se
resalta lo que se quiere conocer. En tal sentido, esto marca el logro general que se desea
conseguir durante el proceso de la investigacion. Para identificar el tipo de
investigacion es importante conocer la relacién que se quiere estudiar, de forma que,
los tipos de investigacion pueden ser: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa,
explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa (Hurtado,
2010). En particular, esta investigacion es de tipo confirmatoria, debido a que tiene
como proposito verificar las posibles relaciones entre eventos a partir del control de
una serie de variables, por tal motivo, se confirmod la relacion que existe entre el
potencial nutricional y la composicion quimica de Gliricidia sepium (Jacq.) kunth ex

Walp., asi como, la toxicidad de los extractos de las partes aéreas sobre Artemia salina.

Disefio de Investigacion

Para recolectar los datos de una investigacion con el fin de dar respuestas a las
preguntas de investigacion, es importante concretar las estrategias necesarias en
correspondencia con el donde, cuando y la amplitud de la informacion que se
recolectara (Hurtado, 2010). Esta investigacion es experimental, ya que en este tipo de
disefio se manipulan, de manera intencional, una 0 mas variables independientes
(causas), para analizar las consecuencias de tal manipulacion sobre una o mas variables
dependientes (efectos) (Hernandez et al., 2014).

En tal sentido, esta investigacion se efectud con un disefio experimental, debido a
que la especie vegetal fue sometida a diversos tratamientos en el laboratorio para

determinar su composicion quimica y de esta manera, verificar como influy6 sobre el
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potencial nutricional de la misma. El estudio se realiz6 en el Laboratorio del
Departamento de Ciencia de Los Alimentos, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,

de la Universidad de Los Andes, en un lapso de tiempo determinado.

Poblacion y Muestra

Segun Arias (2006), la poblacion en una investigacion se refiere al conjunto de
unidades que pueden ser elementos, personas o cosas pertinentes a la misma, siendo
finito o infinito, del cual se desea obtener informacidn y sobre el que se van a generar
conclusiones. La poblacion en la investigacion estuvo conformada por la especie del
género Gliricidia perteneciente a la familia Fabaceae.

Hernandez et al. (2014), se refieren a la muestra como un subgrupo de la poblacion
de interés sobre el cual se recolectaran datos, y que tiene que definirse y delimitarse de
antemano con precision, ademas de que debe ser representativo de la poblacion. En
esta investigacion la muestra estuvo representada por hojas verdes, frescas y sin signos
de deterioro de Gliricidia sepium provenientes del Jardin de Plantas Medicinales “"Dr.
Luis Enrique Ruiz Teran ", de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad

de Los Andes, Mérida, estado Mérida (Venezuela).

Sistema de Variables

Las variables de esta investigacion seran sistematizadas como dependiente e
independiente. Hurtado (2012), explica que la variable dependiente es la que se
modifica por accion de la variable independiente, por tanto constituye las
consecuencias o efectos que se miden, siendo de esta manera, la variable independiente
la causa que genera y explica los cambios en la variable dependiente. En esta
investigacion las variables independientes estuvieron representadas por el potencial
nutricional y la composicion quimica de Gliricidia sepium y la variable dependiente
por la toxicidad sobre Artemia salina. Estas variables permitieron garantizar el alcance

de los objetivos planteados en esta investigacion.
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Instrumento de Recoleccion de Datos

Pallela y Martins (2012), establecen que después de seleccionar el disefio de
investigacion y la muestra adecuada, se deben implementar técnicas o instrumentos de
recoleccion de datos, que es cualquier recurso que le permita al investigador acercarse
a los fendbmenos y extraer de ellos informacion. La recoleccion de datos se realizo con
cuadernos de trabajo, para llevar los registros de los resultados de cada prueba
realizada, posteriormente se transfirieron a una matriz o base de datos que permitieron

medir y cuantificar los resultados mediante un paquete estadistico para computadora.

Procedimientos de la Investigacion
Recoleccion del Material Vegetal

Las partes aéreas de Gliricidia sepium (Jacq.) kunth ex Walp., se recolectaron del
Jardin de Plantas Medicinales “~"Dr. Luis Enrique Ruiz Terdn™", de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes, Municipio Libertador estado
Meérida. Se seleccionaron 500 g aproximadamente de hojas verdes, frescas y sin signos
de deterioro (Figura 13), posteriormente para su almacenamiento y traslado se
resguardaron en una bolsa plastica.

Figura 13
Recoleccion y pesaje de las hojas de G. sepium

e o ; M=
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Se tomaron los tallos, hojas y flores para su identificacion botanica y elaboracion
de un vaucher. La planta fue identificada botanicamente por el Prof. Pablo Meléndez
Gonzalez, Director-Curador Herbario MERF, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
de la Universidad de Los Andes, con el nimero de muestra #01 (Figura 14). Se depositd
una muestra para el vaucher en el herbario MERF “Dr. Luis Enrique Ruiz Terdn” de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, Universidad de Los Andes, Municipio Libertador.
Figura 14

Véaucher de la identificacion botanica de la muestra
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Tratamiento del Material Vegetal

El material vegetal recolectado fue pesado en una balanza mecanica, obteniendo un
peso de 370 g de hojas verdes, frescas y sin signos de deterioro, siendo estas las partes
botanicas de interés (Figura 13). Considerando la cantidad de humedad como parte del
peso total, este disminuyo al eliminar dicho contenido de agua mediante el secado de
la muestra en una estufa marca Shel Lab a 60 °C/24 horas, luego, se precedié a pesar
el material vegetal seco en la balanza electrénica Denver instrumental XL3100,

obteniendo un contenido de muestra ideal de 99,4 g de materia seca, seguidamente este
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material fue molido y almacenado en una bolsa con cierre hermético en un lugar fresco
y seco a temperatura ambiente (Figura 15). La muestra resultante fue utilizada para
realizar los analisis correspondientes, entre ellos, el analisis proximal, tamizaje
fitoquimico y la toxicidad sobre Artemia salina.

Figura 15

Secado, molienda y almacenamiento del material vegetal

Analisis Proximal de Gliricidia sepium

Este analisis revelo el contenido en porcentaje (%) de humedad, ceniza, proteina
cruda, grasa cruda y extracto libre de nitrégeno. En tal sentido, estas determinaciones
se realizaron en el Departamento de Ciencias de los Alimentos de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis, bajo la supervision del Dr. Tomas Visbal y la Dra. Marielba
Morillo.

Determinacion de Humedad. La muestra pulverizada se pes6 por triplicado en
capsulas de vidrio previamente taradas. Luego, las muestras se llevaron a la estufa
marca Felisa precalentada a 100 + 5 °C/24 horas, posteriormente se dejaron enfriar en
un desecador (Figura 16) y, se pesaron nuevamente en una balanza analitica marca
Ohaus AR2140, por ultimo, se calcularon las diferencias de pesos y los porcentajes de
humedad.

Calculos.

PCM — PCF
%H:TX1OO
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Donde:

% H = Contenido de humedad

PCM = Peso de la capsula de vidrio + muestra humeda (g)

PCF = Peso de la capsula de vidrio + muestra seca ()

PM = Peso de la muestra himeda (g)

Figura 16

Pesado, calentamiento y enfriamiento de las muestras para la determinacion de

humedad

Determinacion de Ceniza. Se realiz0 a través del método calcinacion-incineracion.
Primero, la muestra pulverizada se peso por triplicado en una balanza analitica marca
Ohaus AR2140 en crisoles de porcelana. Posteriormente, las muestras fueron
calcinadas sobre un triangulo de porcelana por calentamiento directo con la llama del
mechero bajo campana de extraccion, hasta que ceso la formacion de humo. Luego, las
muestras fueron incineradas en una mufla marca Lindberg/Blue modelo BF51732C-1
a 600 °C/24 horas, hasta que se obtuvieron cenizas blancas (Figura 17). Por Gltimo, se
dejaron enfriar en un desecador y se pesaron nuevamente los crisoles con el contenido
de ceniza.

Célculos.
PCV — PCF
X

100
PM

%C=
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Donde:

% C = Contenido de ceniza

PCV = Peso del crisol vacio (g)
PCF = Peso del crisol + muestra (g)
PM = Peso de la muestra (g).
Figura 17

Calcinacion sobre mechero, incineracion y obtencion de cenizas blancas

Determinacion de Proteina Cruda. Este ensayo se realiz6 por triplicado de

muestras para la determinacion del contenido de nitrogeno total a través del método
Micro Kjeldahl, donde se cumplieron tres (3) etapas; procesos de digestion, destilacion
y titulacion. Sobre un papel de celulosa se pesé 0,1 g de muestra y se introdujo en un
balén aforado de 30 mL, seguidamente para el proceso de digestion se afiadieron 2 mL
de &cido sulfurico (H2S0O4) concentrado al 98 %, 0,1 g de sulfato de cobre (CuSO4) y 1
g de sulfato de sodio (Na.SO4) como catalizador, también, se agreg6 3 perlas de vidrio
para evitar una fuerte ebullicion. Luego, esta mezcla se coloc6 en un digestor Micro
Kjeldahl alrededor de 2 horas para asegurar una digestion completa, hasta que la
muestra se tornd de un color verde claro (Figura 18). Posteriormente, las muestras se
dejaron enfriar, se diluyeron con agua destilada y fueron llevadas al equipo de
destilacion, de modo que, el contenido de nitrdgeno total bajo la forma de sulfato de
amonio (NH4)2SO4 reaccion6 con 8 mL de una solucion catalizadora constituida por
hidréxido de sodio (NaOH) al 40 % y tiosulfato de sodio (Na2S203), en consecuencia,
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el amoniaco liberado se recolectd en una fiola con 5 mL de solucion de acido borico
(H3BO3) al 4 % vy tres gotas de reactivo de Tashiro (indicador), originando de este
modo borato de amonio, el cual se evidencié por un cambio de color rosa o purpura a
verde (Figura 19). Por ultimo, se tituld la solucion resultante con acido clorhidrico

(HCI) al 0,02 N hasta la aparicion de un color rosa o parpura nuevamente (Figura 20).

Célculos.
VGHCI x N(0,02) x Eq.N(14)
%N =
10 x PM
% P =% N X F(6,25)
Donde:

% N = Contenido de nitrégeno

% P = Contenido de proteina cruda

VGhci = Volumen gastado de acido clorhidrico (mL)
N = Normalidad del &cido estandar

PM = Peso de la muestra (g)

Figura 18

Proceso de digestion de proteinas en el equipo Micro Kjeldahl

51



Figura 19
Destilacion de las muestras para la determinacion de proteinas

Figura 20

Titulacién con acido clorhidrico al 0,02 N
_ S }” i

Determinacion de Grasa Cruda. Para extraer la grasa se utilizd el método
mejorado de Soxhlet. Se pesaron las muestras por triplicado, luego se adicionaron a
cartuchos o dedales de Soxhlet (celulosa) previamente tarados y rotulados,
cubriéndolos con algodon después de ser afiadida cada muestra (Figura 21).

Seguidamente, se pesaron tres balones con un perla de vidrio cada uno, a los cuales se
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les afiadid 50 mL de éter de petroleo, de modo que, en su interior se colocaron los
dedales con las muestras y se procedio a incorporar los balones en el equipo de
extraccion semiautomatico marca Velp Scientifica SER 148, conectando los
adaptadores metalicos a los dedales por la parte imantada y centradas en el plato
correspondiente, cerrando el sistema con la palanca de sellado (Figura 22).Por otro
lado, se selecciond el programan.® 1 a 110 °C, el cual inici6 con el tiempo de inmersién
por 30 min., luego la etapa de lavado durante 60 min y una etapa de recuperacion por
30 min.; y, por ultimo recoger el solvente. Trascurrido el tiempo, se destilé el éter hasta
su total evaporacion, se abri6 el sistema de sellado hermético, luego se llevaron los
balones a la estufa a 100 °C de 10 a 15 minutos y se dejaron enfriar en el desecador.
Para finalizar, se peso cada vaso y el peso del extracto de cada muestra se determino
por diferencia de peso.
Célculos.

PBV — PBG
%G=TX1OO

Donde:

% G = Contenido de lipidos crudos

PBV = Peso del bal6n vacio (g)

PBG = Peso del balén + extracto graso (g)
PM = Peso de la muestra (g)

Figura 21

Preparacion de las muestras para la determinacion de grasa cruda
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Figura 22

Equipo de extraccion semiautomatico, utilizacion del programa n.° 1

Determinacion del Extracto Libre de Nitrogeno. Se obtuvo como la resultante de
restar a 100, el valor porcentual que se calcul para cada nutriente.

Célculos.

%CH=100—(%H+%C+ %P+ %G)

Donde:
% CH = Contenido de carbohidratos
% H = Contenido de humedad
% P = Contenido de proteina cruda
% G = Contenido de grasa cruda

% C = Contenido de ceniza

Obtencion de los Extractos Vegetales

Los extractos fueron obtenidos por un método de extracciéon discontinua,
denominado maceracion en frio. Para tal efecto, se pesaron tres porciones de muestra
pulverizada, cada una de 15 g y se agregaron a tres envases de vidrio por separado,
previamente rotulados. Posteriormente, se adicionaron 100 mL a cada envase de un
solvente en especifico, siendo usados para tal fin, el hexano, diclorometano y etanol.
Seguidamente, se cubrieron las muestras con papel aluminio y se dejaron bajo campana

de extraccion durante setenta y dos horas. En ultimo lugar, se filtro la materia himeda
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en un embudo con papel filtro y se recuperaron cada uno de los solventes en un envase
de vidrio, se dejaron evaporar bajo campana y se procedi6 a cerrar herméticamente los
extractos concentrados obtenidos (Figura 23). A través, de estos tres extractos se
determind la presencia o ausencia de los metabolitos secundarios.

Figura 23

Procedimiento de extraccion discontinua para la obtencion de los extractos vegetales

Tamizaje Fitoquimico

Permite determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes
quimicos presentes en una planta (Castillo y Martinez, 2021). Por ello, para determinar
algunos compuestos quimicos presentes en los extractos de las partes aéreas de
Gliricidia sepium (Jacq.) kunth ex Walp., se realizaron una serie de pruebas o ensayos
quimicos:

Alcaloides.

Ensayo de Mayer. Se pesaron alrededor de100 mg del extracto etanolico en un tubo
de ensayo y se adicionaron 10 mL de HCI al 10 %, la reaccion se someti6 a bafio de
maria hasta ebulliciéon por 30 minutos. Seguidamente, se filtro y el residuo se trasvasé
a otro tubo de ensayo, posteriormente se le agrego el reactivo de Mayer. La prueba se
considera positiva para alcaloides por la aparicién de un precipitado en el reactivo de

Mayer de color blanco amarillento.
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Terpenos y/o Esteroles.

Ensayo de Liebermann-Burchard. Se utiliz6 un tubo de ensayo para cada uno de
los extractos, siendo estos disueltos en 0,5 mL de diclorometano anhidro, ademas, a
cada tubo se le afiadi6 0,5 mL de anhidrido acético y por las paredes del tubo
cuidadosamente se le adicionaron unas gotas de acido sulfarico concentrado. La prueba
se considera positiva por la aparicion de una coloracion verde o roja, indicando la
presencia de esteroles o terpenos, respectivamente.

Saponinas.

Prueba de la espuma. Se coloc6 una pequefia cantidad de cada uno de los extractos
en tubos de ensayo por separado y se adiciond 1 mL de agua, la mezcla se agitd
vigorosamente durante un minuto. La presencia de saponinas se evidencia por la
formacion de espuma en la superficie del liquido de méas de 2 mm de espesor o altura
Yy, que esta persista por méas de cinco minutos.

Polifenoles.

Prueba con FeCls. En un tubo de ensayo, a 1 mL de solucion alcohdlica de los
extractos diclorometano y etanolico, se le agregé una gota de solucién acuosa de
cloruro férrico al 10 %. La prueba se considera positiva por la formacion de un color
verde, azul intenso o negro indicando la presencia de fenoles.

Taninos.

Prueba de la gelatina. Se disolvi6 el extracto etandlico en agua, ademas se prepard
una solucion al 10 % de gelatina y se coloco en contacto con el extracto acuoso. Si se
observa turbidez o ruptura de la gelatina, quiere decir, que se produce desnaturalizacion
de la proteina, por lo tanto, la prueba se considera positiva.

Flavonoides.

Ensayo de Shinoda. En tubos de ensayo diferentes se afiadié 1 mL de los extractos
etanolico y diclorometano, ademas estos se disolvieron en 0,5 mL de etanol.
Posteriormente, a cada tubo se afiadieron virutas de magnesio (Mg) y enseguida, por
las paredes del tubo se adicionaron 2 gotas de acido clorhidrico (HCI) concentrado. La

aparicién de una coloracion naranja o violeta indica la presencia de flavonoides.
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Quinonas.

Ensayo del Hidréxido de Amonio. En un tubo de ensayo se disolvio el extracto
diclorometano en 0,5 mL de etanol y, se adicionaron 2 gotas de hidrdxido de amonio
(NH4OH) concentrado al 25 %. La prueba se considera positiva si Se presenta una

coloracion roja que aparece en los primeros dos minutos.

Valoracion de toxicidad sobre Artemia salina.

Para el ensayo de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina se utilizo el extracto
etanolico de las partes aéreas de Gliricidia sepium (Jacg.) kunth ex Walp. Para tal
efecto, el método estandar empleado se baso en la determinacion de la concentracion o
dosis que cause la muerte al 50 % de la poblacion de larvas de este crustaceo en 24
horas, siendo conocida esta dosis como dosis letal media (DLso).

En primer lugar, se prepard 1 L de solucion marina (agua de mar artificial), que
proporciono las condiciones para el cultivo y eclosion de los quistes de Artemia. Para
tal fin, la composicion quimica de esta solucion, estuvo compuesta por las siguientes
sales: 27,65 g/L de cloruro de sodio (NaCl), 14,29 g/L de sulfato de magnesio
hexahidratado (MgS04.6H20), 5,18 g/L de cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl
6H-0), 0,697 g/L de cloruro de potasio (KCI), 0,143 g/L de bicarbonato de sodio
(NaHCO3), 0,035 g/L de carbonato de sodio (Na2COs) y 1,54 g/L de cloruro de calcio
(CaCls). Por ultimo, todas estas sales fueron disueltas en 1000 mL de agua destilada
estéril y, tal como se muestra en la Figura 24, la solucion resultante se mantuvo en

aireacion durante setenta y dos horas con la finalidad de oxigenarla.
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Figura 24
Preparacion del agua de mar artificial

Después de la aireacion de la solucion marina, esta se dividio en dos Erlenmeyer de
500 mL hasta el aforo. Tal como se muestra en la Figura 25, en una de las fiolas se
afiadieron 200 mg de quistes de Artemia incubando a temperatura de 28 + 2 °C e
iluminacién constante durante 24 horas, debido a, que es el tiempo necesario para la
eclosion de estos quistes (Figura 26). Por otro lado, la solucién contenida en el otro
Erlenmeyer se utilizé como diluyente para la preparacion de las diluciones del extracto
etanolico y el llenado de las placas; ambos recipientes se mantuvieron en aireacion
constante.

Figura 25
Preparacion de los quistes de Artemia salina
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Figura 26

Imagen ampliada de la eclosion de los quistes a nauplios de Artemia salina
R g, Ja

Tal como se muestra en la Figura 27, el bioensayo se realizd en placas de
microtitulacion, a cada pozo se le adicion6 130 pL de solucion marina (aireada), luego,
se colocaron 10 uL de la solucion con larvas que aproximadamente corresponden a 15
nauplios por pozo, los cuales presentan fototropismo, es por esto, que se recomienda
iluminar una zona del envase que las contiene para concentrarlas y facilitar su
recoleccion. Posteriormente, se adicion6 a cada pozo 10 pL de levadura comercial [5
mg/mL]. Las placas se incubaron en un area con iluminacion permanente por 24 horas,
para excitar su actividad metabolica. Transcurrido este tiempo de incubacion se
colocaron 50 pL del extracto etandlico de G. sepium, a distintas concentraciones (5,
25, 250, 750, 1250 y 2500 ppm). El extracto se diluyé con DMSO (Dimetilsulfoxido)
y solucion marina (1:9); ademas, al bioensayo se incluyd un grupo control negativo
(con todos los elementos del ensayo, excepto la muestra a ensayar) y un grupo control
positivo (Dodecil sulfato de sodio [CH3 (CH2)10CH20S03Na] (DSS)), con seis replicas
para cada grupo.

Seguidamente, se registro el namero de nauplios vivos (NV) puestos inicialmente
en cada pozo y, luego de 24 horas de contacto con los extractos ensayados se realizo el
conteo del numero de nauplios muertos (NM) (Figura 28), y finalmente determinar de
este modo, la dosis letal media.

59



Figura 27
Preparacion de las placas de microtitulacion

Ademas, se calcul6 el porcentaje de letalidad mediante la ecuacién:

NM
% letalidad = W x 100

Donde:

NM = Ndmero de nauplios muertos
NV = Ndmero de nauplios vivos
Figura 28

Conteo del nimero de nauplios muertos

Posteriormente, la DLso de los extractos y de los blancos evaluados se clasifico
segun la toxicidad, tomando como referencia las recomendaciones del Programa
Iberoamericano de Ciencias y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED), mostradas en
la Tabla 8.
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Tabla 8
Clasificacion de toxicidad segin el CYTED

Concentracion DLso (png/mL) Categoria
1-10 Extremadamente toxico
10-100 Altamente toxico
100-500 Moderadamente toxico
500-1000 Ligeramente toxico
1000-1500 Practicamente no toxico
>1500 Relativamente inocuo

Estudio Estadistico.

El estudio estadistico se realiz6 con el programa IBM SPPS Statistict editor de
datos, version 25. A su vez, los datos obtenidos fueron estudiados estadisticamente, por
medio, del andlisis de regresion PROBIT; para la determinacion del % de letalidad y el
calculo de la dosis letal media (DLso).
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CAPITULO IV
Resultados y Discusién
Analisis proximal de las partes aéreas de Gliricidia sepium

El contenido en porcentaje (%) de humedad, ceniza, proteina, lipidos y extracto libre
de nitrégeno (carbohidratos) de las partes aéreas de la especie forrajera G. sepium, se

muestra en la Tabla 9, en base a la masa seca (harina).

Tabla 9

Composicién nutricional de las partes aéreas de G. sepium
Nutrientes Contenido (%)
Humedad 0,39
Ceniza 8,25
Proteina 26,45
Lipidos 0,35
Carbohidratos 64,6

En primer lugar, en términos generales el contenido de materia organica (MO)
obtenido en este andlisis estuvo representado por un 91, 75 %, valor que resalta en
comparacion al obtenido por Montecé (2019), quien revel6 el contenido de MO
evaluado de acuerdo al periodo de corte desde los 30 a los 105 dias, con valores que
ascienden del 87,03 % a 89,05 %, respectivamente. Sin embargo, es importante
mencionar que el valor reportado de MO en esta investigacion, es una estimacion
general que involucra el contenido porcentual de humedad, proteina, lipidos y
carbohidratos, de modo que, si comparamos el estadio de crecimiento de la planta con
los datos obtenidos en los estudios previos, estos indican que el contenido de MO esta
relacionada con el grado de madurez o edad de esta planta forrajera asi como, de sus
condiciones ambientales. Por otro lado, un trabajo previo realizado por Panimboza
(2022), reportd un contenido de grasa de 3,87 % y un contenido de extracto libre de

nitrégeno de 46,24 %, en contraste con los resultados del analisis proximal realizado
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en esta investigacion se muestran diferencias significativas.

Es por esto que, es importante mencionar que el porcentaje de proteina cruda (PC)
reportado a través del andlisis proximal realizado supera al 23,16 % obtenido por
Panimboza (2022). Ademas, el 26,45 % de PC obtenido es considerablemente mayor
al de Monteceé (2019), quien en su investigacion determin6 que el matarraton registro
el mayor contenido de PC a los 30 dias de corte con 23,07 %. Cabe mencionar que este
investigador, considerd el periodo de corte o estado de madurez de la biomasa v,
reportdé que en la composicién quimica de G. sepium a los 45, 60, 75, 90 y 105 dias de
rebrote los niveles de PC oscilaron entre 21,55 % y 18.32 % de modo que, los valores
de la composicion quimica disminuyeron al aumentar los dias de rebrote.

Ademas, el contenido de humedad obtenido fue inferior a los reportados por
Montece (2019), quien obtuvo diferentes valores de acuerdo al estadio de crecimiento
y considerd que a medida que el rebrote madura existe un incremento en el contenido
de materia seca, en otras palabras, una disminucion del contenido de humedad desde
los 30 a los 105 dias de corte con valores que descienden del 17,12 % a 9,31 % de
humedad, respectivamente. Sin embargo, el 0,39 % de humedad obtenido en esta
investigacion no puede ser comparado de forma directa con los datos reportados en
estudios previos debido a, la marcada diferencia entre los resultados.

Por (ltimo, el contenido de ceniza obtenido mediante este analisis estuvo
representado por el 8,25 %, valor porcentual inferior al 9.93 % obtenido por Panimboza
(2022) y 12,97 % determinado por Montecé (2019) a los 30 dias de corte, periodo en
el cual obtuvo el valor més alto. El autor antes mencionado, obtuvo diferentes valores
de acuerdo al estado fenoldgico de la planta desde los 30 a los 105 dias de corte, sin
embargo, los niveles mas bajos de materia inorganica reportados se alcanzaron a los
105 dias de rebrote, lo cual, podria explicar que el contenido de minerales del follaje

disminuye a medida que esta planta forrajera envejece.

Tamizaje fitoquimico de los extractos hexanoico, diclorometano y etanélico de
las partes aéreas de Gliricidia sepium

Las diversas pruebas realizadas en el laboratorio, permitieron determinar la
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composicion quimica cualitativa en relacion a los metabolitos secundarios presentes en
esta planta forrajera. Se utilizaron una variedad reactivos que permitieron observar
reacciones de coloracion, precipitacion y produccion de espuma. En consecuencia, en
la Tabla 11, se presentan los resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos
hexanoico, diclorometano y etandlico de las partes aéreas de G. sepium.

Tabla 10

Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de G. sepium

Metabolitos Ensayo Extracto

secundarios Etanolico DCM Hexanoico
Alcaloides Mayer + Nd Nd
Esteroles Liebermann- + + +
Terpenos Burchard ++ + -
Polifenoles FeClz + + Nd
Flavonoides Shinoda + + Nd
Saponinas Espuma - - -
Taninos Gelatina + Nd Nd
Quinonas NH4OH Nd - Nd

DCM: Diclorometano; (+++): Muy abundante, (++): abundante, (+): presente en poca concentracion,
(-) ausente; Nd = No determinado.

Dicho de otra manera, el anélisis fitoquimico de los extractos etandlico,
diclorometano y hexanoico, demostr6 la presencia de alcaloides, esteroles, terpenos,
polifenoles, flavonoides y taninos; sin embargo, reportd la ausencia de saponinas y
quinonas. Por otro lado, no se realiz6 de determinacion de cumarinas. Los resultados
obtenidos en el estudio fitoquimico son similares a los reportados por Scull y Savon
(2011), pero estos difieren al negar la presencia de flavonoides y cumarinas.

Habria que decir también, que en un estudio recientemente realizado por Alade et
al. (2021), se reportd no solo la presencia de terpenos sino también, se afirmo la
presencia de cumarinas en el tamizaje realizado al aceite de la hoja de G. sepium. Estos
autores antes mencionados, explican que se pueden generar algunas diferencias en la
composicion quimica en relacion a los metabolitos secundarios ya que, depende del
organo vegetal que se utilice para el analisis fitoquimico.

Es necesario recalcar que, esta diferencia en cuanto a los metabolitos secundarios
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encontrados, puede deberse al hecho de que, en los diversos estudios, el material
vegetal fue recolectado en distintas ubicaciones geograficas y posiblemente en
diferentes épocas del afio, con distintas condiciones climaticas, factores que pueden
influir en la produccién o concentracion de los mismos. De igual manera, estan
involucrados otros factores como el genotipo de la planta, la etapa y edad del desarrollo

asi como, estimulos mecénicos o ataques externos.
Valoracion de la toxicidad sobre Artemia salina.

Analisis PROBIT

En la Tabla 12, se presentan los resultados del analisis PROBIT de la cuantificacion
de la DLso mediante el bioensayo de letalidad en Artemia salina, aplicado al extracto
etandlico de las partes aéreas de G. sepium y los controles.

Tabla 11
Cuantificacion de la DLsg del extracto etandlico de las partes aéreas de G. sepium, y

los controles sobre Artemia salina

DLso Limite de confianza (95 %) ppm Categoria segun el
Extracto  (ppm)  Limite inferior  Limite superior CYTED
Partes
aéreas  3105,329 - - Relativamente inocuo
DMSO - - - Inocuo
DDSS 23,372 13,507 28,026 Altamente toxico

DLso: Dosis letalse; signo (-): valores muy altos; DMSO: Dimetilsulfoxido; DDSS: Dodecil sulfato de
sodio.

El grado de toxicidad del extracto se defini6 en funcién del rango que se encontrd
el valor de la DLso de acuerdo con las categorias siguientes del CYTED:
extremadamente toxico (1-10 pg/mL), altamente toxico (10-100 pg/mL),
moderadamente toxico (100-500 ug/mL), ligeramente toxico (500-1000 pg/mL),
practicamente no toxico (1000-1500 ug/mL) y relativamente inocuo (>1500 ug/mL).

Tal como se muestra en la Tabla 12, el valor de DLsp fue de 3105,329 pg/mL con
un intervalo de confianza del 95%, y con un p-valor menor a 0,05, indicando una

relacion estadisticamente significativa entre las variables. Por lo tanto, el extracto
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etandlico de las partes aéreas de la especie G. sepium se considera relativamente
Inocuo, por encontrarse en una concentracion >1500 pg/mL. De hecho, este resultado
quizds pueda atribuirse a la ausencia de saponinas reportadas en el tamizaje
fitoquimico.

En contraste, en los Gltimos cinco afios Alade et al. (2021), realizaron un estudio
relacionado con el analisis de los aceites obtenidos a partir de las hojas y el tallo de G.
sepium con el propdsito de determinar su composicion quimica y actividad bioldgica,
en consecuencia, determinaron que ambos aceites fueron tdxicos para las larvas de
Artemia salina, donde el aceite de tallo report6 mayor toxicidad (DLso = 38.7081
pg/mL) que el aceite de obtenido a partir de las hojas (DLso = 79.6717 pug/mL). En
cuanto a, la marcada diferencia entre las DLso de los dos aceites esenciales se debid a
que fueron extraidos de diferentes 6rganos vegetales.

De acuerdo con Ochoa y Sarmiento (2018), la presencia del B-elemeno, el
cariofileno y el a-humuleno presentes en el tallo han mostrado una alta toxicidad contra
células tumorales. Estos compuestos no son los componentes principales, pero su
presencia podria haberse sumado al efecto toxico del aceite de tallo ademas, al efecto
sinérgico de otros componentes del aceite. Por lo que, la diferencia de toxicidad en el
bioensayo de letalidad de los aceites esenciales estudiados por Alade et al. (2021), la
presente investigacion y los reportados por diversas literaturas se encuentra
estrechamente relacionada con la variacion en su ubicacién geogréafica, procedimiento

de extraccion y composicion quimica.
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CAPITULO V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

En base a los resultados se plantean las siguientes conclusiones:

Al estudiar la composicion nutricional de las partes aéreas de G. sepium, a
través del andlisis proximal, se reportd en primer lugar un contenido de
26,45% de proteina; 64,6% de carbohidratos; 0,39% de humedad; 8,25%
de ceniza y por ultimo 0,35% de lipidos.

Mediante el tamizaje fitoquimico se determind la composicion quimica en
relacién, a los metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de G.
sepium. Se report6 la presencia de: esteroles en los extractos etandlico,
diclorometano y haxanoico; terpenos, polifenoles y flavonoides en los
extractos etandlico y diclorometano; ademas, alcaloides y taninos en el
extracto etanolico.

La valoracion de toxicidad del extracto etanolico de las partes aéreas de G.
sepium, se clasificd segun los criterios del CYTED como relativamente
inocuo frente a Artemia salina.

Estos datos sugieren, que G. sepium es una planta forrajera que se puede
utilizar como complemento parcial o total en la alimentacion del ganado ya
sea de carne, leche o doble proposito, esto debido a su excelente
composicion quimica y alto valor proteico. Ademas, puede encontrar un
uso potencial en el control de plagas y enfermedades en diversos cultivos,

gracias a la presencia de ciertos metabolitos secundarios.
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Recomendaciones

» Para el muestreo, se recomienda realizar la recoleccion de las partes aéreas
antes de la época de floracion de G. sepium ya que, estos arboles botan sus
hojas para realizar un rebrote.

« Determinar la composicién quimica bromatologica del G. sepium en
diferentes periodos de corte.

» Realizar un estudio de la actividad biol6gica de los extractos de las partes
aéreas de G. sepium.

« Evaluar el uso de G. sepium en el control de garrapatas.
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