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Resumen
Se estudiaron los metabolitos primarios y secundarios del M. bicuspidum, utilizando la técnica de tamizaje
fitoquimico y sus pruebas rapidas. Se encontr6 la presencia de acidos grasos, mezclas de fito esterol y
alcoholes superiores. El estudio también confirm6 la presencia de metabolitos secundarios como saponinas,
cumarinas, esteroides y taninos. Se observé la presencia de metabolitos bioactivos como esteroides, taninos
y flavonoides.
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Evaluation of fatty acids and secondary metabolites using thin
layer chromatography and phytochemical screening of the black
griffon plant (M. bicuspidum)

Abstract

Primary and secondary metabolites of M. bicuspidum were studied using the phytochemical screening
technique and its rapid tests. The presence of fatty acids, phytosterol mixtures and higher alcohols was
found. The study also confirmed the presence of secondary metabolites such as saponins, coumarins,
steroids and tannins. The presence of bioactive metabolites such as steroids, tannins and flavonoids will be
observed.
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1.-Introduccién

Las plantas han desarrollado estrategias de defensa contra el estrés biologico y abiotico, enfocandose
en la produccion de metabolitos secundarios (Inga, 2020). Estas sustancias secundarias son sustancias
organicas producidas por el cuerpo y no estan relacionadas directamente con el crecimiento o la
reproduccion. Las plantas tienen dos tipos de metabolismo: el metabolismo primario, donde los
metabolitos primarios participan directamente en el crecimiento, desarrollo y reproduccion, y el
metabolismo secundario, que juega un papel crucial en la adaptacion al estrés ambiental y la defensa
contra depredadores y patogenos (Roussos y Perraud, 1996).

Los metabolitos secundarios estin relacionados con la defensa quimica y el dafio causado por herbicidas
o ataques de patégenos. Los alcaloides y terpenoides liberan e involucran a los organismos,
eliminandolos y limitando su difusion al resto de la planta. Las plantas producen enzimas que destruyen
las paredes celulares de los microorganismos e inhiben los procesos de toxicidad, creando paredes
vegetales mas resistentes y dificiles de digerir (Septlveda, Torres, Sandoval, Martinez y Chan (2018),
Hernandez (2004)).

Los nutrientes son esenciales para los organismos vivos, que requieren energia a través del consumo de
alimentos. La hierba en los alimentos funciona como fuente de energia, aportando 4cidos grasos vitales,
atributos organolépticos, sabor y textura (Archile, Benitez, Rangel, Izquierdo, Huerta y Marquez 1997)
Si se enfoca en los animales de ganado o aves domésticas, por ejemplo, es evidente que requieren una
dieta que les suministre los nutrientes esenciales para su crecimiento. En numerosas ocasiones, los
criadores de ganado recurren a fuentes alternativas de alimentos como las plantas forrajeras para
proporcionar a sus animales estos nutrientes. Esto se debe a que muchas de estas, en combinacién con
la dieta comercial para aves, pueden ser un excelente complemento para la cria de ganado o para las
aves domésticas, tal como sucede con los pollos de engorde (Soledad y Adames, 2004).

Existen numerosas investigaciones llevadas a cabo para valorar diversas plantas desde una perspectiva
nutricional. Por ejemplo, en México, Aguilera, R., Arroyo, A., Lopez, J., Avila, E. (1984), utilizaron la
harina de yuca (Manihot esculenta, Crantz) como proveedora de proteinas en pollos de engorde,
mientras que, en Venezuela, Bertsch, Alvarez y Coello (2003) llevaron a cabo la evaluaciéon de la harina
de plumas fermentadas por Kocuria rosea como fuente alternativa de proteinas en la dieta de las aves.
Ademaés, Trompiz, Ventura, Esparza, Del Villar y Aguirre (2000) investigaron el uso de la harina de hoja
de yuca (Manihot esculenta, Crantz) en cerdos en desarrollo. Soledad y Adames (2004), mediante la
observacion, demostraron que los agricultores de la zona del pueblo de Yare, en las proximidades de los
Valles del Tuy, Miranda, alimentaban a sus aves domésticas con la planta del Grifo Negro (Macrolobium
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bicuspidum). Encontraron que las hojas poseen un contenido proteico cercano al 20% en su estado seco.

La especie M. bicuspidum representa una opcién lucrativa para nutrir a los animales durante la estacion
seca, ya que la planta es abundante a lo largo de todo el afio, crece en zonas aridas y posee un alto
rendimiento de materia seca por hectarea (Soledad y Adames, 2015).

Numerosas investigaciones sobre la planta M. bicuspidum, incluyendo anélisis quimicos, digestibilidad
in vitro, contenido de minerales y proteinas, se requieren investigaciones en aspectos particulares, como
estudiar los metabolitos primarios y secundarios de la planta. Estos metabolitos pueden actuar en otros
procesos bioldgicos, regular neméatodos, inhibir enzimas en la generacién de sustancias inflamatorias,
y tener actividad anticancerigena y antioxidante. Por lo expuesto anteriormente, este trabajo se plantea
como objetivo evaluar los acidos grasos y los metabolitos secundarios mediante Cromatografia en Capa

Fina y tamizaje fitoquimico de la planta del grifo negro (M. bicuspidum).

2.-Metodologia

El enfoque metodologico fue de tipo cuantitativo, puesto que se busco la obtencion de los analisis
proximales de la planta M. bicuspidum y de tipo cualitativo, ya que se utilizé la técnica de tamizaje
fitoquimico y sus pruebas rapidas para la evaluacién de la presencia de metabolitos secundarios en la
planta previamente mencionada. El trabajo fue realizado en la Universidad Catolica Andrés Bello,

ubicada en Caracas, Distrito Capital, Venezuela.

Poblacién y Muestra

Las muestras de plantas se obtuvieron en los Valles del Tuy, Miranda, y se llevo todo el equipo necesario
en un dia para retirar los tallos en el laboratorio. Los mesones se cubrieron con papel absorbente y todas
las muestras de M. bicuspidum recolectadas se colocaron encima para comenzar el proceso de remocion
de la humedad. Las muestras se dejaron durante seis dias para que perdieran la humedad de forma
natural. Luego, se colocaron en una estufa a temperatura constante de 110 °C para asi asegurar que solo

quedo la hoja con un bajo contenido de humedad, y se prepar6 para su almacenamiento en la nevera.

Técnicas y Procedimiento

Las hojas de la especie de M. bicuspidum fueron evaluadas para conocer su contenido de humedad,
cenizas, extracto etéreo y cenizas. Haciendo uso del extracto etéreo (EE) se evaluaron los posibles acidos
grasos contenidos en las hojas de la especie de M. bicuspidum. Por altimo, se utilizaron técnicas de
maceracion y la obtenciéon del extracto metanolico (EM) para luego efectuar las pruebas rapidas de

taninos, esteroides, flavonoides, saponinas, cumarinas y fenoles.
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Materiales y Reactivos

Material vegetal
Las hojas de la especie M. bicuspidum, se sometieron al proceso de eliminacién de humedad y después
de su secado en estufa a temperatura constante de 110°C, fueron trituradas y almacenadas en bolsas
herméticas hasta su uso.
Los materiales, equipos e instrumentos que fueron utilizados para realizar los distintos analisis de la
parte experimental fueron Estufa, Mufla, Balanza analitica, Laminas de silica gel, Lampara UV, Equipo
Soxhlet para la extraccion de grasas. Los reactivos utilizados fueron de grado analitico (hexano, éter
dietilico, acido acético, metanol, éter de petrbleo, benceno, ferrocianuro de potasio, cloruro férrico e
hidréxido de sodio).

a) Analisis bromatoldgico de las hojas de M. bicuspidum
Los analisis de humedad, proteina, extracto etéreo y cenizas fueron realizados mediante la normativa
de la AOAC (1990). El método Soxhlet (COVENIN 1785-81) consiste en extraer las grasas de la muestra
deseada haciendo uso de un solvente (éter de petroleo o éter etilico). El solvente es eliminado por
evaporacion, el residuo se seca y se determina la masa del mismo.

b) Metabolitos primarios
Cromatografia en capa fina (TLC)
Haciendo uso del extracto etéreo, se realizaron los ensayos por Cromatografia en Capa Fina (TLC) para
la obtencion de los Rf y se compararon con resultados reportados en la bibliografia para evaluar los
acidos grasos presentes en la hoja del M. bicuspidum.
Con una pipeta, se colocd una pequena cantidad de la muestra (extracto etéreo) en una placa de silica
gel a 7-10 mm del borde inferior. La placa de TLC se coloc6 dentro de una cAmara cromatogréafica, a la
que previamente se afiadio la mezcla de disolventes. La cubeta se tapd y se dejé que la mezcla de
disolventes ascendiera por la placa de TLC por capilaridad, hasta la linea de borde. La placa se sac6 de
la cAmara y se espero la evaporacion del disolvente. La placa se revel6 en una camara con vapores de
yodo y se observo bajo luz UV. Se anotaron los valores de Rf.
Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico, o marcha fitoquimica, se realiz6 a través de la técnica de maceracion y se obtuvo
un extracto metanolico, pulverizando parte de la muestra de hojas y almacenando en la nevera hasta su

uso segun Cannell (1998).
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Maceracién

Se tomaron 3 g de la muestra previamente pulverizada para luego adicionar 30 mL de metanol y
homogeneizar. La mezcla se agit6 y se filtr6 el sobrenadante y se coloco en el embudo para la separacion,
para la obtencién de la fase metanolica, se captd en un matraz, se tapo y se almacen6. Cannell (1998).
Extracto metandlico

Al sedimento de la muestra metanolica contenida en el matraz se le afnadieron 30 mL de metanol, y se
repitio el proceso descrito anteriormente. Posteriormente, el residuo se suspendié en 10 mL de metanol
para evaluar los posibles metabolitos secundarios (flavonoides, saponinas, cumarinas, esteroides,
taninos) de dicha planta.

En este trabajo se empled la extracciéon Soxhlet, utilizando éter de petréleo y etanol para obtener el

extracto etéreo y etandlico, respectivamente, siguiendo el protocolo descrito por Cannell (1998).

¢) Pruebas rapidas para identificacién de metabolitos secundarios
Identificacion de taninos
Se colocaron aproximadamente 3,5 g de muestra seca de la hoja de M. bicuspidum en un matraz. Se
afnadieron 100 mL de ferrocianuro de potasio K4(Fe(CN)6) a una concentracion de 0,004 M, en
ausencia de luz y se utiliz6 un agitador magnético durante 1 hora. Transcurrido el tiempo sefialado se
adicionaron 10 mL de cloruro férrico FeCl3. (Sanchez Y., Ronddn L., Hermosilla R., Almeida S., 2010).
Se consider6 un resultado positivo el obtener un color verde oscuro correspondiente a taninos

condensados o un color azul correspondiente a los taninos hidrolizables.

Identificacion de esteroides

Usando el extracto etéreo previamente obtenido, se utilizé 1 mL de éste y se coloco en un crisol. Se dejo
reposar hasta que la volatilizacion del solvente. Luego, se anadio6 de 4-5 gotas de cloroformo al crisol, se
mezclo bien y se repartié mediante goteo (de 2 a 3 gotas de la mezcla) a 4 tubos de vidrio con tapa. Con
la mezcla repartida en los tubos, se agregé 2 gotas de anhidrido acético a solo 3 de los tubos. Se taparon
los tubos para evitar la evaporacién de los solventes y bajo campana, se destaparon de forma rapida y
cuidadosa se tomaron los 3 tubos que contenian el anhidrido acético para agregar una gota de acido
sulftrico con pipeta Pasteur. Ibarra, G., Gutiérrez, M., Robles, M. (2017) Con respecto a los resultados,
se considera positivo si la observada es azul-verde (esteroides) rojo, rosa o violeta (triterpenos), o bien

amarillo palido (esteroides o triterpenos saturados).
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Identificacion de flavonoides mediante cromatografia en capa fina (TLC)

Los flavonoides se realizaron por la identificacion usando cromatografia en capa fina (TLC). El extracto
metanolico fue colocado en las placas de silica gel con la ayuda de un capilar, de 3 a 4 gotas, se dejo
secar, para luego introducir la placa en una camara cromatografica. Para la fase movil, los disolventes
usados fueron acetato de etilo: acido acético glacial: agua (100:11:11:27 v/v). Bajo la luz UV se
observaron a 365 nm. El control positivo a utilizar es el control de quercetina descrito en el trabajo de

Ibarra et al. (2017).

Identificacion de fenoles mediante cromatografia en capa fina (TLC)

Con el extracto metanoélico, y en placas de TLC, la fase movil fue éter de petroleo: acetato de etilo: 4cido
férmico (40:60:1 v/v), la cual se dejo reposar por 30 min para saturacion de gases. La placa se retird
cuando, por capilaridad, el eluyente llegb al tope de la placa. Se dejo secar por 5 min, fue llevada a luz
UV a longitud de onda 365nm. Se utiliz6 el control positivo de 4cido galico descrito en el trabajo de
Ibarra et al. (2017) para finalmente, obtener el factor de retenciéon (Rf = distancia solvente/distancia

muestra).

Identificacion de fenoles, prueba colorimétrica (Folin-Ciocalteu)

A partir de los extractos de hoja, con la ayuda de una pipeta Pasteur se colocaron 3-4 gotas en el fondo
de 5 tubos Eppendorf (2 mL) rotulados del 0-4. Se agregaron 2 gotas de agua destilada y se anadieron
gotas de cloruro férrico (FeCl3) al 10% de la siguiente manera: al tubo 0 no se le anadi6 FeCl3, al tubo
1 se le agreg6 una gota, al tubo 2 solo dos gotas, y asi sucesivamente. Se homogeneizaron los tubos y se
observo la coloracion para la posterior interpretacion de resultados. Se utilizo el tubo 0 como muestra

control negativo y acido galico en concentraciéon 1 mg/mL como muestra control positivo. Ibarra et al.

(2017).

Identificacion de saponinas

Se utilizé el método de la espuma. Se diluy6 el extracto (9 mL de agua destilada mas 1 mL de extracto
metandlico). Se homogeneiz6 lo suficiente sin formar espuma y se filtr6 la disolucién con papel filtro.
Se tomd 1 mL de la mezcla y se pas6 a un tubo de ensayo con tapa, y luego se adicionaron 9 mL de H20
destilada. Una vez pasado al tubo de ensayo, se agit6 vigorosamente durante 30 s, con la mano. Se dejo
reposar 15 min. Luego del tiempo transcurrido se midi6 la altura de la espuma formada en cada muestra.

Ibarra et al. (2017): Altura de espuma 5 mm: (-) se considera negativa, no contiene saponinas. Espuma
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5—10 mm: (+) presenta un contenido bajo. Alrededor 10—15 mm: (++) es contenido moderado.

Encontrando una altura de 15 mm: (+++) se le atribuye un alto contenido de saponinas.

Identificacion de cumarinas
Partiendo del extracto metanolico, se realizo una dilucion siguiendo la proporcion 9:1 (v/v) anterior. Se
distribuyeron 2 mL de dicha dilucién en un tubo de vidrio con tapa. En el mismo tubo se coloc6 una tira
de papel filtro previamente empapado de una solucion alcalina de NaOH (0.06 g/mL) de tal manera
que no tocara el extracto. Posteriormente, se tap0 y se llevo a calentar en un mechero Bunsen hasta que
se obtuvo el desprendimiento de vapores, cuidando no quemar el papel filtro, ni que se empapara de la
solucion alcalina al agitarse, evitando asi que sufriera proyeccion, ya que las cumarinas presentes en los
extractos se acumularian en el papel de filtro. Después se llevd el papel filtro bajo lampara UV para
observar una posible presencia de cumarinas; si el papel filtro exhibe puntos fluorescentes, la muestra
se considera positiva. Ibarra et al. (2017).
3.-Resultados y discusion

a) Anélisis bromatolégico de las hojas de M. bicuspidum
Los resultados del analisis de las hojas de la especie M. bicuspidum se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Analisis bromatolégico de las hojas de M. bicuspidum

Analisis (%) base htimeda (%) base seca
Humedad 78.6 -
Cenizas 9.3 -
Extracto etéreo 1.4 -
Proteinas 5.4 % 18.6 *
Fibra 9.8 * 34.3%

Nota: datos tomados de Soledad y Adames (2015), evaluacion biologica de la harina de hojas M.

bicuspidum.

Soledad y Adames (2015) reportaron que los niveles de proteinas del follaje de hojas de M. bicuspidum
era de 18,6% y que este porcentaje era similar al reportado en otros follajes que también son utilizados
para la alimentacion de aves, como por ejemplo las hojas de Musa paradisiaca 17,93% y Moringa oleifera
19,76%.
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El contenido de fibra en las hojas de M. bicuspidum fue de 9,8%, siendo inferior a los reportados para

follaje de Manihot esculenta Crantz 11,40%. Este valor puede ser beneficioso a la hora de elegir la planta
de estudio como alimento alternativo, ya que el contenido alto de fibra podria llegar a limitar la
utilizacion de la planta en animales monogastricos (Soledad y Adames (2015).

Por otra parte, los niveles de humedad son ligeramente menores a los reportados en la soja (Glicine
max), 10.22% y en la lenteja (Lens sp.), 12.83% segin lo reportado por Maldonado, S. Samman, N.
(2000). En otros estudios de plantas forrajeras, Oliva, M., Meléndez, J., Maicelo, J., Milla, M., Leiva, S.
(2022) reportan que la especie Philoglossa mimuloides tiene un valor de humedad del 7,09%, bastante
cercano a los valores obtenidos para la especie M. bicuspidum.

Los niveles de cenizas en la M. bicuspidum, son ligeramente mayores a los niveles reportados en la soja
(Glicine max), de 6.29%, y muy similares a la planta forrajera Trifolium repens (10.52%). Estos niveles,
a su vez guardan similitud con los porcentajes obtenidos del pasto estrella (Cynodon nlemfuensis)
(10.75%). (Combatt, E., Jarma, A., Paternina, E., 2015).

Con respecto a las cenizas, Combatt, E. et al (2015), explican en su estudio con dos tipos de plantas
forrajeras: pasto braquiaria (B. decumbens) y pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) que se obtuvieron
resultados de 2.46% y 4.44%, respectivamente. Estos fueron mas bajos a los obtenidos en la planta del
presente estudio, M. bicuspidum (9.3%). Explican que usualmente, las hojas presentan mayor
concentracion de minerales que los tallos. Pero al avanzar en estados de madurez, la relacion hoja-tallo
disminuye, y, por tanto, también disminuye el contenido mineral en las hojas. En el caso del M.
bicuspidum, es probable que se deba a que las plantas leguminosas presenten mayor contenido de
cenizas. Tal como es el caso de las leguminosas campanita morada (Clitoria ternatea L.) con niveles de
cenizas de 7.43%. Castrejon, F., Corona, L., Rosiles, R., Martinez, P., Lorenzana, A., Arzate, L., Olivos,
P., Guzman, S., Garcia, A., Avilés, J., Valles, B., Castillo, E., Jarillo, J., Duran, E., Flores, G., Paredes, S.,
Anaya, R., Martinez, R., Hernandez, H., ...Carrillo, S. (2017).

El extracto etéreo en el cual se encuentran disueltas las grasas arrojaron un valor de 1,4%. Combatt et
al. Sefialan que los porcentajes de grasa encontrados en el pasto B. decumbens oscila entre el 1,6 y 1,0%

los cuales son bastante similares al, M. bicuspidum.

b) Metabolitos Primarios
Cromatografia en capa fina (CCF)
Se utiliz6 esta técnica para la identificacion de posibles acidos grasos que pudieran estar presentes en
el extracto etéreo (EE) de las hojas de M. bicuspidum (HMb). Se utilizaron dos sistemas de solventes

para comprobar cual tenia mejor separacion de bandas, dichos sistemas se presentan a continuacién:
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Sistema de solventes 1: Hexano/éter dietilico/acido acético (10:20:20)

Buscando el mejor sistema de solventes para lograr una separacion de compuestos en el EE de hojas de
M. bicuspidum se utilizé un sistema de hexano, éter dietilico y 4cido acético (10:20:20 v/v).

Tras realizarse la experiencia en Cromatografia en Capa Fina (CCF) se apreciaron 5 bandas
diferenciadas. Estos resultados se compararon los resultados de los estandares de acidos grasos

extraidos del trabajo de Lopez A (2014) y la evaluacion se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Comparacién de los Rf (Estidndares de Acidos Grasos) con los Rf Obtenidos del EE de las Hojas
de M. bicuspidum.

Manchas EE M. | Estindares AGs Rf EE M. bicuspidum
bicuspidum, AGs

Mancha 5 0,97
Mancha 4 0,84
Mancha 3 0,72
Mancha 2 0,62
Mancha 1 0,58
- Acido linolénico 0,22
- Acido linoléico 0,21
- Acido estearico 0,2
- Acido oléico 0,19
- Acido palmitico 0,18

Se observa que no hay similitud entre los Rf obtenidos para el M. bicuspidum y los reportados en la
bibliografia.

Sistema 2 y 3: Hexano / acetato de etilo (6:4 v/v) y hexano / acetato de etilo (8:2 v/v)

En la Tabla 3 se presenta la comparacion entre los Rf del extracto etéreo de las hojas de M. bicuspidum
con los reportados por Balcinde et al (2005), quienes probaron distintos sistemas de solventes para la
obtencion de cera de cafia, una fuente natural de obtencion de fitoesteroles, compuestos que forma
parte de los esteroides y se encuentran ampliamente distribuidos en animales y plantas utilizando
sistemas de solventes hexano/acetato de etilo (6:4 v/v), y hexano/acetato de etilo (8:2 v/v), para evaluar
la separacion de fitoesteroles en el extracto etéreo (EE) de las hojas de M. bicuspidum.

Con el sistema de solvente 2: hexano/acetato de etilo (6:4 v/v), se aprecia una sombra que va desde el
punto de aplicacion de la muestra hasta cierta altura de la placa, sin embargo, no se aprecia ninguna

separacion en todo el recorrido. Sefiala Stahl, E (1969), que los fitoesteroles pueden migrar
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conjuntamente ocasionando una "sombra" a lo largo de la placa. Esto significa que las estructuras no

pueden ser diferenciadas en estas condiciones. En el sistema de solvente 3: hexano/acetato de etilo (8:2
v/v), si se observan separaciones a lo largo de la placa cromatografica. Los Rf obtenidos se van a

comparar con los Rf presentados por Balcinde et al (2005) en la tabla 3.

Tabla 3. Comparacion entre Rf del Extracto Etéreo de las hojas de M. bicuspidum y los Estdndares de

Acidos Grasos, Fitoesteroles y Alcoholes Superiores Tomados del Trabajo de Balcinde et al. (2005).

Manchas Rf EE M. | Rf AGs, FEs, AS Estandares
bicuspidum
Mancha 3 0,75 -
- 0,73 Alcoholes superiores
- 0,67 Mezcla fitoesteroles
Mancha 2 0,62 -
Mancha 1 0,52 -
0,09 Acidos grasos

Nota: EE (Extracto Etéreo), Acidos grasos (AGs), Fitoesteroles (FEs), Alcoholes superiores (AS).

El Rf de 0,75 obtenido para el M. bicuspidum pudiera corresponder al valor de Rf de 0,73 que
usualmente se asocian a alcoholes superiores, también presencia de ceras en plantas. Los alcoholes
superiores tienen un rol importante en la estructura y estabilidad de membranas celular, y también en
la barrera cuticular de plantas. Ademaés, dichos alcoholes contribuyen a la resistencia ante la
deshidratacion y proteccion ante patogenos. (Henschel, M., Nunes, A., Lima, J., Ribeiro, R., Alves, D.,
Souza, T., Silva, D., 2024)

Por otra parte, el valor del Rf de 0.62 para el M. bicuspidum, podria corresponder al valor de Rf de
0,67, que representa una mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol, campesterol y estigmasterol), ya que
suelen ser los fitoesteroles mas comunes y mas encontrados en las plantas. Suelen aparecer en conjunto
debido a que su estructura quimica son bastantes similares. Por dichas similitudes estructurales y
quimicas, suelen migrar de forma similar en los sistemas de solventes, lo que da como resultados valores
de Rf similares.

3) Pruebas Cualitativas en Metabolitos Secundarios: Tamizaje Fitoquimico

Se observa que existe la presencia de metabolitos secundarios en el extracto metanolico de hojas de M.
bicuspidum. Los resultados y pruebas se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Pruebas Cualitativas para Determinacion Fitoquimica de Extracto Metandlico de Hojas de M.
bicuspidum.
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Fitoquimicos Método Resultado
Taninos Colorimétrico Positivo
Esteroides Colorimétrico Positivo
Flavonoides TLC Positivo
Fenoles Colorimétrico Negativo
Fenoles TLC Negativo
Saponinas Espuma Positivo
Cumarinas Fluorescente Positivo

Taninos

Al anadir el cloruro férrico (FeCl3), la soluciéon viré a verde, indicando la presencia de taninos
condensados (Alcaraz, 2009).

Segiin Marquez y Suérez (2008), la presencia de taninos en leguminosas forrajeras es usual, y son
empleados por las plantas como mecanismo de defensa contra ciertos patégenos y herbivoros. Hay dos
tipos de taninos: aquellos que son hidrolizables y los taninos condensados, y dependiendo de la
concentracion de éstos, se pueden tener efectos téxicos o benéficos en animales. Una moderada
cantidad de taninos condensados, por ejemplo, produce efectos beneficiosos en el metabolismo de las
proteinas en rumiantes, puesto que logran reducir la degradacion de la dieta proteinica en el rumen,
incrementando asi la absorcién de aminoécidos en el intestino delgado.

Debido a los resultados obtenidos, la presencia de taninos condensados en las hojas de M. bicuspidum
podria ser un aspecto beneficioso a tener en cuenta; Vazquez, A., Alvarez, E., Lopez, J., Wall, A., De la
Rosa, L. (2012) senalan que el impacto positivo o negativo sobre la ingesta de taninos va a depender del
tipo de tanino que se ingiera y el tipo de poblacion que lo ingiere.

Esteroides

En la prueba colorimétrica para esteroides (prueba de Lieberman-Burchard), luego de la reacciéon al
agregar el acido sulfurico se pudo observar que hubo un viraje de color (azul oscuro — negro). El viraje
de color podria ser indicativo de altas concentraciones de esteroides en las muestras de harina de hojas
de M. bicuspidum.

Los estudios de Nestel, P., Poyser, A., Hood, R., Mills, S., Willis, M., Cook, L., Scott, T. (1978 muestran
que los 4cidos grasos suplementarios aumentan la absorcién de colesterol, en particular en la parte
proximal del conducto biliar del higado. Cuando la dieta se complementa con acidos grasos, la absorciéon
de colesterol aumenta en el higado, mientras que la funcion hepatica disminuye. Las hormonas
vegetales regulan el crecimiento, el desarrollo y el metabolismo. Saenz, L., Cérdova, 1., Rodriguez, F.
(2006)
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Flavonoides

Se obtuvo unas bandas al tope de la placa de TLC, lo que indica una posible presencia de flavonoides en
la muestra de extracto metandlico en las hojas de M. bicuspidum, con un Rf de 0,97. Dicha cifra esta
muy cercana a la cifra del estandar de quercetina de 0,98 (Ibarra et al. (2017)).

Los flavonoides son compuestos fenolicos que estan presentes en las plantas vasculares, verduras,
frutas, semillas, hojas, flores, cortezas. Tienen multiples propiedades, entre ellas propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes. Es ampliamente encontrado en las leguminosas; la soya (Glicine
max), alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo (Trifolium pratense) son algunas de las leguminosas
utilizadas en la alimentacion de bovinos, y en éstas se sabe de la presencia de aproximadamente 26
flavonoides. El tipo de flavonoide que estd presente en los vegetales varia dependiendo de la
leguminosa. Cruz, A., Lizarazo, C. (2016) sefialan en ese sentido, algunos flavonoides presentes en la
alfalfa son las isoflavonas y cumestanos, en el trébol rojo hay gran concentraciéon de formononetina y
genisteina, también esta presente el cumestrol cumetano.

Cruz y Lizarazo (2016) también mencionan que los flavonoides que estan presente en los alimentos, son
hidrolizados en el rumen e intestino por las glucosidasas bacterianas, lo que hace que la forma
glicosilada y la aglicona se separen, y ésta ultima aunado a los metabolitos producidos se absorben en
el ileon e intestino grueso, tanto en rumiantes como en animales monogastricos.

Fenoles

Para el anélisis de este compuesto se llevaron a cabo dos técnicas analiticas: prueba colorimétrica y
cromatografia en capa fina (CCF) para la evaluacién de fenoles en la muestra de hojas de M. bicuspidum.
En ambos ensayos se encontraron resultados negativos.

Saponinas

Se encontré que la espuma del extracto metanélico de las hojas secas y pulverizadas de M. bicuspidum
fue de una altura de 5 mm, por lo cual se puede evidenciar que hay un bajo contenido de saponinas.
Segun Ibarra et al (2017, el hecho de que el extracto posea un bajo contenido de saponinas llega a ser
ventajoso, puesto que un alto contenido de éstas es considerado peligroso, por su alta toxicidad.

Triosi et al (2014) encontr6 que altos niveles de saponinas pueden ser asociados a factores
antinutricionales, como la actividad hemolitica y las actividades biologicas, como las antiinflamatorias,
anticancerigenas, antifingicos y antivirales. En la nutricién animal, saponinas pueden jugar un rol
negativo o positivo en la alimentacion. En el intestino, las saponinas afectan la digestion de proteinas y
tienen interacciones con el colesterol, lo que desemboca en una ruptura celular y posterior eliminacién
de protozoos ruminales, lo que puede aumentar el uso de Nitrogeno y aumentar el rendimiento de los

rumiantes.
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Kholif (2023) aborda el rol de saponinas en la alimentaciéon animal, actuando como permeabilizadoras,

inmunoestimulantes y a nivel rumen, en la fermentaciéon ruminal. Esto afecta la digestion de proteinas
en el intestino, ya que tienen interacciones con colesterol, eléctricas y protozoas, lo que puede aumentar
el uso de Nitrégeno.

Cumarinas

Se observaron manchas fluorescentes al mirar el papel de filtro bajo la luz UV, indicando la presencia
de cumarinas en el extracto metandlico de las hojas de M. bicuspidum, lo que podria darle propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, segin sefiala Alvarez, R., Juarez, M., Bolafios, E.,

Morales, J. (2015)

4.-Conclusiones

El estudio evalu6 el potencial de las hojas de M. bicuspidum para la alimentacién de rumiantes. El
andlisis reveld un alto contenido de humedad, cenizas, y bajo extracto etéreo. El bajo contenido de
grasas puede limitar su aporte energético. El estudio encontro la presencia de acidos grasos, mezclas de
fatoesterol y alcoholes superiores. El estudio también confirmo la presencia de metabolitos secundarios
como saponinas, cumarinas, esteroides y taninos. Se observé la presencia de metabolitos bioactivos

como esteroides, taninos y flavonoides.
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