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Abstract 
 
De acuerdo con la necesidad imperante dentro las cadenas agroalimentarias en regiones Tropicales 

y Neo-tropicales de reducir su extensión de forraje con mejor rendimiento nutrimental, es necesario 

explorar y experimentar con forrajes alternativos a través de estudios etnográficos determinar un 

nuevo uso dentro de un Sistema Agroforestal. En el presente trabajo se analizaron las hojas de 

jonote para determinar su capacidad antioxidante a partir de un extracto hidro-metanólico. Se 

determinaron los fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y  la capacidad antioxidante por 

los ensayos: del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH·). Los resultados se expresaron como 

Equivalentes de Ácido Gálico (EAG) por gramo de muestra en base seca y en minimoles 

equivalentes de Trolox (TE) por gramo de muestra en base seca, respectivamente. El contenido de 

fenoles totales en las hojas fue de: 41.662±05 mgGAEg-1, y la capacidad antioxidante fue de: 

257.07±27.18mmol TEg-1 y   309.33 mmol TEg-1, a partir de los ensayos de DPPH· 

respectivamente. El contenido relativamente alto de fenoles es indicativo de la presencia de 

flavonoides  y fenilpropanoides principalmente,  los cuales son los responsables de la actividad 

antioxidante de las hojas. 

 
1 Introducción 

 
La necesidad de innovar en forrajes alternativos dentro de Sistemas Agroforestales es clave para la 

conservación de especies nativas, principalmente arbóreas que han sido utilizadas desde la 

antigüedad como forraje, pero ante la tendencia productiva actual no son contempladas como tal. El 

jonote es un árbol de hasta 30 metros de alto y hasta 75cm de diámetro, de fuste cilíndrico y copa 

pequeña de ramas ascendentes. Corteza externa es lisa, verde grisácea, presenta algunas lenticelas 

en forma vertical, la corteza interna es muy fibrosa de color rosado-blanco, la cual oxidarse se torna 

anaranjada (Pennington y Sarukhán, 2005). En la Sierra Norte y Nororiental del Estado Puebla, 

funge como elemento primordial en cafetales y huertos caseros, donde se desarrolla el elemento 

animal en aves como gallinas, guajolotes, codornices y de gusano de jonote (Arsenura armida 

armida Cramer)  (Cunill y Guerra, 2014). Los forrajes dentro de sus propiedades nutracéuticas se 

encuentra la capacidad antioxidante, cualidad que reduce el daño por estrés y manejo del ganado. 

Un antioxidante es una substancia que actúa incluso en bajas concentraciones inhibiendo el proceso 

de oxidación de las moléculas (Singh y Kumari, 2015; Halliwell and Gutteridge, 1995). 

 
Compuestos fitoquímicos polifenólicos con variables estructuras fenólicas son llamados en 

conjunto flavonoides, actuando como antioxidantes. (Laghari et al., 2013). Las propiedades 

antioxidantes están directamente relacionadas con su concentración de diferentes compuestos 

fenólicos como flavonoides, antocianinas, taninos y ácidos fenólicos (Djeidane et al., 2006).Fenoles 

manifiestan su capacidad antioxidante gracias a su capacidad de remover el oxígeno derivado de 

radicales libres por la donación de hidrógenos o de electrones (Singh y Kumari, 2015; Prietta, 
2000). 

 
En los animales de producción las aplicaciones de los antioxidantes se encaminan 

fundamentalmente para optimizar los rendimientos, de manera que no sólo se obtengan beneficios 

económicos, sino también mejoras en las calidad de las producciones (carne, huevo, leche) y en la 

seguridad del consumidor, pudiendo reducir el uso de determinados compuestos sintéticos 

(Sebastian, 2003)  El presente trabajo evalúa la capacidad antioxidante para conocer su potencial 

nutracéutico   del   jonote   como   parte   del   diseño   de   nuevos   forrajes   alternativos   para   su 

implementación en Sistemas Agroforestales en regiones Tropicales y Neotropicales de América.
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1.1 Materiales y métodos 
 
Reactivos 

 
El reactivo de Folin-Ciocalteu, el carbonato de sodio anhidro, el ácido 6-hidroxi-2,5,7,8- 

tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox)y el 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo    (DPPH) fueron 

adquiridos de Sigma Aldrich. 

Instrumentación 

 
La medición de absorbancias para cuantificar los fenoles totales y evaluar la actividad antioxidante 

se llevó a cabo en un lector de microplacas, equipado con bombas de inyección automática y el 

software de análisis de datos Gen5TMdata  (Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) 

Preparación de extractos polares 

 
Las hojas de jonote previamente secadas a la sombra y molidas se maceraron en metanol/agua (4:1, 

v/v)  y ácido clorhídrico al 10 % hasta alcanzar un pH=3. La mezcla obtenida se agitó primero en 

vortex (3 min, 1000 rpm) y después en una incubadora (30 min, 37°C), se sonicó (15 min) y 

finalmente se centrifugó (15 min, 4000 rpm). El sobrenadante se llevó a un volumen final de 5 mL. 

A partir de este extracto se tomaran alícuotas para determinar fenoles totales y estimar la actividad 

antioxidante. 

 
Cuantificación de fenoles totales 

 
Los fenoles totales fueron cuantificados por el método de Folin-Ciocalteu adaptado a microplacas 
(Singleton y Rossi, 1965). La curva de calibración de ácido gálico se obtuvo en un rango de 
concentraciones de 0.02-0.22 mgmL-1

 

 
En una microplaca de 96 pozos se mezclaron, en cada pozo, 25 µL del extracto polar de hojas de 

jonotes (muestra antioxidante) a diferentes concentraciones, 125 µL  de agua destilada y 20 µL del 

reactivo de Folin-Ciocalteu (diluído 1:10), después de agitar y dejar reposar por 5 minutos, se 

adicionaron 30 µL de carbonato de sodio al 20 %. La mezcla se dejó incubar durante 60 min en la 

oscuridad y se leyeron las absorbancias a 760 nm en un lector de microplacas (Synergy HT Multi- 

Mode Microplate reader, Biotek International). Las mediciones se hicieron  por cuatriplicado y los 

resultados del contenido de fenoles totales se expresaron en miligramos de fenoles equivalentes a 

ácido gálico por gramos de muestra en base seca (  ). 

 
Evaluación de la actividad antioxidante 

 
La evaluación de la actividad antioxidante se llevó a cabo de acuerdo con el  ensayo de alto 

rendimiento para estimar la capacidad  relativa de remoción del radical libre DPPH· con respecto al 

Trolox (RDSC), desarrollado y validado por Cheng et al. (2006). Los valores de RDSC de las 

disoluciones  de  muestra  fueron  reportados  con  respecto  al  antioxidante  de  referencia,  trolox, 

análogo de la vitamina E. También se calculó el valor de la concentración requerida de las muestras 

antioxidantes (extracto de jonote) para degradar el  50% del DPPH· en la mezcla de reacción (CI50). 

Todas las disoluciones se prepararon con metanol/agua (4:1 v/v). La disolución stock de DPPH· con 

una concentración 0.625 mM se prepararó el mismo día y se diluyó hasta obtener una concentración 

final de 0.208 mM. A partir de una disolución stock de trolox 25 mM se tomarán alícuotas para 

obtener diluciones con las siguientes concentraciones  1.2, 4.8, 9.6, 19.2, 28.6, 36.0 mM. En cada 

pozo de una microplaca se colocaran 100 µL de las disoluciones de prueba a 5 diferentes 

concentraciones y 100 µL de las diferentes disoluciones de trolox (todo por cuatriplicado).
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Para  tener  un  control  se  destinaron  4  pozos  en  los  que  se  adicionaron  100  µL  de 

metanol/agua (80:20 v/v) y una columna completa de pozos donde se adicionaron sólo 200 µL 

metanol/agua (80:20 v/v, blanco). Después, se adicionarán 100 µL de DPPH· 0.208 mM a todos los 

pozos con excepción de los que contenían el blanco. El equipo de microplacas se programó para 

agitar por 30 segundos y posteriormente tomar lecturas de absorbancia a 515 nm, en intervalos de 

un minuto durante 30 minutos. El porcentaje de DPPH·   degradado se calculó de acuerdo a la 

ecuación (1) 

 

                                                                                                                (1) 
donde: Am, Ab y Ac representan las absorbancias de las disoluciones de prueba, blanco y 

control, respectivamente, leídas a 515 nm después de 30 minutos de reacción con el DPPH·. Los 

valores del porcentaje de degradación del DPPH· a diferentes tiempos de reacción obtenidos de la 

ecuación (1) se graficaron en función del tiempo. A partir de las cinéticas de degradación se 

calcularon las áreas bajo la curva (ABC) (ecuación 2) de disoluciones de prueba y del trolox a 

diferentes concentraciones. 

ABC = 0.5f0 + (f1 + f2 + f3+……fi-1)                                                                                               (1.1) 

Donde f0 es el DPPH·  inicial y fi es el DPPH· total consumido Los datos se procesaron en el 
programa Microsoft Excel para calcular las áreas bajo la curva de cada tratamiento y del trolox. 
Para calcular el valor de RDSC (capacidad relativa de atrapamiento del radical  DPPH· con respecto 
al Trolox) se aplicó la ecuación (3) que relaciona el área bajo la curva de las disoluciones de prueba 
y el área bajo la curva del Trolox, cuando se alcanza el 50 % de degradación del DPPH·. 

 
Los valores de RDSC fueron expresados en mmol de equivalentes de Trolox por gramo de la 

muestra en base seca (  ) 

 

                                                                                                             (1.2) 

 
Análisis estadístico 

 
Los datos se analizaron estadísticamente en un diseño completamente al azar. Las diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0.05) entre las medias de los resultados experimentales fueron 

evaluadas por un análisis de la varianza y comparación de medias por la prueba de rango múltiple 

de Ducan. 

 
1.2 Resultados y discusión 

 
Respecto al contenido fenólico, la curva de calibración de ácido gálico arrojó la ecuación: y = 

46.36x + 0.0543 con un coeficiente de correlación de 0.982. Con base a esta curva se calculó que 

las hojas de jonote contienen 41.662±05 mgGAEg-1. Estos resultados son equiparables a hojas de 

árboles tales como Sapindus mukorrosi  con 53.48±0.18 mgGAEg-1  (Singh  y Kumari, 2015) y 

Saptum sebifera 48.260±2.901 (R. Fu et al.2015), ambos con potencial nutracútico. El DPPH es una 

técnica bien conocida por su capacidad secuestradora de radicales libres. Cuando los radicales se 

neutralizan en presencia de un radical secuestrador, la solución de DPPH cambia de color de un 

violeta intenso a un ligero amarillo. El grado de reducción de la absorbancia es indicador del 

incremento de la capacidad antioxidante (Singh y Kumari, 2015). En la figura 1 se aprecia la 

degradación del DPPH· en función de las diferentes concentraciones de extracto de hojas de jonote 

durante 30 minutos. 
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Figura 1Degradación de DPPH· a diferentes concentraciones de extracto de hojas de jonote 

 

 
 
1.3 Conclusión 

 
Se  observa  que  el  contenido  de  compuestos  fenólicos  está  directamente  relacionado  con  la 

capacidad antioxidante de los extractos Dentro del sistema nutrimental se encuentra una forma 

económica, práctica y eficaz de administrar antioxidantes, mejorando así la inocuidad y calidad de 

la carne; además de reducir el estrés oxidativo fisiológico que afecte la integridad y correcto manejo 

del animal. 
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