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Resumen

El mangle rojo (Rhizophora mangle L.) es una planta muy utilizada en la
herbolaria con numerosas propiedades farmacoldgicas, con alto contenido de
compuestos fendlicos, los cuales le proporcionan propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antimutagénicas, citotéxicas y antiulcerosas. La composicion de
compuestos no fenélicos, como los carbohidratos presentes en extractos acuosos
de corteza de R. mangle fueron caracterizados en este estudio utilizando los
métodos de andlisis de carbohidratos como trimetilsilil derivados (TMS) y
derivados de acetato de alditol (AA) como método de confirmacion, ambos
mediante cromatografia de gases. El total de azicares en el liofilizado representd
un 17.5%, en el que debe considerarse la presencia del componente mayoritario
que representa el 14.8% y solo el 2.7% representa las estructuras carbohidricas. La
composicion de los carbohidratos de la corteza de R. mangle fue del 17.5% en
peso, y la composicién cualitativa identificé ramnosa, arabinosa, xilosa y fucosa
(56,94, 13,33, 12.62 y 12,35% respectivamente) y ribosa (4,75%). En ambos
métodos de derivacién utilizados persiste la detecciéon de un compuesto no
carbohidrico mayoritario, posiblemente derivado de un polifenol co- extraido, que
alcanz6 a derivatizarse conjuntamente con los carbohidratos.
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Abstract

Red mangrove (Rhizophora mangle L.) is widely used in herbal medicine due to
its numerous pharmacological properties, primarily attributed to its high content of
phenolic compounds. These compounds provide antioxidant, antimicrobial,
antimutagenic, cytotoxic, and antiulcer properties. The composition of
carbohydrates in the aqueous extract of red mangrove bark (R. mangle) was
characterized using trimethylsilyl (TMS) derivatives of carbohydrates and
confirmed with alditol acetate (AA) derivatives. Total sugars in the freeze-dried
product represented 17.5%, with the major component accounting for 14.8%, and
carbohydrate structures representing only 2.7%. The carbohydrate composition of
R. mangle bark included rhamnose, arabinose, xylose, and fucose (56.94%,
13.33%, 12.62%, and 12.35%, respectively) and ribose (4.75%). Both
derivatization methods revealed the presence of a major non-carbohydric
compound, possibly a polyphenol co-extracted and analyzed with the
carbohydrates.
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Introduccioén

Mangle rojo (Rhizophora mangle 1.) es una especie
vegetal que posee diferentes aplicaciones etnobotéanicas
(Regalado et al., 2016), constituyendo el extracto acuoso
de sus cortezas la base activa en la obtencion de varios
medicamentos ya registrados para su uso veterinario y
humano en paises tropicales y sub- tropicales, basados en
sus propiedades antimicrobianas y cicatrizantes
(Regalado et al, 2016), e hipoglicemiantes (Andrade-Cetto
et al., 2017). El efecto antimicrobiano esta ligado en
muchos casos con la capacidad antioxidante de las
moléculas presentes en los extractos acuosos de R. mangle
(Damm et al, 2023) aunque también los antioxidantes
estan relacionados con la capacidad antimutagénica o
anticancerigena que se le han atribuido a los extractos de
esta planta (Malini et al., 2010). También han sido
estudiados extractos crudos y etanodlicos del fruto, en los
que se han encontrado propiedades antimicrobianas y
actividad citotoxica contra células HTI1080 de
fibrosarcoma humano (Hicks et al., 2011). Ademas de las
aplicaciones empiricas, derivadas casi siempre de la
medicina tradicional, se han descubierto nuevas
propiedades farmacoldgicas de esta planta (Damm ez al.,
2023), dentro de las que destaca el efecto antiulceroso
(Regalado et al., 2016).

El extracto acuoso de las cortezas de R. mangle presenta
como componentes mayoritarios estructuras polifendlicas
(Sanchez et al, 2008), sin embargo, coexisten otras
estructuras no fenolicas representadas en una elevada
proporcién en el extracto (45.22%) que contribuyen sin
duda a los efectos biologicos de la planta. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue determinar la composicion de
los carbohidratos contenidos en el extracto acuoso de R.
mangle.

Materiales y métodos
Determinacion de carbohidratos por el método de
trimetilsilil derivados (TMS)

La corteza de Rhizophora mangle fue colectada en cinco
regiones de la costa norte de Cuba. Esta luego se molio
hasta un tamafio de particula de 0.4 mm, y se almacené en
bolsas de polietileno en un lugar fresco con una
temperatura media de 25°C y una humedad relativa del
50%. La corteza pulverizada se procesd mediante coccion
en agua destilada (1:7 m/v) durante 30 minutos a 95°C sin
agitacion, en un reactor vitrificado con capacidad de 250
L. El extracto acuoso se filtré y centrifugd para eliminar
particulas mayores a 1 mm, usando una centrifuga de
flujo continuo. Luego se concentrd el extracto hasta una
concentracion de 24 mg de materia seca/mL en un reactor
de acero inoxidable determinada mediante un equipo de
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equilibrio IR, produciendo un residuo seco que oscilaba
entre 30 y 40 mg/ml a pH 4- 6. Se ha demostrado que esta
concentracion garantiza la actividad farmacologica del
extracto, y en este caso los extractos concentrados se
liofilizaron. Se analizaron y promediaron los extractos
obtenidos de las cinco diferentes zonas costeras.

El método de analisis utilizado para la determinacion de
carbohidratos aprovecha la liberacion de los
carbohidratos libres y enlazados a compuestos fenolicos
mediante el propio efecto del medio alcalino
proporcionado por la piridina, en la conversion de los
azucares a sus correspondientes oximas y su posterior
derivacion a trimetil-silil-ésteres para ser analizados por
Cromatografia Gas-Liquido (CGL) (Drozd, 1981). La
identificacion se llevé a cabo mediante los tiempos de
retencion y los espectros de masas correspondientes.

Las muestras fueron procesadas como sigue: a 25 mg del
extracto acuoso de R. mangle liofilizado o en su caso, y
como estandares de carbohidratos se utilizaron 1 mg de
xilosa, arabinosa; fructosa; manosa y Sacarosa, con m-
inositol como estandar interno. Seguidamente se adiciono
1 mL de la solucion de clorhidrato de hidroxilamina a 25
mg/mL en piridina, y ésta se calent6 a 75- 80°C durante 30
minutos en bafio de agua con agitacion ocasional en
Vortex. Posteriormente se enfrio hasta temperatura
ambiente y una alicuota de 50 pL se derivatizo en un tubo

de ensayo de 1 mL anadiendo 150 pL de
hexametildisilazano (HMDS), agitando brevemente.
Seguidamente se adicionaron 100ul. de acido

trifluoracético (TFA) agitando brevemente, y se dejo
reposar 30 minutos a temperatura ambiente antes de
inyectarse en CGL. Los analisis se realizaron en un
cromatografo de gases GC-MS JEOL Model JMS-DX
300 (JEOL, Tokyo, Japan) en la modalidad de impacto
electronico (EI) utilizando una columna capilar DB-1 de
25 m x 0,32 i.d. x 0,25 um. El programa de temperaturas
fue de 80- 280° C a 8°C/ min; el inyector, y la Fuente se
mantuvieron a 280°C; el flujo de gas acarreador (helio) a 1
mL/min y el detector EI oper6 a 70 eV.

Determinacion de carbohidratos por el método de acetato
de alditol (AA)

La hidrolisis de los polifenoles conteniendo carbohidratos en
las estructuras complejas se realizd de la siguiente manera:
una alicuota de 1- 2 mg del extracto de R mangle liofilizado
se hidrolizo a 100°C en estufa, durante 1 hora en 2 mL de
HCL 2N, en un tubo con tapa de rosca. Una vez enfriada la
mezcla de agliconas, se extrajo tres veces con porciones de 2
mL de alcohol amilico. Ambas fases separadas se
evaporaron a sequedad en evaporador rotatorio de vacio a
30°C. La fase acuosa, conteniendo los carbohidratos se
derivé para identificar y cuantificar los carbohidratos como
AA por CGL empleando el procedimiento descrito por
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por Ruiz Matute et al, 2011, ligeramente modificado, como
sigue:

Para la reduccion de los azicares se afiadio a la fase acuosa 1
mL de una solucién de borohidruro de sodio (NaBH4) al 0.5
M en amoniaco 2 M; se calentd a 60°C por 1 hora. Al cabo de
este tiempo se le anadio 0.5 mL de acetona para evaporar el
exceso de NaHB4, llevando a sequedad en rotoevaporador a
30°C.

Para la derivacion, a la muestra reducida se le anadieron 0.2
mL de acido acético glacial, 1 mL de acetato de etilo y 3 mL
de anhidrido acético, seguidos de 100 pL de acido perclérico y
se enfrio, afiadiendo 10 mL de agua y 1 mL de
diclorometano. El diclorometano se separd y se inyect6 en un
cromatdgrafo de gases Pye Unicam GCD, equipado con
detector de ionizacion de flama (FID). Las condiciones
cromatograficas de la separacion fueron: Columna de vidrio
de 1.5 m x 4 mm d.., rellena con SP-2340 al 3% sobre
Supelcoport  100- 120 mallas (0.125- 0.149 mm), las
temperaturas de analisis fueron columna 215°C (isotérmica),
inyector: 250°C, detector: 300°C, flujo de gas acarreador
(nitrogeno): 35 mL/min.

La determinacién cuantitativa de los azlcares se realizo
mediante el uso de m-inositol como estandar interno.

Resultados y discusion
Determinacion de carbohidratos por el método de trimetilsilil
derivados (TMS)

Fue necesario utilizar ambos métodos de forma paralela para
generar derivados volatiles de los carbohidratos: la
produccion de acetatos de alditol o la trimetilsilizacion
(TMS). Debido a que los monosacaridos permanecen en la
forma de anillo en la metanolisis, una mezcla de las formas
furanosa y piranosa, asi como de los anémeros a y 3 de cada
monosacarido; son generados en la derivacion. Los diversos
picos producen un patrén caracteristico que permite la
identificacion mediante los tiempos de retencion. Aun mas, el
método TMS facilita la identificacion simultanea de
carbohidratos neutros y amino azucares, asi como azucares
acidicos.

La determinacion de los carbohidratos en forma de TMS
derivados de la hidrolisis de los polifenoles enlazados a
carbohidratos (hidrolizables) la proporciona el medio alcalino
piridina en la conversion de los azlcares a sus
correspondientes oximas. En la figura 1 se representa el
cromatograma de la muestra de R mangle obtenido de la
muestra analizada.

El procedimiento de analisis de TMS tiene la ventaja de
permitir el analisis tanto de monosacaridos como disacaridos,
incluyendo las cetosas, que no pueden ser analizadas por
otros métodos como los AA. En el Cuadro 1 se muestran los
resultados de los tiempos de retencién de los picos que se
obtuvieron después de analizar la muestra.
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Figura 1. Cromatograma de TMS derivados de aztcares en corteza de R
mangle:

1: Desconocido; 2: Xilosa/arabinosa; 3: Desconocido; 4 y 5: Fructosa; 6 y 7:
Manosa; 8: Sacarosa.

Cuadro 1. Composicion de carbohidratos en el extracto acuoso de cortezas
de R. mangle por el método de TMS derivados.

N° de pico tr (min.) PORCENTAIJE RELATIVO Compuesto
2 12.04 4.67 Xilosa/ arabinosa
4 16.25 22.12 Fructosa
S 17.25 22.07 Fructosa
6 17.46 29.81 Manosa
7 19.00 8.86 Manosa
8 19.45 12.48 Sacarosa

El hecho de encontrarse varios picos correspondientes a
las diferentes formas tautoméricas de algunos
monosacaridos indica que la formacion de la oxima de los
azucares no se alcanzé completamente en nuestras
muestras.

Como se aprecia, las muestras presentan picos no
coincidentes con los estindares empleados, pero en
especial el pico mayoritario posee un tiempo de retencion
(tr) de 13.08 minutos (Fig. 1), lo cual fue como
desconocido entre los estandares reportados para TMS-
oximas de carbohidratos. Este compuesto mostré un pico
base de 217, mientras que los carbohidratos comtinmente
poseen picos bases a m/e 73 6 103 (Figura 1). Por ello fue
necesario la aplicacion de la derivacion con el método de
AA, para tratar de elucidar la identidad de estos picos, asi
como el uso de diferentes condiciones cromatograficas y
cambio de columna con los derivados TMS para aclarar
estas incertidumbres.

Determinacion de carbohidratos por el método de AA

El objetivo fundamental para la realizacion de este
método, fue la confirmacion del compuesto aparentemente
carbohidrico, mediante su derivado AA, mucho mas
selectivo para azucares. Por lo que la muestra derivada fue
sometida a iguales condiciones cromatograficas (CG/EM)
que los derivados trimetilsilados, resultando que el pico
mayoritario no corresponde a un espectro de masas de un
AA derivado de azucar.
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En el Cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos
representados en los porcentajes relativos de cada uno de
los azucares, mientras que en la Figura 2 se muestran los
cromatogramas de AA de la muestra y estandares
utilizados.

JU

Figura 2. Cromatograma de AA de extracto de corteza de R. mangle: 1:
Ramnosa; 2: Fucosa, 3: Ribosa; 4: Arabinosa; 5: Xilosa; 5: Glucosa; 6:
Desconocido mayoritario; 7: Desconocido*; 8: m- inositol (estandar interno).

L

Cuadro 2. Composicion de carbohidratos en el extracto acuoso de cortezas
de R mangle por el método de AA.

N° de pico tr (min.) PORCENTAIE RELATIVO Compuesto
1 2.87 56.94 Ramnosa
2 3.00 12.35 Fucosa
3 4.26 475 Ribosa
4 4.69 13.33 Arabinosa
5 7.22 12.62 Xilosa
9 15.8 - m- inositol (Estandar Interno)

Como se observa en la Figura 2, el componente no
identificado representa el mayor porcentaje del total de
los azucares, por lo que se determino el porcentaje relativo
solamente de los azucares identificados y se obtuvo que
los mas abundantes en orden decreciente fueron ramnosa,
arabinosa, xilosa y fucosa (56.94, 13.33, 12.62 y 12.35%
respectivamente). El otro azucar presente en este extracto
acuoso fue la ribosa (4.75%) siendo el menos abundante.
El espectro de masas obtenido del compuesto
desconocido efectivamente no corresponde con el de un
derivado acetilado de carbohidrato (Fig. 3), por lo que
solo se puede suponer que se trate de una estructura
fenolica co- extraida, que paso de igual forma el paso de
la derivacion de AA, y no pudo ser identificada.
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En general, el método de AA en este caso particular
resultd6 menos potente en la identificacion de los
carbohidratos, que el de TMS derivados, pero éste a su
vez, a pesar de haber sido utilizado exitosamente en
muestras de alimentos de naturaleza compleja, no resultd
tampoco lo suficientemente especifico para el analisis de
R. mangle.
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Figura 3. Espectro de Masas del compuesto desconocido mayoritario
detectado con el método de AA.

El total de azucares en el liofilizado represent6 un 17.5%,
en el que debe considerarse la presencia del componente
mayoritario que representa el 14.8% y solo el 2.7%
representa las estructuras carbohidricas.

El patron de carbohidratos obtenido en esta especie
vegetal coincide en lo general con Streit y Fengel quienes
en 1994 reportaron la presencia de glucosa, xilosa,
arabinosa, ramnosa, glucosa y acido galico como
producto de la hidrolisis acida vinculado con los taninos
de Quebracho colorado.

Los monosacaridos neutros encontrados en las cortezas
de R mangle coinciden con los reportados para raices de
esta especie vegetal por Moers et al. (1990) en las que la
mayor proporcion la representa la glucosa, determinados
por el método de AA con m- inositol como estandar
interno mediante CG/EM en condiciones similares. El
compuesto mayoritario encontrado en el presente analisis
de carbohidratos fue denominado como desconocido: no
aparece en el reporte antes citado, su tiempo de retencion
no coincide tampoco con los azucares minoritarios
reportados (alosa, altrosa, tetrosas, mono-O-metil-
aldosas); lo que se sugiere que se trata de una estructura
no carbohidrica; considerando que las reacciones de
derivacion  aplicadas no son especificas para
carbohidratos, por lo que puede detectarse otras
estructuras, relacionadas con moléculas polifenolicas.

Se han reportado diversos compuestos de este tipo en R.
mangle. Kandil et al., 2004 determinaron que el 23% del
extracto seco se hojas de R. mangle correspondia a
polifenoles, siendo 7 flavonoides glicosilados y 5
derivados de quercetina, ademas de diglucosidos de
miricetina y kaempferol en menor concentracion.
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Los flavonoides encontrados estaban acomplejados con
una mezcla de taninos, y compuestos glucosilados de
catequina y epicatequina, por lo que los polifenoles y los
carbohidratos estan relacionados y acomplejados.

La aplicacién de ambos métodos de derivacion utilizados
en este estudio para la determinacion de carbohidratos
permitié conocer el perfil completo de estos elementos,
tanto monosacaridos como disacaridos.

Conclusion

La composicion de los carbohidratos de R. mangle fue del
17.5% en peso, y la composicion cualitativa identifico
ramnosa, arabinosa, xilosa y fucosa (56.94, 13.33, 12.62 y
12.35% respectivamente) y ribosa (4.75%).

En ambos procedimientos de derivacion persiste la
aparicion de un compuesto no carbohidrico mayoritario,
posiblemente derivado de un polifenol co- extraido y
analizado con los azucares.
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