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I. AMBITO DE LA INVESTIGACION

INVESTIGACION:

La actividad antioxidante hace referencia a aquella sustancia que impide la oxidacion
perjudicial de otras sustancias quimicas, ocasionada en la reaccion metabdlica o producida
por los factores exdgenos como las radiaciones ionizantes en el organismo. En la actualidad
se ha visto un aumento en el uso de antioxidantes como complemento al tratamiento de
enfermedades degenerativas causadas por la accion de radicales libres. Al ser Guatemala
un pais abundante en flora se considera necesaria la determinacion de la actividad
antioxidante de especies nativas que podrian utilizarse posteriormente como fuente de
preservantes hidrofilicos, cosméticos y nutricéuticos.

La investigacion se desarrollé de la siguiente manera: Se procedié a la obtencion de
material vegetal, y a la preparacion de extractos crudos de cada especie. La caracterizacion
fitoquimica fue realizada para cada especie incluyéndose la investigacion de los siguientes
metabolitos secundarios: flavonoides, antocianinas, taninos, aceites volatiles, cumarinas,
entre otros, para determinar qué compuesto quimico le otorga la actividad para inhibir a los
radicales libres. La evaluacion de actividad antioxidante fue realizada por el método de
TLC (Cromatografia en Capa Fina) y por método colorimétrico; ensayo de la actividad
antioxidante total usando el reactivo 2- difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) vy la determinacion
de compuestos fendlicos. En la siguiente tabla se describe la distribucién del trabajo de

cada investigador:

Investigadores Nombre de la planta - - Parte a utilizar
Nombre comun Nombre cientifico
Orégano Lippia graveolens Hoja
Dina Jocabed Cérdova Lemus Albahaca de Monte | Ocimum micranthum Hoja
Pimienta gorda Pimenta dioica Semilla
Tres puntas Neurolaena lobata Hoja
Roxana Maribel Darddn Juarez Calahuala Phlebodium Hoja
pseudoaureum
Zarzaparrilla Smilax dominguensis Rizoma
Anona Cherimolla Annona cherimola Pulpa
Maria Cristina Menéndez Leiva Anona Annona reticulata Pulpa
Anona Annona purpurea Pulpa
Chamaedorea .
Pacaya . Inflorescencia
José Emilio Gonzalez de Leon - tepejilote -
Flor de izote Yucca elephantipes Flor
Guicoy Cucurbita Pepo Pulpa

Aportando informacion al campo de la investigacion fitofarmacéutica y nutricéutica.




1. RESUMEN

La capacidad antioxidante se define como la caracteristica que tienen ciertas sustancias
para impedir la oxidacién de sustancias quimicas ocasionadas por los procesos metabdlicos,
y/o procesos ajenos al organismo. El estudio a continuacion tuvo como objetivo determinar
y cuantificar la actividad antioxidante presentada por extractos secos de 12 especies
nativas de Guatemala, asi como la realizacion del tamizaje fitoquimico de los metabolitos

secundarios de cada extracto.

Las plantas fueron colectadas en diferentes puntos del pais, y posteriormente se
sometieron a pruebas fisicoquimicas para evaluar la calidad de la materia vegetal. Luego se
realizd el proceso de extraccion por medio de percolacion o maceracion, de acuerdo a la
parte de la planta que fue estudiada. Se utilizé etanol a diferentes concentraciones como
disolvente, dicha concentracion fue determinada de acuerdo al ensayo de solidos totales.

Se realizo el respectivo tamizaje fitoquimico para evaluar la presencia de metabolitos
secundarios que se relacionan con la actividad antioxidante (flavonoides, antocianinas,
taninos, cumarinas, aceites volatiles y antraquinonas), asi mismo se determing la capacidad
antioxidante por cromatografia de capa fina en donde se evidencidé la intensidad de

decoloracidn provocada por sustancias antioxidantes sobre el revelador.

Los anélisis de cuantificacion realizados para evaluar la capacidad antioxidante fueron,
el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante por medio del reactivo de DPPH
(Difenil-Picril-Hidrazil), tanto en técnica macrométrica como micrométrica. EIl primero, es
un método espectrofotométrico que utiliza el reactivo Folin Ciocalteu, pretende cuantificar
el contenido de fenoles totales, los cuales son sustancias que se han relacionado con el
poder antioxidante de las especies vegetales. Por este método se determind, tanto en
macrométrico como micrométrico, que de las especies vegetales estudiadas Smilax
dominguensis, Pimenta dioica y Phlebodium pseudoaureum presentaron mayor contenido
de fenoles. EI segundo método determina la actividad antioxidante total basado en la

capacidad de las sustancias antioxidantes en secuestrar radicales libres, para este caso se



utiliza el reactivo de DPPH. De acuerdo a los resultados obtenidos por este método Smilax
dominguensis, Pimenta dioica y Phlebodium pseudoaureum mostraron mayor actividad
antioxidante. Cabe mencionar que en ambos ensayos los extractos macerados de las frutas

evaluadas no presentaron una actividad antioxidante significativa.



Il. ANTECEDENTES

El interés por los antioxidantes polifendlicos ha incrementado en la Gltima década por
la elevada capacidad de secuestrar radicales libres. Esta propiedad se ha evidenciado en
numerosos estudios que han medido la actividad antioxidante in vitro (Y. Los compuestos
polifendlicos han jugado un papel importante en la prevencion de varios procesos
patofisiologicos asociados con el estrés oxidativo, como cancer, enfermedades
neurodegenerativos y cardiovasculares @,

Los radicales libres son especies quimicas muy reactivas que facilmente conducen a
reacciones incontroladas, resultando en dafios oxidativos importantes en macromoléculas
bioldgicas como &cidos nucleicos, proteinas y lipidos @),

Dietas con un alto contenido de antioxidantes naturales, como por frutas y
vegetales; han sido asociadas con una disminucion en los indices de enfermedades cronicas.
Los antioxidantes naturales fortalecen el sistema antioxidante enddgeno, reducen el estrés
oxidativo y el riesgo de enfermedades cronicas. Hasta ahora, las investigaciones se han
centrado en el papel de vitaminas E y C, Beta-caroteno y compuestos fenolicos vegetales,
los cuales han demostrado ser atrapadores de radicales libres. Muchas hierbas y especias,
utilizadas para darle sabor a los platillos, son una excelente fuente de compuestos fendlicos

reportandose una buena actividad antioxidante ).

3.1 Oxidaciones bioldgicas:

Un radical libre es una especie quimica con uno o mas electrones desapareados en
su orbital externo, por lo cual constituye una molécula altamente inestable. Entre los
radicales libres mas importantes, estan los derivados del oxigeno: el anién superoxido, el
perdxido de hidrogeno, el radical hidroxilo y el oxigeno. Por sus propiedades oxidantes, los
radicales libres reaccionan rapidamente con casi cada tipo de molécula biologica hallada en
forma libre o formando parte de las diferentes estructuras celulares de los seres vivientes,
tales como: glucidos, fosfolipidos, aminoacidos, nucléotidos, acidos grasos, lipoproteinas y

membranas celulares ©



Las fuentes mas comunes de generacion de radicales libres son: las radiaciones
(ultravioleta, X, infrarrojo), el metabolismo (ejercicio extenuante, bebidas alcohdlicas,
drogas y péptidos alfa-amiloides), las sustancias quimicas ambientales (ozono, nitrogeno,
productos de combustion, tabaco, hidrocarburos halogenados y metales pesados) y las
infecciones (bacterianas, viricas, parasitarias y priones). En la actualidad se reconoce que
alrededor de 60 patologias pueden estar relacionadas con el aumento de radicales libres ©

3.2 Radicales libres:

Desde el punto de vista quimico, los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas 0 no, que en su estructura atdbmica presentan un electron desapareado o
impar en el orbital externo, que les da una configuracion espacial generadora de gran
inestabilidad, sefializado por el punto situado a la derecha del simbolo. Son muy reactivos,
tienen una vida media corta, por lo que actlan cercano al sitio en que se forman y son
dificiles de dosificar ®.

Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas difusibles que se
producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los
cloroplastos, y las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo) al
interactuar con las principales biomoléculas del organismo ©,

No obstante lo expresado anteriormente, los radicales libres del oxigeno tienen una
funcion fisioldgica en el organismo como la de participar en la fagocitosis, favorecen la
sintesis de colageno, y la sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana
celular, disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican

la biomembrana y favorecen la quimiotaxis ©.

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:
» Radical hidroxilo (HO)*
« Peroxido de hidrégeno (H20>)
e Anion superdxido (O2)



o Oxigeno singlete (102)
o Oxigeno nitrico (NO)
o Perdxido (ROO)

e Semiquinona (Q)

e Ozono ®

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las células
relacionadas con la produccion de radicales libres del oxigeno tenemos los neutréfilos,

monocitos, macrdfagos, eosindfilos y las células endoteliales ©

3.3 Efecto nocivo de los radicales libres
El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre diferentes
macromoléculas:

3.3.1 Lipidos. Es aqui donde se produce el mayor dafio en un proceso que se conoce
como peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en 4&cidos Qrasos
poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular y se
produce edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo
representa una forma de dafio histico que puede ser desencadenado por el oxigeno, el
oxigeno singlete, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Los &cidos grasos
insaturados son componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se
cree son importantes para su funcionamiento normal; sin embargo, son vulnerables al
ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno.

3.3.2. Proteinas. Hay oxidacién de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por
ultimo hay formacion de grupos carbonilos.

3.3.3. Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fenémenos de mutaciones vy
carcinogenesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen
especifico, modificaciones oxidativas de las bases, fragmentaciones, interacciones
estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosomicos y desmetilacion de citosinas

del ADN que activan genes ©



3.4 Especies de oxigeno reactivas (EOR) y prooxidantes

Las EOR estdn implicadas en numerosos eventos fisiopatoldgicos como
envejecimiento, cancer, aterosclerosis y diabetes. Los antioxidantes naturales de frutas y
vegetales proveen proteccion substancial que retrasa el proceso de dafio oxidativo causado
por EOR ©)

Los prooxidantes son sustancias endogenas o exdgenas que tienen la capacidad de
oxidar algunas moléculas blanco, ya sea directamente por abstraer electrones o
indirectamente produciendo intermediarios quimicos altamente reactivos. Los radicales
libres representan una clase de dichas entidades cuya reactividad deriva de la presencia de
electrones desapareados en su estructura atémica, pero que son capaces de existir
independientemente por un breve intervalo de tiempo. EOR es un término colectivo que
incluye todas las formas reactivas de oxigeno, tanto las especies radicales y no radicales
que participan en el inicio o en la propagacién de reacciones en cadenas. EI 0zono es una
forma toxica del oxigeno que oxida a proteinas, &cidos nucleicos y lipidos; el oxigeno
individual es muy reactivo, aunque no contiene pares de electrones desapareados por lo que
no es un radical libre; se forma in vivo por activacion enzimatica, mediante reacciones
fisicoquimicas, como en las de transferencia de energia, descomposicion térmica de
endoperoxidos y dioxetanos, o por la reaccion del ozono con los fluidos corporales. El
oxigeno individual induce efectos genotdxicos, carcindgenos y mutagénicos por su accion
en 4cidos grasos poliinsaturados ()(®)

El superdxido es un radical anionico formado por la reduccion de oxigeno molecular
a través de la aceptacion de un electrdn. El hidroperdxido, que es inestable a pH fisioldgico,
se disocia en superdxido. In vivo, es producido por las cadenas transportadoras de
electrones en la mitocondria y microsomas, principalmente importante en el tejido cerebral.
El anion superdxido no atraviesa las membranas celulares, por lo que no es muy reactivo
contra los constituyentes celulares. El perdxido de hidrogeno es relativamente inactivo,
pero si atraviesa facilmente las membranas celulares . El radical hidroxilo, tiene accion
directa en regiones cercanas a su lugar de formacion, por su corta vida media, pero es el
miembro mas reactivo de la familia EOR, y puede dafiar severamente a diferentes tipos de

moléculas, incluyen las proteinas, acidos nucleicos y lipidos ®. Los radicales peréxidos se



producen durante la peroxidacién de lipidos, aunque esta puede ser Util en algunos procesos
biologicos.

Hay otras formas de EOR que contienen nitrégeno o cloro, ademas de oxigeno. El
NO:z y el NO son radicales libres con un nimero impar de electrones. EI NO2 es un oxidante
fuerte, mientras que el NO actla como agente reductor débil. Aunque se ha discutido el
papel del NO como agente vasodilatador e hiperpolarizador de células endoteliales ().

3.5 Papel fisioldgico y patologico de EOR

Evidencia sugiere que EOR participan en la defensa del organismo contra cuerpos
extrafios y actian como moduladores de procesos bioldgicos internos, incluyendo sefiales
de transduccion, transcripcion o muerte celular programada. La sefial de transduccién se
puede describir como el proceso mediante el cual los componentes celulares reciben
informacion de otros componentes y de afuera de la célula. La exposicion ambiental a
radiacion inicia sefializacion a través del factor de necrosis tumoral alfa y otros factores que
requeridos para la activacion del receptor de quinasas )|

Por su alta reactividad quimica, los niveles de EOR mayores a los requerimientos
celulares, pueden dafar indiscriminadamente la integridad funcional y estructural, por
medio de modificacion celular del ADN, proteinas y lipidos, o iniciando una cadena de
reacciones que pueden extender el dafio oxidativo a estas moléculas. Aunque las células
tienen una variedad de mecanismo de defensa y de sistemas reparadores ante EOR, no
siempre son suficientes. El estrés oxidativo puede relacionarse con el desequilibrio entre la
produccion de prooxidantes/radicales libres y la defensas antioxidantes. El estrés oxidativo
severo se ha implicado con enfermedades degenerativas, como aterosclerosis, diabetes,
isquemia, enfermedades inflamatorias, cancer, enfermedades neuroldgicas, hipertension,

enfermedades oculares, enfermedades pulmonares y enfermedades hematoldgicas .

3.6 Importancia de los antioxidantes y modo de accion:
El exceso de EOR es generalmente inactivado por moléculas antioxidantes
enddgenas y exdgenas que tienen la habilidad que a concentraciones muy bajas pueden

retrasar o inhibir la oxidacion de un sustrato. Pueden actuar removiendo o disminuyendo



las concentraciones locales de uno o mas de los participantes de una reaccion, tales como el
oxigeno, EOR, iones metélicos, que catalizan la oxidacion, o al interferir con una cadena de
reacciones. También pueden realzar las defensas antioxidantes del organismo. Los
antioxidantes intervienen en cualquiera de los siguientes pasos: Iniciacion, propagacion o
finalizacion de los procesos oxidativos ®)
Los antioxidantes se pueden clasificar de acuerdo a su naturaleza quimica y su modo
de accion:
= Enzimas antioxidantes que actian sobre EOR, luego degradado a formas menos
dafiinas.
» Antioxidantes preventivos, que actian al unirse a promotores oxidantes y metales de
transicion.
= Antioxidantes que atrapan o rompen cadenas.
El aumento del consumo de frutas y vegetales se ha asociado a la proteccion contra varias
enfermedades, incluyendo cancer y enfermedades cardio y cerebrovasculares © Esta
asociacion es usualmente atribuida a los antioxidantes, tales como la vitaminas C y E,
carotenoides, licopenos y flavonoides que previenen el dafio de radicales libres @9 En
frutas y vegetales abundan los flavonoides y otros compuestos polifendlicos con capacidad
antioxidante que, auque no constituyen parte del sistema antioxidante enddgeno, lo
refuerzan.

La aplicacion de antioxidantes como el acido ascorbico para mantener los valores
nutricionales y la calidad de los productos alimenticios se ha practicado por décadas en la
industria alimenticia, la cual pretende el control de la oxidacién lipidica para evitar su
enranciamiento. Otros agentes antioxidantes en alimentos son los compuestos fendlicos los
cuales tienen propiedades quimicas Unicas dentro de las que destaca la formacién de
radicales de baja energia a través de hibridos de resonancia estable. Entre los compuestos
fenolicos sintéticos usados como preservante en alimentos destacan hidroxilanisol butilado
(BHA), dixidroxiltolueno butilado (BHT), propil galato (PG), octal galato (OG) y dodecil
galato (DG). Sin embargo, dichos compuestos han mostrado ser toxicos o causa de efectos

adversos por lo cual su uso como aditivos en comidas es regulado y controlado @V



Los derivados polifendlicos en general, y las proantocianidinas inhiben la accion
nociva de los radicales libres y se encuentran involucrados en la génesis de diversos
procesos patoldgicos, sus aplicaciones clinicas son variadas. Se ha recomendado una dosis

diaria de 50 mg de proantocianidinas para propdésitos generales de salud.

3.7 Estudios de antioxidantes realizados en Guatemala

Desde 1996, el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala en colaboracion con la Unidad de
Investigacion y Estudios Integrales sobre Alimentos Autdctonos de la Region (UNIAR) han
realizado méas de 12 investigaciones sobre actividad antioxidante en especies vegetales y
jugos frutales 23, en los cuales se establecieron procedimientos para evaluar la actividad
antioxidante por medio de DPPH, la determinacion de vitamina C por HPLC y la
cuantificacion de polifenoles por Folin-Ciocalteu, evaluados por espectrofotometria. Se
estudiaron los procedimientos de extraccion mas eficientes, se optimizaron métodos para el
tamizaje de la actividad antioxidante de extractos vegetales y se evalud la actividad
antioxidante de unas 20 especies vegetales entre frutas y hierbas comestibles, sobresaliendo

la actividad de Solanum americanum 4)(5),



IV. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais que cuenta con una gran diversidad de especies vegetales
nativas, entre las que destacan plantas medicinales, especias, plantas comestibles, frutas y
otras; las cuales presentan propiedades beneficiosas muy variadas; dentro de las
propiedades beneficiosas esta la capacidad antioxidante. Los antioxidantes son un conjunto
heterogéneo de sustancias formado por vitaminas, minerales, pigmentos naturales, enzimas
y otros compuestos vegetales, que bloquean el efecto dafiino de los radicales libres ©.

El uso de especies vegetales, tales como plantas medicinales, especias, plantas
comestibles y frutas, con actividad antioxidante cientificamente comprobada es una
alternativa en la busqueda de nuevas fuentes de tratamiento de costo reducido y al alcance
de toda la poblacién, para disminuir el riesgo de ciertas enfermedades degenerativas
causadas por la generacion de radicales libres en el organismo.

Por lo anterior se considerd de importancia realizar la investigacion de la capacidad
antioxidante de diferentes especies vegetales como plantas medicinales, especias, plantas
comestibles y frutas que contienen metabolitos secundarios relacionados con esta propiedad
y que ademas son de uso popular por la poblacion guatemalteca, para asi contribuir al

desarrollo del conocimiento fitofarmacéutico y nutricéutico del pais.



5.1 General

V. OBJETIVOS

Generar informacién quimica y biologica de 12 especies de plantas nativas usadas

como alimento, condimento o medicina para determinar su posible potencial para el

desarrollo de nutricéuticos.

5.2 Especificos

521

5.2.2

5.2.3

524

5.25

5.2.6

Revisar la informacién quimica y bioldgica en diferentes bases de datos y
fuentes especializadas de las especies en estudio.

Colectar 12 especies cultivadas y caracterizar la materia prima
(determinacion boténica, % de humedad, cenizas).

Preparar extractos y determinar el rendimiento de 12 especies vegetales no
estudiadas que son utilizadas como alimenticias, condimentarias o
medicinales.

Caracterizar los compuestos fendlicos y grupos quimicos mas importantes
de las especies evaluadas mediante ensayos macrométricos, micrométricos y
cromatografia en capa fina (TLC).

Determinar y cuantificar el contenido de fenoles totales por medio del
método de Folin Ciocalteu en extractos de las especies vegetales.

Determinar la actividad antioxidante total por medio del método con 2-
difenil-1-pricrilhidrazil (DPPH) en extractos de las especies vegetales.



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Universo

Especies vegetales nativas de Guatemala.

6.2 Muestra

Materia vegetal seca de Annona purpurea, Annona reticulata, Annona cherimolla,
Chamaedorea tepejilote, Cucurbita pepo, Lippia graveolens, Neurolaena lobata, Ocimum
micranthum, Phlebodium pseudoaureum, Pimenta dioica, Smilax dominguensis, Yucca

elephantipes.

6.3 Recursos

6.3.1 Recursos Humanos

Dina Jocabed Cérdova Lemus Autora
Roxana Maribel Dardon Juérez Autora
Maria Cristina Menéndez Leiva Autora
José Emilio Gonzélez de Leon Autor

Licda. Sully Cruz Velasquez Asesora
Licda. Aylin Santizo Juarez Revisora

6.3.2 Recursos Institucionales:

e Biblioteca Central Universidad de San Carlos de Guatemala

e Biblioteca Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

e Biblioteca Laboratorio de Productos Naturales Farmaya S.A.

e Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia. Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

e Laboratorio de Bioquimica, Departamento de Bioquimica. Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

e Laboratorio de Control de Calidad, Farmaya S.A.



6.4 Materiales

Laboratorio de Farmacognosia Yy Fitoquimica.

Departamento  de

Farmacognosia. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales, (LIPRONAT).

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

6.4.1 Materia vegetal desecada de:

A. cherimolla (Pulpa)

A. purpurea (Pulpa)

A. reticulata (Pulpa)

C. tepejilote (Inflorescencia)
C. pepo (Pulpa)

L. graveolens (Hoja)

N. lobata (Hoja)

O. micranthum (Hoja)

P. pseudoaureum (Hoja)
P. dioica (Semilla)

S. dominguensis (Rizoma)

Y. elephantipes (Flor)

6.4.2 Cristaleria

Asperjadores

Balones aforados

Baldon con boca esmerilada para Neoclevenger.

Balones de colecta para rotavapor
Balones de evaporacién para rotavapor
Cémara cromatografica

Capilares graduados (tamafio 0,5 ul)



Cépsulas de porcelana
Condensador para rotavapor
Crisoles
Cristalizadores
Erlenmeyers
Embudos de vidrio
Frascos de liofilizador
Micropipetas

Probetas

Tubos de ensayo
Varilla de vidrio

Vaso de precipitar
Viales de vidrio

Vidrio de reloj

6.4.3 Equipo de laboratorio

Balanza analitica

Balanza de humedad

Bafio de Maria

Bafo de ultrasonido
Campana de extraccion
Cémara de luz UV
Centrifugadora

Destilador tipo Neoclevenger
Espectrofotdmetro de Ultravioleta- Visible
Espectrofotdmetro de placas
Estufa eléctrica

Horno de secado

Incubadora



e Lampara de Ultravioleta-visible para 254 nm y 365 nm
e Liofilizador

e Mufla

e Potenciémetro

e Rotavapor

e \ortex

6.4.4 Equipo misceldneo
e Algoddn
e Espatulas de metal
e Cromatoplaca de Silica gel 60F-254
e Licuadora
e Papel aluminio
e Papel encerado
e Papel filtro
e Percoladores
e Pipetas automaticas
e Placas micrometricas de pozo de fondo plano
e Platillos de aluminio para balanza de humedad
e Pinza para crisoles
e Tamices No. 30

e TermoOmetro

6.4.5 Reactivos
e Acetato de etilo
e Acido acético glacial
e Acido ascorbico
e Acido borico en anhidrido acético

e Acido clorhidrico



Acido férmico

Acido sulfarico concentrado

Acido tricloroacético al 10%

Agua destilada

Anisaldehido

Cloruro de férrico al 10%

Cloruro de Sodio al 10%

Estandar de &cido clorogénico

Estandar de quercetina

Estandar de rutina

Etanol al 95%

Eter de petr6leo

Etil-metil cetona

Estandar de beta-caroteno

Estandar de canela en metanol
Diclorometano
Difenilboriloxietilamina

Hemoglobina

Hidroxido de potasio

Metanol

Mentol

N-butanol

Polietilenglicol

Reactivo de DPPH (2-difenil-1-picrilhidrazil)
Reactivo de Folin-Ciocalteu

Revelador de Vainillina-acido sulfarico
Solucion amortiguadora de Acetatos
Solucion amortiguadora de Fosfatos 0.2 M

Solucién amortiguadora de Fosfatos 0.05 M



e Solucion de carbonato de sodio 700 mM

e Solucion de carbonato de sodio al 10%

e Solucion de gelatina al 1%

e Solucion de gelatina-sal al 1%

e Solucion de hexacianoferrato de potasio acuoso al 1%
e Timol

e Tiocianato de amonio al 30%

e Tolueno

e Vainillina

e Xileno

6.5 Métodos

6.5.1 Obtencion de material vegetal (delimitacion de la Poblacién):

Se recopild informacién de cada especie para contar con los estudios biolégicos,
quimicos, farmacologicos y otras informaciones que se consideran relevantes, para la
documentacion de las doce especies a estudiar. EI material fue obtenido de poblaciones
cultivadas en condiciones especificas, y fue identificado por un botanico (Herbarios BIGU

y del Laboratorio Farmaya).

El modelo de muestreo es de tipo estratificado, preferencial y por conveniencia. Los
estratos (asociaciones vegetales homogéneas por cultivo) fueron definidos por contactos

previos y coordinacién con los productores.

Conforme a la naturaleza de la parte a estudiar para cada especie se obtuvo una
muestra representativa de 1,000 g de material vegetal; 50 g de material fue identificado y
guardado como muestra de cada poblacion, y el material restante fue sometido a pruebas de

laboratorio (estudio fitoquimico y evaluacion de actividad antioxidante). Las muestras



fueron procesadas conforme a técnicas convencionales de secado y molienda. El
almacenamiento, embalaje y transporte se realizé conforme a los principios aceptados de

buenas practicas de cultivo y poscosecha.

6.5.2 Preparacion de extractos crudos de cada especie:

Para la obtencion del extracto de giicoy y las diferentes especies de anonas, fue
necesario realizar una extraccion en fresco, debido a que la materia vegetal a utilizar es la
pulpa debe recibir el siguiente tratamiento:

Para la preparacion del extracto a partir de la muestra fresca, se pes6 10 g de la fruta y
homogeniz6 en mortero con 50 ml de metanol. Lo anterior se colocd en un erlenmeyer de
borde esmerilado. Se saturé la atmoésfera de nitrégeno gaseoso. Se agitd por dos horas
utilizando un agitador magnético, asegurandose de proteger la muestra de la luz directa. Se
filtro utilizando embudo y papel filtro, luego se repitieron las extracciones con fracciones
de 25 ml hasta que el extracto obtenido fue incoloro. Se midié el volumen de cada extracto
(15)

Se realizd una extraccion por percolaciéon de los materiales que se utilizaron secos, de
la siguiente manera: Se pesaron 200 g de material vegetal seco y se colocaron humedos en
un percolador, se agreg6 el disolvente y se realizd una percolacion durante 5 dias con
recambios diarios del disolvente hasta que la extraccion fue exhaustiva; el menstruo
extraido se reconcentrd a presion reducida a una temperatura inferior a los 45°C en un
rotavapor con recuperacion del disolvente. El extracto obtenido se seco sobre silica gel y se

almacend en condiciones correctas para su preservacion.

6.5.3 Caracterizacion quimica:

Se realizé con pruebas convencionales de tamizaje fitoquimico (escala semimicro,
usando pruebas especificas para caracterizar flavonoides, antocianinas, antraquinonas,
cumarinas, aceites volatiles, taninos, polifenoles) y mediante TLC (Cromatografia en capa
fina), usando para la visualizacién y caracterizacion de los metabolitos reactivos

cromogenos universales (vainillina-H2SO4 y anisaldehido) y especificos para grupos



funcionales (que en general son los mismos que para el tamizaje semimicro). Se realiz6 una
réplica de cada ensayo por cada especie (*9(6)(1)(18)20)
a. Investigacion de flavonoides y antocianinas (ensayos macro y semimicro):
Extraer 3 g de material pulverizado con 10 mL de metanol al 80%, filtrar y
concentrar. Enfriar a temperatura ambiente y triturar el residuo con 15 mL de éter de
petroleo hasta que la extraccion sea incolora. Disolver el residuo en 30 mL de
metanol al 80%, filtrar y dividir en 7 tubos:
Tubo 1: agregar 0.5 mL de H2SO4 concentrado.
Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de FeCls al 10% (p/v).
Tubo 3: agregar 0.5 mL de HCI y calentar en bafio de Maria por 5 min
(leucoantocianinas).
Tubo 4: agregar magnesio metalico y 0.5 mL de HCI concentrado.
Tubo 5: agregar un alcali a un extracto acuoso.
Tubo 6: agregar solucién de acido bérico en anhidrido acético.

Tubo 7: testigo.

Evaluar las reacciones, cambios de color y/o formacion de precipitado comparados
con el testigo. Desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles (amarillo a rojo),
flavanonoles (rojo a magenta), flavononas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas

(amarillo); isoflavononas, chalconas y auronas no dan coloracion (6)

Confirmacién por cromatografia en capa fina: Extraer 1 g de material pulverizado
con 10 mL de metanol por 5 min en bafio de Maria a 60°C; filtrar y aplicar sobre
cromatoplacas de silicagel 60 Fzss. Como estdndar usar solucion de flavonoides
(quercetina, rutina, acido clorogénico, hiperdsido) al 0.05% en metanol (10 pL).
Fase movil: acetato de etilo-4cido férmico-acido acético glacial-agua
(100:11:11:27), n-butanol-acido acético-agua (40:10:50); acetato de etilo-acido
formico-acido acético glacial-etilmetilcetona-agua (50:7:3:30:10). Deteccién: Sin
tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, zonas azules o amarillas. UV 365

nm, dependiendo de la estructura, fluorescen amarillo, azul o verde



b. Investigacion de taninos (Ensayos macro y semimicro):

Extraer 10 g de material vegetal pulverizado con 30 mL de etanol o metanol al
80%, filtrar y evaporar a sequedad. Afadir 25 mL de agua caliente al residuo y
agitar con varilla y dejar enfriar. Agregar 1 mL de solucién de cloruro de sodio al
10% vy filtrar. Adicionar 3 mL del filtrado a 4 tubos de ensayo:

Tubo 1: testigo.

Tubo 2: agregar 4 a 5 gotas de solucion de gelatina al 1% (p/v).

Tubo 3: agregar 4 a 5 gotas de gelatina-sal (1% de gelatina y NaCl al 10%).
Tubo 4: agregar 3 a 4 gotas de solucion de FeCls al 10% (p/v).

Observar la formacion de precipitado y/o cambio de coloracion. Con FeCls:

grisaceo-negro: catecol; negro-azulado: pirogalol 9,

c. Investigacion de aceites volatiles (TLC):

Método A: Extraer 1 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de
diclorometano agitando por 15 min. Filtrar y evaporar en bafio de Maria (60°C) a
sequedad. Disolver en 1 mL de tolueno y aplicar 20-50 puL en cromatoplaca de
silicagel 60 Fos4.

Método B: Pesar 50 g de material vegetal y extraer los aceites esenciales por
medio de Neoclevenger. Recolectar el aceite en pentano. Diluir la solucién de aceite
con tolueno 1:5 o si es muy concentrada 1:10 y aplicar SuL (1:10) en cromatoplaca
de silicagel 60 Foss, Estandar: solucion de tolueno 1:30 de mentol, timol,
anisaldehido, anetol, 1,8-cineol (3 pL). Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7).
Deteccion: anisaldehido-H2SOs, vanillina- H2SO4. Zonas azules verdes, rojas y

cafés en visible (6

d. Investigacion de cumarinas (ensayos macro y semi-micro): Medir 5 mL de
extracto metandlico; agregar 1 mL de agua destilada hirviendo. Con un capilar
aplicar 2 manchas en papel filtro; a una mancha agregar 1 gota de KOH 0.5N.

Observar en luz UV de 365 nm (fluorescencia azul o verde: positivo).



Confirmacién por cromatografia en capa fina: A 1 g de muestra adicionar 10 mL de
metanol y calentar 30 min en bafio de Maria; filtrar y evaporar hasta 1 mL. Aplicar
20 pL en una cromatoplaca de silica gel 60 Fass. Utilizar como estandar canela en
metanol al 1% (umbeliferona, &cido p-cumarico, cumarina). Fase movil: tolueno-
acetato de etilo (93:7); tolueno-éter (1:1 saturado con 10% de acido acético, 50 mL
de tolueno y 50 mL de éter se mezclan por 5 min con 50 mL de &cido acético al
10%, se filtra, se descarta la fase de abajo y se usa la mezcla de tolueno-éter).
Deteccidn: Sin tratamiento quimico UV 254 nm fluorescencia. UV 365 nm todas las
cumarinas muestras una intensa fluorescencia azul o verde-azul. Solucion etanolica
de KOH al 5-10%. UV-365 nm fluorescencia azul o verde 9,

e. Investigacion de antraquinonas
Prueba de Borntrager: Extraer 3 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de
etanol al 80 por ciento, filtrar y concentrar en bafio de maria (60°C). Disolver el
residuo con 30 mL de agua destilada vy filtrar. Extraer con 10 mL de benceno. A la
fase bencénica afiadir 5 mL de solucién de test de amonio y agitar. Observar
cambios de color en la fase alcalina (color rojo, rosado: positivo). Prueba de
Borntranger modificado: Calentar 0.3 g de material vegetal pulverizado con 10 mL
de hidroxido de potasio alcohdlico 0.5 N 'y 1 mL de peroxido de hidrégeno al 3 por
ciento y calentar 10 minutos en bafio de maria a 60°C. Afadir 10 gotas de acido
acetico glacial para acidificar Extraer con 10 mL de benceno. A la capa bencénica
adicionar 5 mL de solucién de prueba de amonio y agitar. Observar cambios de

color en fase alcalina (color rojo, rosado: positivo) 9,

Cromatografia en capa fina: Extraer 0.5 g de material vegetal seco pulverizado con
5 mL de metanol en bafio maria (60°C) por 5 minutos. Filtrar y aplicar 10 uL en la
cromatoplaca de silicagel 60 Fasa.

Estandar: solucion al 0.1 por ciento en metanol de antraquinonas (10 uL). (Aloina,

flangulina A/B, glucofrangulina A/B y sus agliconas, reina, aloe-emodina, extracto



de sen) Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13), acetato de etilo-
metanol-agua (100:13.5:10).

Deteccion:

Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, UV 365 nm fluorescencia
amarilla o rojo-café. Solucion etandlica de hidroxido de potasio al 5 0 10 por ciento.
Antraquinonas: zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV-365 nm.

Antronas y antranolas: zona amarillas en visible y fluorescencia amarilla en UV-365

nm.

6.5.4 Evaluacion de la actividad antioxidante

a. Método de TLC:

Aplicar 10 puL de muestra y 5 uL del estdndar antioxidante (Beta-caroteno,
Rutina, Quercetina) en una placa cromatografica de silica gel 60F2s4. Colocar la
placa en una cdmara de vidrio saturada previamente con acetato de etilo:acido
acético:acido férmico:agua (100:11:11:26). Secar y asperjar con DPPH (1mg/mL
en metanol).

-Resultados: Si los extractos presentan actividad antioxidante se observara

la decoloracion del DPPH en las bandas respectivas 9.

6.5.5 Determinacion de los compuestos fenélicos (técnica macrométrica):

- Preparacion de los tubos de reaccion y de la curva de lectura: Utilizar tubos
de vidrio con capacidad de 10 ml, de preferencia nuevos. En caso de no contar
con tubos nuevos, emplear tubos que se hayan lavado correctamente, agregando
agua desmineralizada después de su lavado para evitar que interfieran las

sustancias contenidas en el agua del chorro .



- Preparar una serie de tubos que contengan

continuacion:

los reactivos que se citan a

H.O (ml) Acido gélico (uL) Reactivo Folin- Na,CO3 10%
Sol. 1 ug/10pL Ciocalteu (ml) (ml)
Blanco 4.000 0 0.4 0.8
Patron 1 3.975 25 0.4 0.8
Patron 2 3.950 50 0.4 0.8
Patron 3 3.900 100 0.4 0.8
Patron 4 3.850 150 0.4 0.8
Patron 5 3.800 200 0.4 0.8
Patron 6 3.750 250 0.4 0.8
Muestra:
Muestra 1l a 3.950 50 0.4 0.8
Muestra 1 b 3.900 100 0.4 0.8

Nota: Los tubos muestra 1 a y muestra 1 b contienen la misma muestra con distintos volumenes y se agitan en
un vortex durante 30 segundos, luego incubar en bafio de maria en un rango de 90-100° C por 1 minuto. Dejar
enfriar y leer la absorbancia a 765 nm.

- Para realizar los célculos obtener la media de las absorbancias de la

muestra; luego determinar la concentracién de la muestra utilizando la

ecuacion de la linea recta, despejando

[

X .

El resultado asi obtenido se

utiliza para calcular los pg equivalentes de acido galico / mg peso seco. El

calculo se realiza de la siguiente forma:

pg equivalentes de acido galico/ g de extracto =

[(Concentracion obtenida en base a la curva/0.05)*(peso alicuota/volumen reconstitucion)*1000] * Dilucion

Concentracion en base a la curva: Absorbancia — Intersecto/Pendiente

pg equivalentes de acido galico/ g de extracto seco =

[(ng equivalentes de acido galico/ g de extracto)* (1/1-% Humedad de extracto seco)]

6.5.6. Determinacion de los compuestos fenélicos (técnica micrométrica):

a. Preparacidn de las soluciones

e Solucién de Carbonato de Sodio anhidro (NazCOs 700mM): Pesar en

balanza analitica 200g de carbonato de sodio anhidro con una espatula

plastica y disolver

en 800 ml de agua desmineralizada.

solucién y conservar en un recipiente color ambar 2

Agitar la




Solucion de &cido galico anhidro (C7HsOs): Pesar 0.500 g de acido
galico anhidro en una balanza analitica y disolver en 10 mL de etanol;

aforar con agua desmineralizada en un balén de 100 mL. Conservar en

un frasco color ambar @2

b. Preparacion de los pozos de la placa de reaccion y de la curva de lectura

Utilizar placas de fondo plano con pozos con capacidad de 400 pL, nuevas, para

realizar la curva de calibracion estandar controles y muestra, para lo cual se deben

verter los reactivos como se establece en la siguiente Tabla:

Soluciones

Identificacion desmﬁg?aa}izada gzt?dac: R!Sgﬁ[rl]\_/o [?(?(Z)%CI\)/?]
de Pozo (uL) galico Clo(calllteu )
@ W
A Blanco 25 0 50 200
B Estandar 0 25 50 200
[50pM]

C Estandar 0 25 50 200
[250uM]

D Estandar 0 25 50 200
[500uM]

E Estandar 0 25 50 200
[1000uM]

F Estandar 0 25 50 200
[1500uM]

G Estandar 0 25 50 200
[2000uM]

H Estandar 0 25 50 200
[2500uM]

2A Control 1 0 25 50 200

2B Control 2 0 25 50 200




Agitar la placa en un vortex durante 30 segundos y luego incubar a temperatura ambiente y
en oscuridad durante 2 horas. Leer la absorbancia a 640 nm en espectrofotometro de placas.
Realizar este ensayo en duplicado. En dias alternos. Plotear la curva de concentracion
estandar colocando en el eje de las abscisas concentracion de los estandares y en el eje de
las ordenadas la lectura registrada. Aplicar regresion lineal a la curva realizada. Determinar
la concentracion de las muestras por medio de la regresion lineal realizando un promedio de
las lecturas. Se realizara una serie de 10 repeticiones por cada especie ?? Realizar los
calculos siguientes:

pg equivalentes de acido galico/ g de extracto =

[(Concentracion obtenida en base a la curva/0.025)*(peso alicuota/volumen reconstitucion)*1000] * Dilucion
Concentracion en base a la curva: Absorbancia — Intersecto/Pendiente

ng equivalentes de acido galico/ g de extracto seco =
[(ug equivalentes de acido galico/ g de extracto)* (1/1-% Humedad de extracto seco)]

6.5.7 Determinacion de actividad antioxidante total por medio del reactivo de DPPH
(técnica macrometrica):
Se prepara el extracto a ensayar pesando aproximadamente 0.1 g de extracto
seco, luego se procede a diluirlo en 5 mL de metanol, y finalmente se agita

vigorosamente hasta diluir completamente el extracto.

a. Preparacion de los tubos de reaccion: Utilizar tubos de vidrio con
capacidad de 10 ml, de preferencia nuevos. En caso de no contar con tubos
nuevos, emplear tubos que se hayan lavado correctamente, agregando agua
desmineralizada despues de su lavado para evitar que interfieran las
sustancias contenidas en el agua del chorro. Los tubos se recubren
completamente con papel aluminio para proteger la reaccion de la luz, la
cual puede degradar la vitamina C. Se prepara una serie de tubos que

contienen los reactivos que se citan a continuacion:



Reactivo cl?(l)irt]:gl Control ngg?,:e Ensayo
Buffer de acetatos 1mi 1ml 1ml 1ml

Metanol 2ml 1.5ml 19mi 14 mi
Solucién de DPPH -- 0.5 ml -- 0.5 ml

Muestra -- -- 0.1mil 0.1mi

Los tubos preparados de esta forma se agitan en un vortex durante 30
segundos y luego se incuban a temperatura ambiente protegidos de la luz
durante 30 minutos. Se leen a una longitud de onda de 517nm. Siempre
debe leerse la absorbancia del control y del ensayo versus el blanco

respectivo. Realizar este ensayo en duplicado %)

b. Preparacion de la curva de lectura: Se realiza una serie de diluciones
del extracto de la siguiente forma, conservando siempre las mismas

proporciones:

Extracto Metanol Dilucion
1 4 0.2
2 3 0.4
3 2 0.6
4 1 0.8
5 0 1.0

Las mediciones de cada una de estas diluciones se realiza siguiendo el paso
anterior en el que se cita como se preparan los tubos de reaccion. Cada
dilucion corresponde a una muestra. Realizar cada uno de los ensayos de las
diluciones en duplicado @)

Para calcular el porcentaje de inhibicion de la concentracién se utiliza la
siguiente férmula:

Absorbancia del control — absorbancia de la dilucién * 100 = %
Absorbancia del control

Absorbancia del control = Absorbancia del Control — Absorbancia del Blanco Control

Absorbancia del ensayo = Absorbancia del Ensayo — Absorbancia del Blanco respectivo




Luego con los valores de % de inhibicion de la curva de lectura (Y) y la
concertacion aproximada (X) se procede a realizar la regresion lineal y
calcular el valor de r?, el cual debe ser preferiblemente lo mas cercano a 1
para tomar como valida la curva realizada, de lo contrario se debera realizar

nuevamente el ensayo, hasta obtener un valor de r? adecuado.

Realizar los siguientes calculos para obtener la actividad antioxidante total:
Para extractos secos:

1Cs0: 50 % - pendiente
Intersecto

mg de materia vegetal seca:
(Peso alicuota/ ml reconstitucién)*1000 * ICso
1

mg de extracto:

mg materia vegetal seca

Dilucion
mg de extracto seco:
mg extracto— [(mg Extracto/100)*% Humedad]

6.5.8 Determinacién de actividad antioxidante total por medio del reactivo de DPPH
(técnica micrométrica):
Se prepara el extracto a ensayar pesando aproximadamente 0.1 g de extracto
seco, luego se procede a diluirlo en 6 mL de metanol, y finalmente se agita

vigorosamente hasta diluir completamente el extracto.

a. Preparacion de los pozos de reaccion: Utilizar microplacas de 96
pozos de fondo plano. Los pozos a utilizar deben ser nuevos. La
preparacion de las placas se realiza bajo luz indirecta, tratando de

proteger la reaccion de la luz, la cual puede degradar la vitamina C.



Se prepara una serie de pozos gque contienen los reactivos que se citan a
continuacion (todas las mediciones de volumen se realizan con pipetas

automaticas):

Sore Reactivo Muestra Metanol Soluc(gj(;moﬂclav[ ?PPH
Blanco Control X
Control X
Blanco de Ensayo X
Ensayo X X

Antes de proceder a realizar la curva de lectura se procede a realizar una

lectura directa del extracto, de la siguiente forma:

Muestra Metanol Solucién de
(uL) (uL) DPPH (500uM)

Blanco Control 50

Control 150

Blanco 50

A Ensayo 50 150
B Blanco 15 35
Ensayo 15 35 150

Se realizan los célculos de % de inhibicion y si se obtiene un porcentaje de
inhibicion de aproximadamente 70% - 10% (mayor y menor concentracion
respectivamente) se procede a realizar la curva de lectura como se indica; si
se obtienen valores mayores a los ya mencionados se procedera a realizar
diluciones a partir del extracto y con cada una realizar la lectura directa hasta
obtener % de inhibicion adecuados y luego proceder a realizar la curva de
lectura con la dilucion que presente el % de inhibicion adecuado.



b. Preparacion de la curva de lectura: se prepara una curva de lectura con

8 pozos de reaccion utilizando para cada pozo el blanco respectivo. La

muestra y reactivos para cada pozo siguen las siguientes proporciones:

P00 Muestra Metanol SOISE':E de Concentracion
(uL) (uL) (5001M) aproximada

Blanco 50
Control | | | |
Control 150

. Blanco 1 50 .
Ensayo 1 50 150

) Blanco 2 45 S 09
Ensayo 2 45 5 150 )

3 Blanco 3 40 10 08
Ensayo 3 40 10 150 )

A Blanco 4 35 15 07
Ensayo 4 35 15 150 )

5 Blanco 5 30 20 06
Ensayo 5 30 20 150 '

5 Blanco 6 25 25 05
Ensayo 6 25 25 150 '

, Blanco 7 20 30 04
Ensayo 7 20 30 150 '

o Blanco 8 15 35 03
Ensayo 8 15 35 150 )

La microplaca se agita en un vortex para placas durante 30 segundos y luego

se incuba a temperatura ambiente protegidos de la luz durante 30 minutos.

Se lee en lector de microplacas de 96 pozos a una longitud de onda de 490

nm.

Para calcular el porcentaje de inhibicion de cada uno de los pozos de

reaccion se utiliza la siguiente formula:




Absorbancia del control — Absorbancia del ensayo * 100 = % Inhibicion
Absorbancia del control

Absorbancia del control = Absorbancia del Control — Absorbancia del Blanco Control

Absorbancia del ensayo = Absorbancia del Ensayo — Absorbancia del Blanco respectivo

Luego con los valores de % de inhibicion de la curva de lectura (Y) y la
concentracion aproximada (X) se procede a realizar la regresion lineal y
calcular el valor de r?, el cual debe ser preferiblemente lo mas cercano a 1
para tomar como valida la curva realizada, de lo contrario se debera realizar
nuevamente el ensayo, hasta obtener un valor de r? adecuado. Realizar los

calculos siguientes:

ICso: 50 % - pendiente
Intersecto

mg de materia vegetal seca:
(Peso alicuota/ ml reconstitucién)*1000 * I1Cso
1

mg de extracto:

mg materia vegetal seca

Dilucién

mg de extracto seco:
mg extracto— [(mg Extracto/100)*% Humedad]

6.6 Disefio de la investigacion

Se realizé un estudio observacional tipo descriptivo.



6.7 Disefo estadistico

Descripcion de datos para organizar, resumir y analizar.

Se realiz6 un muestreo no probabilistico a conveniencia de las distintas
especies vegetales. A continuacion se detalla el nimero de réplicas realizadas
para cada ensayo: Una réplica por especie para la extraccion, determinacion del
porcentaje de extraccion y tamizaje fitoquimico debido a conveniencia y
limitaciones. Se realizaron 10 réplicas por especie de los siguientes ensayos
tanto en macro como en micrométrico: determinacion del contenido de fenoles y
determinacion de actividad antioxidante total por medio del reactivo de DPPH.
Para estos ultimos se calcularon las medidas de tendencia central (promedio) y

medidas de dispersion (desviacion estandar y coeficiente de variacion).



VIl. RESULTADOS

7. 1. Recoleccidn e Identificacion Botanica de las especias vegetales: En la tabla No.1 se
pueden observar los datos generales sobre la procedencia y parte de la planta recolectada
que se utilizd para obtener los extractos necesarios para las pruebas de capacidad
antioxidante. Es de importancia incluir las coordenadas geogréaficas para establecer las
condiciones climaticas en las cuales se encontraron las especies vegetales y el nimero de
herbario para confirmar la identidad botéanica de la planta.

Tabla No. 1: Recoleccion de material vegetal e identificacion botanica

Parte de la Cantidad NUmero
Nombre Nombre de materia . Coordenadas
D . planta Estado | Procedencia £ de
cientifico comuan vegetal Geograficas -
recolectada Herbario
recolectada
Annona San Bartolomé | Lat. 14°36'9.72" N
cherimolla Anona Fruto 1.5 Kg Fresco | Milpas Altas | Long. 1013
Sacatepéquez | 90°40'12.47" O
Annona Samavac Lat. 14°33'49.3" N
Anona Fruto 2.0 Kg Fresco mayac, Long. 91°27'28.2" 1052
purpurea Suchitepéquez WO
. Lat. 14°19'58" N
Annona Anona Fruto 10Kg | Fresco |  ASuncion . 89°42'34" 1051
reticulata Mita, Jutiapa WO
Chamaedorea . Salama, Baja | Lat. 15°06'05" N
tepejilote Pacaya Inflorescencia 0.5Kg Seca Verapaz Long. 90°197" O 1045
. San Juan, Lat. 14°43'09" N
Cucurbita pepo Glicoy Fruto 1.5Kg Fresco Sacatepéquez | Long, 90°38'25" O 1047
Liopia Samavac Lat. 14°33'05" N
PP Orégano Hojas 1.0 Kg Seca Mayac, || ong. 91°28'15" 1083
graveolens Suchitepéquez WO
Neurolaena . Samayac Lat. 14°3337" N
Tres Puntas Hojas 1.0Kg Seca Lo Long. 91°28'17" 482
lobata Suchitepéquez WO
. Lat. 14°33'07" N
Ocimum Albahaca de Hojas 1.0 Kg Seca | o SAMAYAC, |0 9109714" 723
micranthum Monte Suchitepéquez WO
Phlebodium San José Lat. 14°32'41.5" N
Calahuala Hojas 1.0 Kg Seca Pinula, Long. 90°24'47.4" 1039
pseudoaureum
Guatemala @)
. . Pimienta Salamg, Baja | Lat. 15°06'10" N
Pimenta dioica gorda Fruto 1.0Kg Seca Verapaz Long. 90°19'30" O 1050
Smilax Samayac Lat. 14°3337" N
. . Zarzaparrilla Hojas 1.0 Kg Seca mayac, Long. 91°28'15" 662
dominguensis Suchitepéquez WO
Yucea San Juan Lat. 14°43'14.1" N
. Izote Inflorescencia 0.5 Kg Seca L Long. 1046
elephantipes Sacatepéquez

90°38'34.53" O

* Fuente: Datos Experimentales
*Herbario del Laboratorio de Productos Naturales FARMAYA S.A.




7. 2. Pruebas fisicoquimicas: En la tabla No.2 se describe las pruebas fisicoquimicas
realizadas en la materia vegetal, Utiles para obtener una idea general de la calidad de las

muestras utilizadas en las diversas pruebas.

Tabla No. 2: Pruebas fisicoquimicas realizadas en la materia vegetal

Prueba de Mejor Solvente
Nombre cientifico Nombre Humedad Cenizas Solidos totales | Mejor solvgnte
comdn (%)* totales (%0)? (%) de extraccion
Annona cherimolla Anona N/A N/A N/A Etanol 95%
Annona purpurea Anona N/A N/A N/A Etanol 95%
Annona reticulata Anona N/A N/A N/A Etanol 95%
Chamaedorea tepejilote Pacaya 7.93 3.56 1.67 Etanol 95%
Cucurbita pepo Glicoy N/A N/A N/A Etanol 95%
Lippia graveolens Orégano 5.45 4.46 2.56 Etanol 95%
Neurolaena lobata Tres Puntas 5.87 3.76 0.49 Etanol 70%
Ocimum micranthum Albahaca de | g o 4.86 2.06 Etanol 95%
Monte
Phiebodium Calahuala 6.25 3.40 1.78 Etanol 50%
pseudoaureum
Pimenta dioica P'g’g'rfjgta 7.35 4.30 2.45 Etanol 50%
Smilax dominguensis Zarzaparrilla 8.50 4.45 3.45 Etanol 70%
Yucca elephantipes Izote 6.75 4.78 4.84 Etanol 50%
* Fuente: Datos Experimentales
IValores aceptables de humedad: Menor al 10 %. “N/A: no aplica

2Valores aceptables de cenizas totales: Menor al 5 %.




7.3 Proceso de extraccion utilizando concentracion por medio de rotavapor y
maceracion cinética: En la Tabla No.3 se describen los resultados obtenidos durante el
proceso de extraccion utilizando rotavapor y el rendimiento de este proceso. En la Tabla
No.4 se observan los resultados de las especies vegetales sometidas al proceso de
maceracion cinética para extraccion de metabolitos secundarios, asi mismo incluye los
resultados obtenidos en la prueba de secado hasta alcanzar un peso constante, obtenido a

partir de un gramo de muestra.

Tabla No. 3: Proceso de extraccion por medio de rotavapor utilizando etanol como

disolvente

Tintura Extracto % Humedad de
Nombre cientifico Nombre comin Material Cantidad de seco (g) Rendimiento Extracto

vegetal (g) solvente (L) g de extraccion seco (%)

C. tepejilote Pacaya 200 2.0 15.83 7.92 6.89
L. graveolens Orégano 200 2.0 31.05 15.52 6.06
N. lobata Tres Puntas 200 2.0 8.25 412 6.14
O. micranthum Albahaca de Monte 150 2.0 11.91 7.94 12.19
P. pseudoaureum Calahuala 200 2.0 13.2 6.60 11.49
P. dioica Pimienta gorda 200 2.0 48.65 24.32 11.24
S. dominguensis Zarzaparrilla 200 2.0 28.27 14.13 9.16
Y. elephantipes Izote 200 2.0 26.54 13.27 11.89

* Fuente: Datos Experimentales

Tabla No. 4: Proceso de extraccion por medio de maceracion cinética utilizando etanol
como disolvente

Materia fresca Volumen total de Peso constante de un
para macerado (g) macerado (ml) gramo de muestra
A. reticulata 10.00 240 0.2953
A. cherimolla 10.00 165 0.2993
A. purpurea 10.00 160 0.4117
C. pepo 10.00 141 0.1030

* Fuente: Datos Experimentales




7.4 Caracterizacion quimica: Esta seccién comprende los ensayos de tamizaje
fitoquimico de los metabolitos que poseen un grupo fenol dentro de su estructura quimica,
ya que este grupo es el causante de la accion antioxidante de las especies vegetales. En las

Tablas No. 5 al 13 se detallan los resultados obtenidos en cada una de las pruebas.

Tabla No.5: Prueba macrométrica para Flavonoides y Antocianinas

Muestra Acido | Cloruro Acido Magnesio |

sulfurico | férrico clorhidrico metalico | Alcali | Resultado

Reactivo | (H2SO4) | (FeCly) (HCI)+ calor + HCI

A. cherimolla - - - - - Negativo
A. purpurea - - - - - Negativo
A. reticulata - - - - Negativo
C. tepejilote - - + - + Positivo
C. pepo - - + - - Positivo
L. graveolens - - - - + Positivo
N. lobata - - - - - Negativo
O. micranthum - - - - - Negativo
P. pseudoaureum - - + - - Positivo
P. didica - - - - - Negativo
S. dominguensis - + + - + Positivo
Y. elephantipes - - + - + Positivo

* Fuente: Datos Experimentales
(+) indica cambios de color y formacion de precipitado comparado con el testigo.
(Ver Anexo No. 3, Fotografia No. 13)



Tabla No 6: Determinacién de Flavonoides y Antocianinas por medio de

Cromatografia en Capa Fina

No. de Coloracion UV de la

Muestra Bandas Valor Rf Banda Resultado
Estandar de . .
Quercetina 1 0.83 Amarillo Positivo
Estandar de Rutina 1 0.75 Amarillo Positivo
Estandar de . .
Hiperésido 1 0.72 Amarillo Positivo
Estandar de &cido 1 0.52 Amarillo Positivo
clorogénico
A. cherimolla - -- -- Negativo
A. purpurea -- -- -- Negativo

. 0.18, 0.28, Amarillo, Amarillo, -
A. reticulata 3 0.46 Amarillo Positivo
C. tepejilote 3 0'48’703;67’ Amarillo, Azul, Azul Positivo
C. pepo - -- -- Negativo
L araveolens 3 0.52, 0.70, Amarillo, Amarillo, Positivo

-9 0.87 Amarillo

N. lobata 2 0.78,0.84 Amarillo, Verde Positivo

. 0.46, 0.55, Amarillo, Verde, .
O. micranthum 4 0.72,0.88 Amarillo, Verde Positivo

0.28, 0.49, Verde, Amarillo,
P. pseudoaureum 5 0.57,0.72, Verde, Amarillo, Positivo
0.79 Amarillo
P. dioica 2 0.67, 0.82, Amarillo, Amarillo, Positivo
. . 0.58, 0.75, Verde, Amarillo, .

S. dominguensis 3 087 Verde Positivo
Y. elephantipes 3 0'48’70?;67’ Amarillo, Azul, Azul Positivo

*Fuente: Datos experimentales
Fase movil: acetato de etilo, &cido férmico, &cido acético glacial-agua (100:11:11:27)

Deteccion: reactivo de Productos Naturales (NP/PEG).
Fluorescencia azul o amarilla. Dependiendo la estructura fluorescen amarillo, azul o verde.
(Ver Anexo No. 3, Fotografia No. 14)




Tabla No. 7: Determinacién macrométrica para Taninos

Muestra Gelatina 1% Gelatina-Sal FeCl; 10% Resultado
A. cherimolla - - - Negativo
A. purpurea - - - Negativo
A. reticulata - - - Negativo
C. tepejilote - - - Negativo
C. pepo - - - Negativo
L. graveolens Negativo
N. lobata - - - Negativo
O. micranthum - - - Negativo
P. pseudoaureum - - - Negativo
P. dioica - - + Negativo
S. dominguensis + + + Positivo
Y. elephantipes - - - Negativo

* Fuente: Datos Experimentales
(+) Formacion de precipitado y/o cambio de coloracion.
(Ver Anexo No. 3, Fotografia No. 15)




Tabla No. 8: Determinacion Aceites Volatiles por medio de Cromatografia en Capa Fina

Muestra No. de Valor Rf Coloracion UV de la Banda | Resultado
Bandas
Estandar de citral 2 0.07,0.24 Azul, Verde Positivo
Estandar de 8 0.14,0.23, 0.35,0.42, Verde, Rojo, Azul, Azul, Azul, Positivo
limoneno 0.49,0.59, 0.70, 0.87 Verde, Azul, Morado.
. 0.13, 0.20 0.25, 0.35, Azul, Violeta, Violeta, Azul, .
A. cherimolla 6 0.40, 0.51 Violeta, Violeta Positivo
0.20, 0.30, 0.46, 0.86, Azul, Azul, Azul, Violeta, .
A. purpurea 5 093 Violeta Positivo
A. reticulata 4 0.07, 0.25, 0.36,0.48 Violeta, Violeta, Azul, Violeta Positivo
C. tepejilote 5 0.28, 0'33’90446’ 0.84, Azul, Azul, Azul, Azul, Violeta Positivo
C. pepo - -- -- Negativo
0.08 0.13, 0.22, 0.25 .
' ' ' Azul, Rojo, Verde, Azul, Verde, .
L. graveolens 9 0.30, 0.38,50é42, 0.52, Azul, Azul, Verde, Verde Positivo
0.16, 0.23, 0.40, 0.48, Café, Violeta, Verde, Verde, .
N. lobata ! 0.55, 0.62, 0.93 Verde, Verde, Violeta Positivo
0.19 0.26, 0.32, 0.36, Azul, Azul, Verde, Azul, Verde,
O. micranthum 10 0.40, 0.45, 0.52, 0.58, Azul, Verde, Verde, Violeta, Positivo
0.65, 0.93 Violeta
0.23, 0.36, 0.52, 0.59, Violeta, Violeta, Verde, Verde, .
P. pseudoaureum 5 0.94 Violeta Positivo
P. dioica 2 0.22,0.36 Azul, Azul Positivo
S. dominguensis 1 0.93 Violeta Positivo
Y. elephantipes 3 0.26, 0.84, 0.96 Violeta, Azul, Violeta Positivo

* Fuente: Datos Experimentales

Fase movil: Tolueno:Acetato de Etilo (93:7)
Deteccion: Vainillina - acido sulfarico.
Zonas azules, verdes, violetas, rojas y cafés en visible.

(Ver Anexo No. 3, Fotografia No. 16)




Tabla No. 9: Determinacion macrométrica para Cumarinas

Muestra FIuoKr(gSﬁeggizli\lcon Resultado
Annona cherimolla - Negativo
Annona purpurea - Negativo
Annona reticulata - Negativo
Chamaedorea tepejilote - Negativo
Cucurbita pepo - Negativo
Lippia graveolens + Positivo
Neurolaena lobata - Negativo
Ocimum micranthum - Negativo
Phlebodium pseudoaureum - Negativo
Pimenta dioica - Negativo
Smilax dominguensis + Positivo
Yucca elephantipes - Negativo

* Fuente: Datos Experimentales
(+): Fluorescencia azul o verde.
KOH: Hidréxido de potasio




Tabla No. 10: Determinacion de Cumarinas por medio de Cromatografia en Capa Fina

No. de

Coloracion UV de la

Muestra Bandas Valor Rf Banda Resultado
coendar . 1 0.15 Azul Positivo
E?tcaunr?griii Acido 1 0.15 Azul Positivo
Estandar de L
cumarinas 2 0.18, 0.52 Azul, Verde Positivo
A. cherimolla --- --- --- Negativo
A. purpurea -—- - - Negativo
A. reticulata --- --- --- Negativo
C. tepgjilote --- --- - Negativo
C. pepo -—- - - Negativo
L. graveolens 1 0.52 Verde Positivo
N. lobata --- --- --- Negativo
O. micranthum --- --- --- Negativo
P. pseudoaureum --- --- --- Negativo
P. dioica --- --- --- Negativo
S. dominguensis --- --- --- Negativo
Y. elephantipes - - - Negativo

* Fuente: Datos Experimentales

Fase movil: Tolueno- Acetato de etilo (93:7)
Deteccion: Solucion etandlica de Hidréxido de Potasio del 5 al 10 %.

(Ver Anexo No. 3, Fotografia No. 17)




Tabla No. 11: Determinacién macrométrica para Antraquinonas

Muestra Borntrager E/Ioorc:]if‘lif?gdeg Resultado
A. cherimolla - - Negativo
A. purpurea - - Negativo
A. reticulata - - Negativo
C. tepejilote - - Negativo
C. pepo - - Negativo
L. graveolens - - Negativo
N. lobata - - Negativo
O. micranthum - - Negativo
P. pseudoaureum - - Negativo
P. dioica - - Negativo
S. dominguensis + + Positivo
Y. elephantipes - - Negativo

* Fuente: Datos Experimentales
(+): cambio de color, color rojo o rosado.

(Ver Anexo No. 3, Fotografia No. 18 y 19)



Tabla No. 12: Determinacién de Antraquinonas por medio de

Cromatografia en Capa Fina

Muestra g;ﬁ;:s Valor Rf COIOragZle;V de la Resultado
Estandar : Hoja de Sen 2 0.60, 0.94 Rojo, Rojo Positivo
A. cherimolla --- --- --- Negativo
A. purpurea Negativo
A. reticulata --- --- --- Negativo
C. tepgjilote --- --- - Negativo
C. pepo Negativo
L. graveolens 1 0.97 Rojo Negativo
N. lobata 1 0.97 Rojo Negativo
O. micranthum 1 0.97 Rojo Negativo
P. pseudoaureum 1 0.97 Rojo Negativo
P. didica Negativo
S. dominguensis 2 0.11, 0.93 Rojo, Rojo Positivo
Y. elephantipes --- --- - Negativo

* Fuente: Datos Experimentales
Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13)

Deteccion: Solucion etandlica de Hidroxido de Potasio.

Zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV a 365 nm.

(Ver Anexo No. 3, Fotografia No. 20)




Tabla No. 13: Determinacion de Actividad Antioxidante por medio de

Cromatografia en Capa Fina

Muestra Numero intensidad Resultado
de bandas

Estandar: Acido gélico (Img/ml) 1 +++ Positivo
Estandar: Acido galico 1/40 ++ Positivo
Estandar: Acido galico 1/80 1 + Positivo
(ElsrtT?g;jn?Ir): Acido ascérbico 1 ot Positivo
Estandar: Acido ascorbico 1/6 1 ++ Positivo
Estandar: Acido ascérbico 1/12 1 + Positivo
A. cherimolla 0 - Negativo
A. purpurea 0 - Negativo
A. reticulata 0 - Negativo
C. tepejilote 0 Negativo
C. pepo 0 - Negativo
L. graveolens 1 + Positivo
N. lobata 1 + Positivo
O. micranthum 2 + Positivo
P. pseudoaureum 3 ++ Positivo
P. didica 4 ++ Positivo
S. dominguensis 4 +++ Positivo
Y. elephantipes 0 - Negativo

* Fuente: Datos Experimentales
Fase movil: Acetato de etilo: Acido formico: Acido acético glacial: Agua (100:11:11:26)

Deteccidn: Reactivo de DPPH (1 mg/ml). Decoloracion de bandas.
Nota: +: Bajo ; ++: Medio; +++: Fuerte
(Ver Anexo No. 4, Fotografia No. 21)




7.5 Determinacion del Contenido de Fenoles Totales por medio del reactivo de Folin-

Ciocalteu: De la Tabla No. 14 a la 17 se presentan los valores del contenido de fenoles

totales expresados como ug equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco, en la

prueba macrométrica y micrométrica.

Tabla No. 14: Resultados de La determinacion de Compuestos Fendlicos por medio de
Reactivo de Folin- Ciocalteu (Ensayo Macrométrico)
Determinacion de compuestos fendlicos
Peso Volumen Factor de ug equivalentes de
Planta Alicuota | Reconstitucion S , U9 equt Valor Valor
© (mL) Dilucion | é&cido galico por gramo Minimo Méximo
g de extracto seco*
A. cherimolla 0.1284 2 1:1 12.3034 + 0.4721 11.4332 13.0634
A. reticulata 0.0768 2 1:1 20.1598 + 0.8641 18.7091 22.2038
C. tepejilote 0.1026 3 1:4 30.0293 + 0.8269 27.8801 32.7822
L. graveolens 0.1042 3 1:10 55.3112 + 1.0619 47.2150 63.7820
N. lobata 0.1117 3 1:10 47.5177 +5.1141 25.1037 49.3578
O. micranthum 0.1042 3 1:10 55.6270 + 1.4916 52.1803 60.3772
P. pseudoaureum 0.1051 3 1:20 119.1882 + 1.4559 111.0070 | 124.7556
P. dioica 0.1050 3 1:30 152.5086 + 2.6528 127.8461 | 179.5103
S. dominguensis 0.1115 3 1:50 287.7790 + 3.7047 270.4675 | 298.1378
0.1103 3 1:4 33.4625 + 0.7642 32.2241 33.6334

Y. elephantipes

*Promedio + Desviacién Estandar

Tabla No. 15: Resultados de La determinacion de Compuestos Fendélicos por medio de
Reactivo de Folin- Ciocalteu (Ensayo Macrométrico) en macerados con proceso de concentracion.

Determinacion de compuestos fendlicos

Peso Volumen -
Planta Alicuota Concentrado Factor de . ug eqy |_valentes de Valor Valor
) (mL) concentracion | acido galico por gramo Minimo MAximo
g de extracto seco*
A. purpurea 0.0876 6 3 11.0343 £ 4.3120 6.4000 19.8800
C. pepo 0.0324 6 3 9.2649 + 3.5407 2.5748 12.6111

*Promedio + Desviacién Estandar

(Ver Anexo No. 5, Fotografia No. 22)




Gréfica No. 1: Contenido de Fenoles Totales (método macrométrico) expresado como
ug de Equivalentes de Acido Galico por gramos de extracto seco de las especies vegetales
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Tabla No.16: Resultados de La determinacion de Compuestos Fenolicos por medio de
Reactivo de Folin- Ciocalteu (Ensayo Micrométrico)

Determinacion de compuestos fenolicos

Peso Volumen :
Planta Alicuota Reconstitucion Fa_ctor_ fje i ug eqlu!valentes de Valor Valor
Dilucién acido gélico por gramo . .
(9) (mL) d . Minimo Maximo
e extracto seco

A. cherimolla 0.1284 2 1:1 9.3812 + 1.7969 5.4301 11.7873
A. reticulata 0.0768 2 1:1 11.0933 + 0.3737 10.0600 13.5720
C. tepejilote 0.1026 3 1:5 13.4067 + 0.0836 8.8837 13.9129
L. graveolens 0.1042 3 1:5 28.5436 + 0.0342 19.9533 30.9885
N. lobata 0.1117 3 1:10 28.1131 + 0.0785 25.7011 29.9038
O. micranthum 0.1042 3 1:5 33.8389 + 0.0685 29.1430 37.1846
P. pseudoaureum 0.1051 3 1:50 74.2898 + 0.6542 64.6353 84.6641
P. dioica 0.1050 3 1:10 75.8995 + 0.1572 68.8788 87.0405
S. dominguensis 0.1115 3 1:50 184.2921 + 0.4170 176.5911 | 196.5449
0.11031 3 1:5 15.5431 + 0.1031 13.1366 16.5414

Y. elephantipes

*Promedio + Desviacion Estandar

Tabla No. 17: Resultados de La determinacion de Compuestos Fenolicos por medio de

Reactivo de Folin- Ciocalteu (Ensayo Micrométrico) en macerados con proceso de concentracion.

Determinacion de compuestos fenolicos

Peso Volumen -
Planta Alicuota Concentrado Factorde | ug equivalentes de Valor Valor
concentracion | gcido galico por gramo . o
(9) (mL) Minimo Maximo
de extracto seco*
A. purpurea 0.0876 6 3 7.5726 + 0.6534 6.6741 8.7539
C. pepo 0.0324 6 3 4.3455 +1.6820 1.5362 7.3522

*Promedio + Desviacién Estandar

(Ver Anexo No. 6, Fotografia No. 23)




Grafica No.2: Contenido de Fenoles Totales (método micrométrico) expresado como ug
de Equivalentes de Acido Galico por gramos de extracto seco de las especies vegetales
bajo estudio.
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7.6 Determinacion de Actividad Antioxidante Total por medio del Reactivo de DPPH:
De la Tabla No. 18 a la 21 se describen los resultados obtenidos en la prueba de actividad
antioxidante total expresado como miligramo de extracto seco para producir el 50% de

inhibicion del reactivo de DPPH (ICsp) tanto en pruebas macrométricas y micrométricas.

Tabla No. 18: Resultados de Actividad Antioxidante Total por medio del Reactivo de
DPPH (Ensayo Macrométrico)

Actividad antioxidante total (ICso) expresada
Peso Volumen
. L Factor de como
Planta Alicuota Reconstitucién L
@ (mL) Dilucién mg Extracto Seco* Valor Valor
Minimo Maximo
A. cherimolla 0.1284 1 1:2 4.8637 £0.1847 4.5767 5.0862
A. reticulata 0.0768 0 1:2 2.2261 £ 0.0248 2.1814 2.2682
C. tepejilote 0.1077 5 1 1.1553 £ 0.0194 1.1272 1.1856
L. graveolens 0.1037 5 1:7 0.1369 £+ 0.0011 0.1354 0.1383
N. lobata 0.1017 5 1:4 0.2679 £ 0.0083 0.2594 0.2822
O. micranthum 0.1027 5 1:10.5 0.1253 £ 0.0012 0.1234 0.1264
P. pseudoaureum 0.1037 5 1:25 0.0516 £ 0.0004 0.0509 0.0525
P. dioica 0.1037 5 1:90 0.0160 £ 0.0001 0.0150 0.0154
S. dominguensis 0.1000 5 1:100 0.0158 + 0.0001 0.0155 0.0160
Y. elephantipes 0.1000 5 1 1.5005 + 0.0260 1.4483 1.5217

*Promedio + Desviacion Estandar

Tabla No. 19: Resultados de Actividad Antioxidante Total por medio del Reactivo de
DPPH (Ensayo Macrométrico) en macerados con proceso de concentracion

Peso Volumen Actividad antioxidante total (ICso) expresada
‘ Factor de como
Planta Alicuota Concentrado concentracion Valor Valor
(9) (mL) mg Extracto Seco* Minimo Maximo
A. purpurea 0.365 25 13 5.0862 £ 0.2924 4.7678 5.6031
C. pepo 0.135 25 12.5 7.5350 + 0.2335 7.1596 7.9045

*Promedio + Desviacién Estandar

(Ver Anexo No. 7, Fotografia No. 24)




Gréfica No.3: Actividad Antioxidante Total (método macrométrico) expresado como mg de
extracto seco necesario para producir el 50 % de inhibicién del Reactivo de DPPH de las
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Gréfica No.4: Actividad Antioxidante Total (método macrométrico) expresado como mg de
extracto seco necesario para producir el 50 % de inhibicién del Reactivo de DPPH de las
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Tabla No0.20: Resultados de Actividad Antioxidante Total por medio del Reactivo de
DPPH (Ensayo Micrométrico)

Actividad antioxidante total (ICso) expresada
Peso Volumen
. L Factor de como
Planta Alicuota Reconstitucion R
(9) (mL) Dilucion mg Extracto Seco* Va!or VaI_or
Minimo Maximo
A. cherimolla 0.1284 1 1:2 4.4265 +0.1774 4.1652 4.6289
A. reticulata 0.0768 0 1:2 2.1333 £ 0.0203 2.0904 2.1737
C. tepejilote 0.1097 6 1:1 1.1620 £+ 0.0190 1.1210 1.1950
L. graveolens 0.1073 6 1:8 0.1277 £ 0.0036 0.1220 0.1340
N. lobata 0.1037 5 1:8 0.1615 +0.0154 0.1360 0.1790
O. micranthum 0.1052 6 1:8 0.1213 £ 0.0028 0.1170 0.1260
P. pseudoaureum 0.1072 6 1:20 0.0406 £ 0.0021 0.0390 0.0470
P. dioica 0.1075 6 1:70 0.0158 + 0.0003 0.0150 0.0160
S. dominguensis 0.1032 3 1:200 0.0085 + 0.0001 0.0085 0.0090
Y. elephantipes 0.1070 6 1:1 1.0332 £ 0.0104 1.0200 1.0153

*Promedio + Desviacién Estandar

Tabla No. 21: Resultados de Actividad Antioxidante Total por medio del Reactivo de

DPPH (Ensayo Micrométrico) en macerados con proceso de concentracion

Peso volumen Actividad antioxidante total (ICso) expresada
. Factor de como
Planta Alicuota Concentrado concentracion Valor Valor
*
(9) (mL) mg Extracto Seco Minimo Maximo
A. purpurea 0.5840 80 40 5.0881 £ 0.2925 4.7697 5.6051
C. pepo 0.1620 30 15 7.5351 +0.2335 7.1596 7.9045

*Promedio + Desviacién Estandar

(Ver Anexo No. 8, Fotografia No. 25)




Grafica No. 5: Actividad Antioxidante Total (método micrométrico) expresado como mg de
extracto seco necesario para producir el 50 % de inhibicidn del Reactivo de DPPH de las
especies vegetales con mayor actividad antioxidante.
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Grafica No. 6: Actividad Antioxidante Total (método micrométrico) expresado como mg de
extracto seco necesario para producir el 50 % de inhibicidn del Reactivo de DPPH de las
especies vegetales con menor actividad antioxidante.
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Tabla No.22: Resumen de resultados de Tamizaje Fitoquimico y Determinacion de Actividad Antioxidante

Tamizaje Fitoquimico

Determinacion de Actividad Antioxidante
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ng Eq. de acido galicofg ng Eq. de acido galicofg mg de extracto seco mg de extracto seco
de extracto seco de extracto seco
Smilax dominguensis + + + - + +++ 287.7790 + 3.7047 184.2921 + 0.4170 0.0158 + 0.0001 0.0085 + 0.0005
Pimenta dioica + - + - - ++ 152.5086 + 2.6528 75.8995 + 0.1572 0.0160 + 0.0001 0.0158 + 0.0003
Phlebodium pseudoaureum + - + - - ++ 119.1882 + 1.4559 74.2898 + 0.6542 0.0516 + 0.0004 0.0406 + 0.0021
Ocimum micranthum + - + - - + 55.6269 +1.4916 33.8389 + 0.0685 0.1253 + 0.0022 0.1213 + 0.0028
Lippia graveolens + - + + - + 55.3112 + 1.0619 28.5436 + 0.0342 0.1369 + 0.0011 0.1277 + 0.0036
Neurolaena lobata + - + - - + 47.5177 +5.1141 28.1131 + 0.0785 0.2679 + 0.0083 0.1615 + 0.0154
Yucca elephantipes + - + - - - 33.4626 + 0.7642 15.5431 + 0.1031 1.0005 + 0.0260 1.0332 + 0.0104
Chamaedorea tepejilote + - + - - - 30.0294 + 0.8269 13.4067 + 0.0836 1.1553 + 0.0194 1.1620 + 0.0190
Annona reticulata + - + - - - 20.1598 + 0.8641 11.0933 + 0.3737 2.2261 + 0.0248 2.1333 + 0.0203
Annona cherimolla - - + - - - 12.3034 + 0.4721 9.3812 + 1.7969 4.8637 + 0.1847 4.4265 + 0.1774
Annona purpurea - - + - - - 11.0343 + 4.3120 7.5726 + 0.6534 5.0862 + 0.2924 5.0881 + 0.2925
Cucurbita pepo - - - - - - 9.2649 + 3.4507 4.3455 + 1.6820 7.5350 + 0.2335 7.5351 + 0.2335
Intensidad Promedio + desviacion Promedio + desviacion Promedio + desviacion Promedio + desviacion

estandar

estandar

estandar

estandar

Valor de p:=1.40 EY

Valor de p=8.26 E*®

*Fuente: Datos Experimentales

'Especies Vegetales en Orden Descendente de Actividad Antioxidante




Grafica No. 7: Comparacion de los resultados obtenidos en técnica macrométrica y
micrométrica para el ensayo de determinacion de fenoles totales.
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Grafica No. 8: Comparacion de los resultados obtenidos en técnica macrométrica y
micrométrica para la determinacion de actividad antioxidante total.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

En el Anexo No. 1 se encuentra la revision bibliografica realizada para cada especie
vegetal, la cual incluye la descripcion boténica, distribucion geografica y habitat, usos
tradicionales, forma de obtencion, la composicion quimica y los estudios farmacoldgicos
y/o toxicologicos.

En la Tabla No.1 se detallan los resultados obtenidos del proceso de recoleccién e
identificacion de las especies vegetales, en ella se puede observar la parte de la planta
recolectada, la cual fue utilizada para la realizacion de ensayos fisicoquimicos y para la
obtencidn de extractos secos y macerados segun el caso. Asi mismo, se describen los datos
de la procedencia de las especies vegetales, incluyendo los datos geograficos de los sitios
de recoleccién que son de suma importancia para obtener la localizacion de colecta en cada
region, lo cual puede afectar la cantidad de metabolitos secundarios que puede contener una
planta. La identificacion boténica fue realizada por el Herbario del Laboratorio de
Productos Naturales, Farmaya S.A., por lo que se incluye el nimero de herbario asignado a
cada especie.

Las especies vegetales utilizadas como plantas medicinales (Neurolaena lobata,
Phlebodium pseudoaureum, Smilax dominguensis), como condimentos (Pimienta dioica,
Occimum micranthum, Lippia graveolens) y como alimentos (Chamadorea tepejilote,
Yucca elephantipes) fueron secadas utilizando un horno con circulacion de aire caliente,
manteniendo una temperatura constante no mayor a 40°C para evitar degradacion de
principios activos®.  La materia se almacend en condiciones que aseguraran la
preservacion de los principios activos (protegidos de la luz y de la humedad)@®. Los
frutos utilizados en alimentacion (Annona cherimolla, Annona reticulata, Annona purpurea
y Cucurbita pepo) se procesaron de acuerdo al siguiente procedimiento: obtencion de la
pulpa, trituracion, obtencion de una mezcla acuosa de pulpa, la cual se congeld a
condiciones que mantuvieran una temperatura menor a -70°C @3 de esta manera se evita
la degradacion de principios activos.

Inicialmente se utiliz6 en frutos, el proceso de liofilizacion como método de

concentracion, siendo un método de secado en frio, por medio del cual se evita degradacion



de principios activos que sean termolabiles y se logra eliminar completamente la humedad
para la preservacion de la materia vegetal.?® Sin embargo, de acuerdo a pruebas
preliminares realizadas es un método efectivo de secado y conservacion de material
vegetal, pero presentd el inconveniente que la muestra no pudo ser reconstituida
completamente para poder realizar los ensayos de determinacion del contenido de fenoles y
de actividad antioxidante total. Por lo anterior, se opto por realizar maceracion cinética.

Dentro de las pruebas fisicoquimicas realizadas a la materia vegetal se incluyen:
Determinacion del contenido de humedad, determinacion del contenido de cenizas totales y
determinacion del mejor disolvente de extraccion (prueba de solidos totales), los resultados
pueden observarse en la Tabla No.2.

El contenido de humedad es un pardmetro que no debe ser mayor al 10 %, ya que
por encima de este limite, los principios activos pueden sufrir degradacion por medio de
hidrolisis.®®  Ademas la presencia de humedad en la muestra vegetal puede facilitar el
crecimiento de microorganismos, especialmente hongos que van a deteriorar el estado de la
muestra. Todas las especies vegetales contenian un porcentaje de humedad aceptable de
acuerdo al limite establecido.

La determinacion del contenido de cenizas totales, es un método basado en la
destruccion de materia organica por medio de calcinacion y luego se determina por
gravimetria el peso del residuo. Este parametro indica el contenido de minerales, metales
pesados, arcilla y material organico presentes en la muestra vegetal, lo cual es importante
para obtener una idea general de la calidad de la muestra. Este pardmetro no debe
sobrepasar el 5%. ®Y De acuerdo a los resultados obtenidos de este ensayo se puede
asegurar que la calidad de las especies bajo estudio es adecuada.

Para la presente investigacion se utilizd6 como disolvente de extraccion etanol a
diferentes concentraciones. El etanol es utilizado por su propiedad de ser un solvente polar
y las moléculas bajo estudio poseen grupos fenol que les confiere cierta polaridad. Se
realizd la prueba de sélidos totales; método que permite determinar la cantidad de sélidos
extraibles por etanol a diferente concentracion, permitiendo establecer la concentracion del
mismo mas apropiada para la extraccion. ®® La diferencia en la concentracion del solvente

delimitara el tipo de metabolito secundario a extraer, ya que dependera de la polaridad de



éste; a una concentracion de etanol al 95% se extraerdn metabolitos con menor polaridad
que los extraidos con etanol al 50 %. Las especies vegetales cuyo mejor solvente de
extraccion fue etanol al 95% fueron Chamaedorea tepejilote, Lippia graveolens y Ocimum
micranthum, mientras que Phlebodium pseudoaureum, Pimenta dioica y Yucca
elephantipes presentaron que etanol al 50 % fue el mejor disolvente de extraccion. Smilax
dominguensis y Neurolaena lobata se trabajaron con etanol al 70 % ya que esta
concentracion presentaron mayor contenido de solidos extraibles.

Para las muestras vegetales secas se utiliz6 como método de extraccion percolacion
y posteriormente se obtuvo un extracto seco por medio de concentracion utilizando
rotavapor. En este caso se trabaja a temperaturas menores a 40°C y en ausencia de
oxigeno, ademas para la presente investigacion se realiz6 la concentracion en condiciones
de oscuridad. Las condiciones de la concentracion tienen la finalidad de disminuir la
degradacidn térmica y alteracion del efecto antioxidante de principios activos por medio de
la luz y el oxigeno.®® De acuerdo al proceso anterior se puede observar en la Tabla No.3
que las especies que presentaron un mayor porcentaje de rendimiento de extraccion fueron
Pimienta dioica, Lippia graveolens y Smilax dominguensis, se debe tomar en cuenta los
diversos factores que pueden afectar el porcentaje de extraccion, como pérdidas que
ocurren en el proceso y polaridad de todos los metabolitos secundarios de la muestra, las
caracteristicas propias de la planta y tiempo de percolacion, entre otros.®

Para los frutos se realizo el proceso de extraccion denominado maceracion cinética.
Para realizar este proceso se utilizé etanol al 95 % como disolvente y una atmoésfera
saturada con nitrogeno; el cual es un gas inerte que no produce reaccién quimica o
bioldgica, fue utilizado para sustituir el oxigeno evitando que éste promueva oxidaciones
quimicas en la pulpa del fruto.®®

Los extractos secos y los macerados, mezclas complejas de varios constituyentes
quimicos, fueron utilizados para realizar la caracterizacion fitoquimica y los ensayos para
determinacion del contenido de fenoles totales y determinacion de actividad antioxidante
total.

Los metabolitos secundarios juegan un papel importante en la inhibicién de

reacciones oxidativas a nivel bioldgico. Utilizando diversos mecanismos para ejercer el



efecto antioxidante, dentro de los cuales se incluyen el atrapamiento de radicales, la
interrupcion de la reaccion en cadena de peroxidacion y la formacion de quelatos de iones
metalicos aceleradores de la oxidacion.?® Se debe tener en cuenta que la mezcla de estos
fitoquimicos es la que brinda el efecto antioxidante beneficioso para disminuir el estrés
oxidativo.

Entre estos, los compuestos fenolicos tienen una gran importancia porque presentan
mecanismos complementarios 0 sobrepuestos para neutralizar oxidantes, estimular el
sistema inmune, regular la expresion genica en la proliferacion celular y de apoptosis,
metabolismo de hormonas y efectos antibacterianos y antiviricos y por la neutralizacion de
los radicales libres. Los compuestos fendlicos comprenden una amplia gama de
compuestos antioxidantes, como lo son flavonoides, taninos, antraguinonas y cumarinas.
Los polifenoles que presentan mayor actividad antioxidante son los flavonoides y los
taninos. Los primeros son secuestradores de radicales libres y ademas tienen aplicacion en
la estabilizacion de los alimentos debido a la proteccion contra el proceso de peroxidacion.
La importancia de los taninos se debe a que aumentan la estabilidad de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) interviniendo en la peroxidacion. @” ©® De forma general se observo
que la mayoria de especies vegetales presentaron flavonoides y monoterpenos.

En las Tabla No. 5 y 6 se observa que Phlebodium pseudoaureum, Smilax
dominguensis, Chamadorea tepejilote y Yucca elephantipes fueron las especies vegetales
que presentaron mayor presencia de flavonoides, ya que presentaron resultados positivos en
prueba macrométrica y micrométrica (mayor numero de bandas).

En la Tabla No. 7 se observa que solamente Smilax dominguensis dio resultado
positivo en el ensayo de taninos, mientras que Pimenta dioica solamente dio positivo en la
prueba de cloruro férrico pero no en las pruebas de gelatina y gelatina-sal, indicando que si
no existe precipitado en las ultimas dos pruebas mencionadas no son taninos, ya que éstos
se caracterizan por la propiedad de precipitar proteinas; mientras que la prueba de cloruro
férrico solamente indica compuestos fenolicos pero no la presencia de taninos. ¢4

En la Tabla No. 8 se observa que la mayoria de las plantas posee presencia de

Aceites Volatiles, en especial Ocimun micranthum, Lippia graveolens y Neurolaena lobata.



En el caso de los aceites esenciales el mecanismo funcional antioxidante es por medio de
peroxidacion. 29

En la Tabla No. 9 y No. 10 se observa que solamente Lippia graveolens muestra
presencia de cumarinas en ambas pruebas y Smilax dominguensis presentd un resultado
positivo en la prueba macrométrica pero no fluorescencia en Cromatografia de Capa fina, lo
que da un resultado negativo, debido a la especificidad de la prueba.

En las Tablas No. 11 y 12 se observa que Smilax dominguensis fue la Unica especie
que dio resultado positivo para el ensayo de Antraquinonas, debido a que presento
resultados positivos tanto en ensayo macrométrico y en micrométrico.

En el ensayo de determinacion de Actividad Antioxidante por medio de
Cromatografia en Capa Fina, presentado en la Tabla No. 13 se observa en orden
descendente segln la intensidad de la banda Smilax dominguensis > Pimenta dioica >
Phlebodium pseudoaureum > Ocimum micranthum > Lippia graveolens. El resto de las
muestras no presentaron bandas significativas a la concentracion utilizada en la prueba que
fue de 10mg de extracto/ml. Los antioxidantes presentes en los diversos extractos no
operan en la misma manera inhibiendo al reactivo DPPH, sugiriendo que pueden ser
efectivos frente a otros radicales libres diferentes a este. Para esta prueba se utilizaron como
estandares el &cido galico y el &cido ascérbico debido a que ambos compuestos poseen
actividad antioxidante conocida.

La determinacion de actividad antioxidante de las especies bajo estudio fue
realizada por medio de técnicas macrométricas y micrométricas. La diferencia entre ambas
técnicas se basa en que la primera utiliza un espectrofotometro que determina valores de
absorbancia, dirigiendo el haz de luz de forma horizontal, el cual atraviesa una celda
individual, y ademas el equipo permite establecer la longitud de onda especifica a la cual se
realizaran las determinaciones. El segundo método utiliza un lector de placas ELISA, cuyo
principio se basa en utilizar filtros de longitud de onda especificos, cuyo haz de luz se
dirige en forma vertical atravesando una placa con 96 pozos.

Debido a la importancia, de los compuestos fendlicos mencionada con anterioridad,
se realizo la cuantificacion del contenido de fenoles totales en las especies vegetales. Se

utilizd el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu utilizando acido galico como



compuesto de referencia. Dicho método se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y
tungstato sddico, que reaccionan con cualquier fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotungstico en dxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno
(Wg0O23) y molibdeno (MogO23), siendo proporcional este color al nimero de grupos
hidroxilo de la molécula. @9

El contenido de fenoles totales fue reportado como pg Equivalentes de &cido galico
por miligramo de extracto seco, basandose en la curva de calibracion de &cido galico como
referencia. La forma de reportar dicho contenido indica la cantidad de extracto seco que
produce el mismo efecto que un microgramo de acido galico. EIl &cido gélico es un acido
fenolico presente en especies vegetales, puede encontrarse en su forma libre como
formando parte de taninos.®®  De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla No. 22
se observa que a mayor contenido de compuestos fendlicos mayor sera la actividad
antioxidante; se puede observar que las especies que presentaron mayor contenido de
fenoles fueron Smilax dominguensis, Pimenta dioica y Phlebodium pseudoaureum tanto en
el método macrométrico como en micrométrico. Sin embargo, se observa diferencia en los
valores obtenidos entre ambos métodos debido a que en la técnica macrométrica se
adiciona calor a la muestra para separar los compuestos fenolicos, paso que no se realiz6 en
la técnica micromeétrica. El calor dafiaba las microplacas y producia un precipitado, que en
la lectura de las muestras provocaba, posiblemente una disminucion en la deteccion de los
compuestos fendlicos en dicha técnica. Otro factor importante que debe considerarse es la
longitud de onda a la cual se llevaron a cabo las cuantificaciones. El equipo utilizado no
cuenta con el filtro de la longitud de onda especifico para realizar el ensayo, motivo por el
cual se utiliz6 una longitud de onda menor a la requerida. Debido a este cambio de
longitud de onda, el método micrométrico mostrd resultados menores a los del método
macrometrico.

La determinacion de actividad antioxidante total fue realizada utilizando el reactivo
de 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). EL DPPH se caracteriza por poseer un electrén
desapareado que es un radical libre, estabilizado por resonancia. Por esta propiedad, el



DPPH se utiliza como material de referencia para determinar el poder antioxidante de una
sustancia por captura de radicales libres.’® Para este método los resultados fueron
expresados en base al valor de ICsp, el cual indica la cantidad de extracto seco que puede
disminuir el 50 % del color de una solucion del radical libre DPPH, un valor menor indica
una mayor capacidad antioxidante. En base a lo anterior, en las Tablas No. 18 y 19 se
observa que las especies que presentaron mayor actividad antioxidante total fueron Smilax
dominguensis, Pimenta dioica y Phlebodium pseudoaureum debido a que poseen valores de
ICs0 més bajos.

En la Tabla No. 22 se observa la diferencia que existe entre el método macrométrico
y el micrométrico, estas diferencias pueden ser causadas por las variaciones propias de cada
método, entre las cuales se encuentran la concentracion de la solucion metanolica de DPPH
y la adicién de buffer de acetatos. En el caso del macrométrico se utiliza una concentracion
de solucion de DPPH mayor y se adiciona buffer de acetatos que tiene el objetivo de
estabilizar la reaccion. Por lo anterior los valores presentados en el método macrométrico
suelen ser mayores que en la técnica micrométrica. En algunas mediciones no se observo
una diferencia significativa, debido a que las caracteristicas de la alicuota fueron similares.
Las diferencias observadas en algunos casos se puede deber a variaciones en el peso de la
alicuota, el volumen de reconstitucion y el factor de dilucion.®® Esta metodologia presenta
el mismo problema que el método de cuantificacion de fenoles en cuanto a las diferencias
en longitud de onda a la cual se realizan las mediciones. Se realiz6 un analisis estadistico de
prueba de t de student para muestras emparejadas. El valor de p en el ensayo de fenoles
muestra un valor de 1.40 E*’ el cual es mayor a a (0.05) lo que indica una diferencia
significativa entre el método macrométrico y el micrométrico. La misma tendencia presento
el ensayo de determinacion de actividad antioxidante total donde el valor de p fue de 8.26
E® el cual también es mayor a a (0.05) mostrando que las técnicas macrométrica y
micrometrica no son equivalentes.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa una relacion inversamente
proporcional entre el contenido de fenoles totales con la actividad antioxidante total. Una
muestra que presente un alto contenido de fenoles totales, mostrard un porcentaje de

inhibicion bajo, ya que se requiere una menor cantidad de extracto seco para producir el



50 % de la inhibicion del radical libre (DPPH), y por lo tanto expresa una mayor actividad
antioxidante.

La Tabla No. 22 resume todos los resultados obtenidos en el presente estudio. Las
metodologias utilizadas se encuentran relacionadas con los compuestos fenolicos, ya que
éstos se encuentran presentes en la mayoria de plantas y son los causantes de la actividad
antioxidante. La cromatografia en capa fina de actividad antioxidante permite obtener un
panorama general sobre el comportamiento que presentaran las diferentes especies
vegetales durante las pruebas posteriores sobre actividad antioxidante. El tamizaje
fitoquimico posee la importancia de identificar el tipo de compuesto fenolico presente en
cada especie. El ensayo de determinacién del contenido de fenoles totales permite conocer
la cantidad de compuestos fendlicos presente en cada planta, lo cual esta relacionado
directamente con la capacidad antioxidante (ICso). De acuerdo a los resultados se encuentra
una relacién inversamente proporcional entre la cantidad de fenoles y el ICso. El tamizaje
fitoquimico relaciona la diversidad de compuestos fendlicos con el aumento de la capacidad
antioxidante, ya que cada metabolito posee un mecanismo de accion antioxidante diferente,
gue actuan finalmente de forma sinérgica para disminuir reacciones oxidativas. Lo anterior
es observable en el comportamiento presentado por Smilax dominguensis, la cual present6
la mayoria de compuestos fendlicos, de forma cualitativa y cuantitativa, demostrando que
se requiere una cantidad muy pequefia de extracto seco para llevar a cabo el 50 % de accion
antioxidante. Por el contrario, las especies vegetales sometidas al proceso de maceracién
presentaron los valores mas bajos de todos los ensayos realizados. Esto puede deberse al
proceso de extraccion, la interferencia provocada por la presencia de azucares, la época en

que fueron colectadas las muestras y la manipulacion de las mismas. 7



IX. CONCLUSIONES

1. Las bases de datos mas valiosas en la recopilacion de informacion bibliografica de las
especies vegetales fueron articulos cientificos obtenidos de ELSEVIER, el libro titulado
“Plantas Medicinales de Guatemala” y diversas tesis realizadas en la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia.

2. El mejor solvente de extraccion para Chamadorea tepejilote, Lippia graveolens, Ocimum

micranthum fue etanol al 95 %.

3. El mejor solvente de extraccion para Neurolaena lobata y Smilax dominguensis fue
etanol al 70 %.

4. El mejor solvente de extraccién para Phlebodium pseudoaureum, Pimenta dioica y

Yucca elephantipes fue etanol al 50%.

5. Todas las especies vegetales cumplieron con los pardmetros establecidos para determinar

la calidad fisicoquimica.

6. La especie que presentd mayor porcentaje de rendimiento de extraccion fue Pimenta
dioica. (24. 32%).

7. La mayoria de especies vegetales presentaron flavonoides y monoterpenos, como

metabolitos de interés.

8. Smilax dominguensis fue la especie vegetal que present6 la mayoria de grupos quimicos
clasificados como grupos fendlicos, que fueron flavonoides y antocianinas, taninos, aceites

volatiles y antraquinonas.



9. Cucurbita pepo no presentd ninguno de los grupos quimicos evaluados en tamizaje

fitoquimico.

10. La concentracion de 10 mg/ml es la ideal para establecer la actividad antioxidante por

cromatografia en capa fina.

11. Smilax dominguensis, Pimenta dioica y Phlebodium pseudoaureum presentaron mayor
contenido de compuestos fenolicos y por lo tanto mayor actividad antioxidante, tanto en

ensayos macrometricos como micrométricos.

12. Cucurbita pepo, Annona purpurea y Annona cherimolla presentaron menor contenido
de compuestos fendlicos en el ensayo de cuantificacion de fenoles totales y menor

actividad antioxidante total, tanto en ensayos macromeétricos como micrométricos.

13. Los factores que influyeron directamente en los resultados obtenidos para los métodos
micrométricos y macrométricos se encuentran, la longitud de onda, la concentracion de la

muestra, la concentracion del reactivo, el factor de dilucién y la adicion de calor.

14. Existe una relacion inversamente proporcional entre el contenido de fenoles totales y el

valor de ICsp.

15. Smilax dominguensis presenté mayor actividad antioxidante en comparacion a las otras

especies estudiadas debido a la diversidad y contenido de compuestos fendlicos.

16. La preparacion de los extractos puede influir en los resultados, ya que las especies
trabajadas por medio de maceracion cinética presentaron menor actividad antioxidante en
comparacion con las especies cuyos extractos vegetales se obtuvieron por concentracion a

presién reducida.



17. Smilax dominguensis, Pimenta dioica y Phlebodium pseudoaureum son las especies
mas promisorias para ser utilizadas como fuente para el desarrollo de nutricéuticos de

acuerdo a los resultados de actividad antioxidante.



X. RECOMENDACIONES

1. Consultar revistas cientificas para obtener informacién actualizada sobre el tema de

antioxidantes.

2. Comparar los resultados de actividad antioxidante de extractos vegetales con un estandar

sintético utilizado en la industria como preservante, como el BHT y BHA.

3. Implementar diferentes técnicas de analisis de actividad antioxidante, con un mecanismo
de accion diferente al secuestro de radicales libres, como peroxidacion de &cido linoleico o

reduccion de hierro.

4. Utilizar otro método de extraccion al trabajar frutos frescos, como extraer la pulpa en
etanol al 60% y después evaporar en rotavapor.

5. Unificar el peso de las alicuotas y el volumen de reconstitucion de los extractos secos
para disminuir la variacién de los resultados en los ensayos de determinacion del contenido

de fenoles totales y la determinacion de actividad antioxidante.

6. Realizar la determinacion de absorbancias a la longitud de onda adecuada en los métodos
micrométricos para la cuantificacion del contenido de fenoles totales y actividad

antioxidante total.

7. Continuar con el estudio de actividad antioxidante por medio de técnicas de aislamiento

para identificar los metabolitos secundarios responsables de dicha actividad.

8. Evaluar el uso de Smilax dominguensis, Pimenta dioica y Phlebodium pseudoaureum

como preservantes de productos cosméticos y alimenticios.



9. Realizar estudios complementarios para evaluar el uso Smilax dominguensis, Pimenta
dioica y Phlebodium pseudoaureum como posibles nutricéuticos, para brindar una opcién

fitoterapéutica para reducir el estrés oxidativo y mejorar la salud de la poblacion.
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