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“DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO DE
COMPUESTOS FENOLICOS DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL RIZOMA
DE Smilax purhampuy R.”

Autor: Carolina Fernanda Matute Jimbo
Arlu Isabel Tello Mayorga

Tutora: Q.F Pilar Soledispa Cafiarte, MSc.

RESUMEN

El presente trabajo de titulacion tiene como propoésito determinar de la capacidad
antioxidante del extracto etandlico del rizoma de Smilax purhampuy R. Los
extractos etandlicos y los métodos de evaluacion de la actividad antioxidante “In
Vitro” fueron realizados en el laboratorio de medicamentos de la Facultad de
Ciencias Quimicas. En esta investigacion se emplearon distintos métodos:
Método Folin-Ciocalteu, Método DPPH (2,2- difenil-1- picril hidracilo ), Método
FRAP(Ferric Reducing Antioxidant Power), (ABTSe+) acido 2,2’- azinobis (3-
etilbenzotiazolin )-6- sulfénico: se obtuvo como resultado en la determinacion de
fenoles totales un promedio de 2,73 mg/mly una DS de 0,05 mg/ml con un R?>
0,99. La determinacion de flavonoides totales obtuvo un promedio de 0,55 mg/ml
y una DS de 0,02 mg/ml con un R? > 0,99. En la actividad ferroreductora existe
una tendencia al aumento de la capacidad antioxidante por FRAP, en el método
DPPH existe una tendencia al aumento en la capacidad de inhibicion de dicho
radical y se presentan diferencias significativas en los porcentajes de inhibicion
del radical ABTS.

PALABRAS CLAVE: Capacidad, antioxidante, rizoma, Smilax purhampuy R.
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ABSTRACT

The purpose of this titration work is to determine the antioxidant capacity of the
ethanol extract of the rhizome of Smilax purhampuy R. The ethanolic extracts
and the methods of evaluation of the antioxidant activity "In Vitro" were carried
out in the medicine laboratory of the Faculty of Chemical Sciences Different
methods were used in this investigation: Folin-Ciocalteu Method, DPPH Method
(2,2-diphenyl-1- picril hydracil), FRAP Method (Ferric Reducing Antioxidant
Power), (ABTS e +) 2,2"-azinobis acid ( 3- Ethylbenzothiazolin) -6-sulfonic acid:
an average of 2.73 mg / ml and a DS of 0.05 mg / ml with an R2> 0.99 were
obtained in the determination of total phenols. The determination of total
flavonoids obtained an average of 0.55 mg / ml and a DS of 0.02 mg / ml with an
R2> 0.99. In the ferroreductive activity there is a tendency to increase the
antioxidant capacity by FRAP, in the DPPH mpetode there is a tendency to
increase the inhibition capacity of said radical and there are significant differences

in the percentages of inhibition of the ABTS radical.

KEYWORDS: Capacity, antioxidant, rhizome, Smilax purhampuy R.



INTRODUCCION

El amplio estudio de la actividad antioxidante de plantas es reconocido por
el conocimiento cientifico por su gran importancia en beneficios claros para la
salud de la poblacion. Los beneficios de una actividad antioxidante van desde
prevencion hasta tratamiento de algunas enfermedades como enfermedades del
pulmén, cerebro, corazdn, 6rganos sumamente sensibles al dafio oxidativo (1). A
nivel de prevencion de enfermedades cuenta la dislipidemia, obesidad,

enfermedades cerebrovasculares , anginas de pecho , entre otras (2).

La especie Smilax purhampuy es una planta con insuficiente informacién
referente a sus usos medicinales, el presente trabajo esta relacionado a base de

estudios con variables semejantes de otras especies del género Smilax.

El origen de la planta del Smilax es del Amazonas, reconocida por multiples
propiedades curativas y para tratamiento de enfermedades como inflamaciones
intestinales y estomacales, artritis, gastritis crénica, ayuda a desinflamar la

prostata, eliminacidon del exceso de colesterol, triglicéridos y quistes.

La composicion quimica de Smilax es descrita por otras especies los
compuestos presentes: flavonoides, sapondsidos esteroideos, polifenoles,

estigmasterol y taninos.

La capacidad antioxidante puede ser medida por varios compuestos uno de
ellos son los polifenoles que cuentan con una capacidad antioxidante encontrado
en diversas plantas medicinales. Los polifenoles en su estructura cuentan con
uno varios grupos hidroxilos en union a un anillo aromatico (3). En el grupo de
polifenoles se diferencian el &cido benzoico, cinndmico, cumarinas, fenoles

simples, taninos, flavonoides y lignanos (1).



La medicién de la actividad antioxidante se clasifica en medios in vitro, ensayo
del &cido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (la técnica del 2,2-difenil-
1-picril hidracilo (DPPH) (ABTSe+); ensayo de eliminacion de peréxido de
hidrégeno; de potencia férrica antioxidante reductora (FRAP), entre otros) y
métodos in vivo GSH)( Glutation-S-transferasa) estimacion de la glutation
peroxidasa; (capacidad férrica reductora del plasma; estimacion de glutation
reducido, (etc.) (4).

Entre los métodos mas utilizados se encuentran los siguientes:

e Las siglas FRAP eninglés (Ferric Reducing Antioxidant Power)
(Benzie y Strain 1996) es el andlisis del poder antioxidante de
reduccion utilizado para medir la capacidad de reducir del ion férrico que
contiene el plasma, con el objetivo de medir su estado antioxidante, aun asi sirve

como una determinacién de antioxidantes en plantas (5).

e EI método del 2,2-difenil-1-picril hidracilo (DPPH): es un método
espectrofotometro se caracteriza por incluir el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo como
radical libre. Este método presentara cambio de coloraciéon de morado a amarillo
y se reflejara una reduccion de la absorbancia de la reaccion. Por el motivo de
que el DPPH se une con una sustancia donadora de hidrogeno y la
concentracion del mismo se presenciara de forma reducida DPPH-H con un
monitoreo a nivel espectrofotométrico a 517 obteniendo resultados a nivel de su
concentracion para la determinacibn de parametros de propiedades

antioxidantes (6).

e Los resultados de los estudios se presentan como el valor de la
concentracion maxima de la media inhibitoria (ICso), sefialando la cantidad de

antioxidante requerida para la reduccion de la concentracion inicial de DPPH al



50 %. Calculando este valor y realizando graficas al por ciento de inhibicién en

contra del concentracion del extracto (7).

o Otra de las técnicas empleadas para medir la capacidad antioxidante de
un material biolégico es el ABTSe+ (Ensayo del &cido 2,2’-azinobis
(3- etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) siendo Util esta técnica para extractos de
frutas, compuestos y verduras de naturaleza hidrofilica o lipofilica. Implica el
(ABTSe+), un compuesto coloreado de origen radical, dando similitud
a especies que reaccionan como nitrégeno y oxigeno ; y en existencia de un
antioxidante dirige a la desaparicion de este radical coloreado; dicho radical es
producido a partir de su precursor el acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS) (8). La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto
en muestras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado

en cada caso (9).



CAPITULO | PROBLEMA

[.1 Planteamiento del problema

Los antioxidantes son un grupo de sustancias quimicas que tienen la
capacidad de retardar el proceso oxidativo bioquimico dentro del organismo,
pues son ellos quienes soportan el atague proveniente de los radicales libres y
limitan la velocidad de propagacion, mediante el aumento de la defensa natural

de las células y prevenir la oxidacién de biomoléculas (10).

Muchos investigadores han sefialado que los polifenoles presentes en plantas
son antioxidantes eficientes, con una actividad mas potente que las vitaminas.
En los dultimos afios el interés en los polifenoles se ha incrementado

especialmente en nutriélogos, epidemidlogos y en la industria de alimentos (11).

La zarzaparrilla (Smilax aspera) se encarga de tratar enfermedades de la piel,
depurar la sangre, bajar el colesterol y atender a enfermedades respiratorias, por
su gran capacidad antioxidante es usado como diurético natural que ayuda a
controlar el peso y eliminar toxinas del cuerpo contribuyendo a mejorar la salud

del consumidor (6).

Existen diversos estudios sobre la capacidad antimicrobiana, antioxidantes
antidiuréticas y anti fangicos de varias especies de la familia Smilacaceae (12),
sin embargo no se han realizado estudios que comprueben la capacidad

antioxidante del Smilax purhampuy R.



[.1.1 Formulacion del Problema

¢, Presentaran los extractos provenientes del rizoma Smilax purhampuy R. la

capacidad antioxidante por diferentes ensayos in vitro (DPPH, FRAP y ABTSe+)?

[.2 Justificacién e Importancia

La presencia de radicales libres en nuestro organismo es inevitable de manera
gue participa en funciones fisiologicas importantes inclusive esta presente en el
ambiente no obstante si existe una sobrecarga de estos elementos puede ser
perjudicial para la salud humana causando multiples efectos como
oxidacion, peroxidacion de lipidos, proteinas desnaturalizadas, alterando el

ADN, inactivan enzimas, interfiriendo con la inmunogenicidad (13).

Los antioxidantes son sustancias que inhiben o retardan el proceso oxidativo,
cuya actividad podria deberse a sus componentes poli fendlicos la familia
del Smilax en general presenta en su estructura quimica compuestos poli
fendlicos, el estudio presente dara un enfoque importante en la especie
de Smilax purhampuy R. teniendo en cuenta que no existen estudios de este

género con esta propiedad antioxidante (10).

El estudio acerca de la capacidad antioxidante de las plantas en general
plantea nuevos caminos para futuras investigaciones sobre los posibles

beneficios que estas especies estarian aportando a la salud humana (10).

Desde el punto de vista social las plantas son de vital importancia porque
pueden ser consumidas como alimentos o utilizadas para aliviar problemas de
salud y proporcionando bienestar sobre todo a las personas de bajos recursos

econdémicos (13).



[.3 Hipotesis

El extracto etandlico del rizoma de Smilax purhampuy R. presenta actividad

antioxidante debido a su contenido de compuestos fendlicos.

I.4 Objetivos
[.4.1 Objetivo general

Determinar la presencia de compuestos fenélicos y su capacidad antioxidante

en el extracto etandlico del rizoma de Smilax purhampuy R.

[.4.2 Objetivos especificos

e Evaluar el contenido de compuestos fendlicos en el extracto etandlico del
rizoma de Smilax purhampuy R. por su posible accion antioxidante.

e Confirmar la actividad antioxidante del extracto etandlico del rizoma del
Smilax purhampuy R. mediante tres ensayos in vitro (FRAP, DPPH y ABTS).



I.5 Operacionalizacién de las variables

Tabla I. Conceptualizacion e indicadores de las variables.

TIPOS CONCEPTUALIZACION INSTRUMENTO |INDICADOR
VARIABLES
Método: Porcentaje de
. . Inhibicion del
Accion que ejercen DPPH
. . radical y (1Cso)
Actividad ciertas sustancias ABTS
PEPENDIERTE antioxidante | duimicas para Actividad
contrarrestar la reaccién ferroreductora
en cadena que generan FRAP (miliequivalent
los radicales libres. es)
Los compuestos
fendlicos poseen una
estructura quimica
_ Método de .
Compuestos |adecuada para ejercer Concentracion
. , . Folin- Ciocalteu
fendlicos una accion antioxidante mg/mL
actuando como
captadores de radicales
INDEPENDIENTE libres.
Método
colorimétrico de
Constituyen un amplio |tricloruro  de
grupo de los compuestos | Aluminio
_ fendlicos y son Concentracion
Flavonoides

procedentes del
metabolismo secundario
de los vegetales, actuan
protegiendo las células

del organismo.

mg/mL

Fuente: Autores




CAPITULO Il MARCO TEORICO

II.1 Antecedentes de la investigacion

La especie S purhampuy es una planta con insuficiente informacion referente
a sus usos medicinales, el presente trabajo esta relacionado a base de estudios

con variables semejantes de otras especies del género Smilax.

La familia Smilacaceae es muy amplia en sus especies, tiene alrededor de
mas 250 especies de lianas, arbustos y hierbas engendradas en zonas
subtropicales y trépicos de distintos hemisferios con sus respectivas extensiones
(14).

Segun Parrales y Villamar (15) en su trabajo de titulacion en el 2018 sobre el
Estudio farmacognostico y fitoquimico preliminar de las hojas de Smilax
purhampuy R. destacaron la presencia de metabolitos secundarios con una
posible funcién a nivel farmacoldgico y antiinflamatorios presenciados entre los

parametros fisicos, quimicos y del screening fitoquimico.

Otros estudios realizados en el afio del 2018 en la Universidad de Guayaquil
en Ecuador sobre Smilax china fueron claves para la eleccion de extractos
cuando exista una determinacién de metabolitos que se encuentren en las hojas
como en los rizomas, son Utiles 3 diferentes extractos como el acuoso, etéreo
,etandlico, presenciaron mayor cantidad de compuestos en mayor porcentaje en

el extracto etandlico (16).



[I.2 Familia Smilacaceae

Nombre cientifico: Smilax purhampuy R.

En 1799 se describié la familia Smilacaceae por Ventenat, basandose en el
género Smilax L. radicado en la regiébn Neotropical. Representados por arbustos
trepadores de un solo género llamado Smilax alrededor de sus 250 especies a
nivel mundial contando con 26 especies; suele confundirse con el género
Dioscorea una diferencia representativa es la base de sus hojas, por ser

decurrente al 4pice del peciolo (12) (17).

Smilax aristolochiaefolia Mill., S. febrifuga Kunth, S. ornata fueron las primeras
especies registradas de la familia Smilacaceae utilizados desde la antigiedad en
distintos campos, artesania, industria alimenticia y medicina de manera principal

las especies de S. regelii Killip & Morton, S. spinosa, y S. domingensis (17).

Smilax es atribuida a varios nombres utilizados comiUnmente como
zarzaparrilla'y bejuco de la vida. La planta es util para enfrentar una enfermedad
de transmision sexual muy nombrada como el sifilis, en la industria alimenticia

a nivel de exportacion de Europa es utilizada como saborizante (17).

[1.2.1 Morfologia de la familia Smilacaceae

Ferrufino sefiala que las especies de Smilax se identifican por sus diferencias
morfologicas con sus hojas glabras, simples, alternas, bejucos lefiosos o
herbaceos, dioicos de pequefia y mediana longitud, sus frutos son bayas en
forma de globos, con distintos tamafios entre los bejucos de la misma especie
(18).



[1.2.2 Descripcion botanica

Figura 1. Rizoma Smilax purhampuy R.

Fuente: Argadofia (2019)

Las plantas de la familia Smilacaceae regularmente su presentacion es de
bejucos trepadores lefiosos cuentan con rizomas tuberosos, sus hojas y tallos se
forman como aguijones. Sus hojas pueden ser de varias maneras como simples,
alternas apecioladas, opuestas pueden tener de 3 a 9 nervios. Sus tipos de flores
son unisexuales, pequefas, axilares, solitarias ,6 tépalos libres o juntos en un
tubo, 6 estambres con filamentos. Las anteras son biloculares y el ovario es
supero. Su fruto es una baya con 1 a 3 semillas. Las especies de la familia
Smilacaceae suelen confundirse de una manera muy facil con el género
Dioscorea debido a su gran similitud de los aguijones y tallos. No obstante existe
una desigualdad muy apreciable en la base de las hojas de Smilax es decurrente
al 4pice del peciolo con zarcillos que nacen de la base del peciolo de la hoja (12)
(a7).

[1.2.3 Habitat

El género Smilax cuenta con un alrededor de 300 especies asignadas en las

regiones templadas y tropicales en ambos hemisferios (21).
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[1.2.3.1 Distribucién

La familia Smilaceae cuenta con diferentes criterios en su sistemética. Segun

Judd et al (21) existen Unicamente dos géneros Smilax y Ripogonum. Ferrufino

Acosta 'y Gomez —Laurito (2004) reportan para los tropicos a los géneros Smilax

L. y Heterosmilax Kouth —Segun Huft el género Heterosmilax esta distribuido en

el sudeste de Asia, y salvo una especie del

género Luzariaga en Perq,

solamente el género Smilax se encuentra en la region Neotropical (21).

Tabla Il. Distribucion geografica de Smilax purhampuy R.

Nombre

cientifico

Pais/area

Orden

Familia

Género

Especie

Smilax
febrifuga
Kunth

Peru

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Peru

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Nicaragua

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Colombia

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Bolivia

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Ecuador

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy
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Smilax
purhampuy

Ruiz

Costa
Rica

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Honduras

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Venezuela

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

Smilax
purhampuy

Ruiz

Brasil

Liliales

Smilacaceae

Smilax

purhampuy

[1.2.4 Origen.

Esta planta es originaria del Amazonas, notable por varias

propiedades

tanto

Fuente: Guambo (2016)

terapéuticas como curativas,

artritis,

de sus

inflamaciones

intestinales y estomacales la supresion del exceso de colesterol, triglicéridos,

desinfeccion de la prostata, gastritis cronica y quistes (23).

Fern dio a conocer que la lista de verificacion mundial de plantas habia

atribuido el nombre indicado para la especie Smilax febrifuga como Smilax

purhampuy R. a pesar de que al principio las autoridades seguian nombrando S.
febrifuga (23) (24).
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[1.2.5 Clasificacion taxon6émica.

Tabla lll . Clasificacién taxondmica de Smilax purhampuy R.

Clase Equisetiopsida C. Agardh

Subclase Magnoliidae Novackk ex. Takht.
Superorden Lilianae Takht

Orden Liliales Perleb.

Familia Smilacaceae Vent.
Género Smilax L.

Especie purhampuy Ruiz

Nombre cientifico Smilax purhampuy Ruiz
Nombre vulgar Zarzaparrilla

Fuente: Guambo (2016)

[1.2.6 Composicién Quimica

Los principales componentes encontrados y compartidos por la mayoria de
las especies del género son las saponinas esteroidales, fitoesteroles y
triterpenoides. La quimica de Smilax ha sido descrita para otras especies las
cuales contienen saponésidos esteroideos, flavonoides, polifenoles vy
estigmasterol, esta publicacion demuestra que la tintura 50% contiene

flavonoides, saponinas, cumarinas, lactonas sesquiterpénicas y taninos (12).
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[1.3 Método para determinacion de polifenoles totales

[1.3.1 Método De Folin- Ciocalteu

El contenido de fenoles totales fue determinado por el método Folin-
Ciocalteu, donde el reactivo, al reaccionar con los compuestos fendlicos
presentes en una preparacion, da lugar a un complejo de color azul que exhiben
un maximo de absorcion a 765 nm, lo cual permite su cuantificaciébn por

espectroscopia UV/visible y se expresan en equivalentes de acido galico (25).

~~--——

do&mlnu
(O)—on Reactivo de Folin
W+, Mo+
13248 ke et
cu2+
»

-CuN-C—ﬁ—N—
OH RO
COmpHOCu“-protdm Reacﬂvodo Folin
en medio alcalino
(color azul pélido) (vv'+ Mo®*)
(color azul)

Figura 2. Reaccion del Ensayo Folin-Ciocalteu

Fuente: Maugeri (2017)

El reactivo principal del ensayo consiste en una mezcla de &cidos
fosfomolibdico y fosfotungstico de color amarillo llamado Reactivo de Folin-
Ciocalteu por lo que se producen iones de molibdato y tungsteno, a partir de la

mezcla de ambos acidos.
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En la actualidad los iones de molibdato han sido considerado por su
funcionamiento como los mejores agentes reductores, debido a que existe una
gran cantidad de estos iones. Se ha considerado como una requisito que la
reaccion de debe llevar a cabo con un (pH 10) con el objetivo de que se genere
un ion felato, el mismo que se reduce a FC mediante una reaccion de tipo
oxido/reduccion, provocando la formacioén de un complejo de Mo(V) que presenta
una coloracion azul cuya absorbancia se mide a una longitud de onda de 765 nm
(27).

-

Oy -OH 0. 0 0. 0
-
- — |
- My
HO OH HO” N “NoH HO Tf OH
DH O 0'
NOH ™ o H
- o) ~

\/ N
/ME\ Mo
o 0 O///’ AN

Figura 3. Reaccion entre el acido gélico y el reactivo de FC.

Fuente: Mufioz (2017)

1.4 Método para determinacién de flavonoides

[1.4.1 METODO COLORIMETRICO DEL TRICLORURO DE ALUMINIO

El contenido de flavonoides totales se determina por el método colorimétrico
del tricloruro de aluminio, donde dichos compuestos reaccionan con el reactivo,
produciendo un complejo de color amarillo que posee un pico de absorcion de
luz a 420 nm, y se expresan como mg equivalentes de quercetina (QE)/g de EEP
(28).
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El cation de aluminio forma complejos estables con flavonoides en metanol,
gue se producen en el analisis espectrofotométrico un desplazamiento hacia

longitudes de onda mayores y una intensificacién de la absorcion. (29).

1.5 Métodos de evaluacién de la actividad antioxidante “In Vitro”

[1.5.1 Método ABTS

Ensayo del acido 2,2’- azinobis (3- etilbenzotiazolin )-6- sulfonico (ABTSe+):
es una técnica que se usa para medir la capacidad antioxidante de un material
biolégico, compuestos puros o0 extractos de frutas y verduras de naturaleza
hidrofilica o lipofilica. Involucra un compuesto coloreado de origen radical
(ABTSe+), con la finalidad de simular especies reactivas de oxigeno y nitrogeno,
de esta manera la presencia del antioxidante conduce a la desaparicion de este
radical coloreado; dicho radical se genera a partir de un precursor el acido 2,2’-
azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6 sulfénico (ABTS). El radical catidnico obtenido es
un compuesto de color verde- azulado, estable y con un espectro de absorcién
en el UV- visible (734 nm) (30)(31)(9).

La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras
hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada caso

(9).
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Figura 4. Estructura quimica del ABTS.

Fuente: Londofio (2015)
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[1.5.2 Método FRAP

El analisis del poder antioxidante de reduccién férrica (FRAP de sus siglas en
ingles Ferric Reducing Antioxidant Power) fue introducido por (Benzie y Strain
1996) para estimar la capacidad de reducir el ion férrico que contiene el plasma,
como medida de su estado antioxidante, sin embargo, se ha utilizado para el

ensayo de antioxidante en plantas (5)(33).

Este método determina la cantidad del cation férrico (Fe®*) que se reduce a
ferroso (Fe?*) en presencia de un agente a complejante, el denominado TPTZ
(2,4,6- tri(piridil)-1,3,5-triazina) (34).

El complejo de TPTZ y el Fe3* actllan con las sustancias antioxidantes dando
como producto un ion complejo de Fe?* TPTZ y sus sustancias oxidadas. Este
ion complejo [Fe(TPTZ)2]** resultante es de color azul intenso y tiene una

absorcion maxima a 593 nm (4).

Fe™*-TPTZ

Figura 5. Método FRAP.

Fuente: Londofio (2015)
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[1.5.3 Método DPPH

La técnica del 2,2- difenil-1- picril hidracilo (DPPH) segun (35)(34) es un
método espectrofotometro que se caracteriza por emplear el 2,2- difenil-1-
picrilhidrazilo como radical libre. Al unirse una solucion de DPPH con una
sustancia que puede donar atomos de hidrogeno la concentracion del DPPH

disminuye mientras aparece la forma reducida DPPH-H (36).

Como consecuencia ocurre un cambio de coloracion de morado a amarillo y
disminuye la absorbancia de la reaccion. El cambio de color es monitoreado
espectrofotométricamente a 517 nm y es utilizado para la determinacion de los

parametros de las propiedades antioxidantes (37).

Los resultados pueden expresarse de diferentes formas, la mayoria de los
estudios son expresados como el valor de la concentracion maxima de la media
inhibitoria (ICs0), lo que indica la cantidad de antioxidante necesaria para
disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%. Este valor se calcula

graficando el porciento de inhibicion contra la concentracion del extracto (7).

NO>

O NO2

Figura 6. Estructura quimica del radical libre metaestable DPPH.

Fuente: Londofio (2015)
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I1.6 Actividad antioxidante

Un antioxidante es una molécula que esta presente en ciertos alimentos se
encarga de inhibir la degradacion oxidativa de otras moléculas y efectos dafinos
en el funcionamiento fisiologico del cuerpo (1). Principalmente un antioxidante
tiene la capacidad de reaccionar con radicales libres, un radical libre es una
molecula que tiene uno o0 mas electrones no apareados en su orbital provocando
una reaccion muy elevada que tiene la capacidad de actuar en los sistemas
biologicos produciendo cambios en la composicion quimica que causa la

destruccion de las celulas (1).

Segun (38) los antioxidantes bioldgicos se refieren a que cuando un sustrato
oxidable est4 en comparacion frente a cualquier compuesto que se encuentre en

menor concentracion, es capaz de retrasar o impedir la oxidacion del sustrato.

Las funciones antioxidantes implican:

e Reduccion del estrés oxidativo.

e La proteccion del ADN contra diversas mal formaciones que pueden
causar la muerte.

e Otros parametros que causan el dafo celular.

Segun (39) los estudios epidemioldgicos demostraron la capacidad de los
antioxidantes para contener los efectos de la actividad de las especies reactivas
del oxigeno y disminuir la incidencia de cancer y otras enfermedades
degenerativas. Sin embargo, principalmente en la accién sostenida de los
radicales libres, la capacidad del sistema de defensa contra las especies

reactivas de oxigeno (ROS) se puede exceder, lo que lleva a la aparicién de

19



diversas enfermedades. Los primeros sistemas de defensa antioxidante contra
el dafio oxidativo son aquellos que impiden la presencia de especies reactivas

de oxigeno ROS y los que inhiben, atrapan los radicales que se desarrollan.

Para reaccionar frente a los radicales libres, segun (39) ellos pueden usar

varios mecanismos:
» Estabilizar los antioxidantes primarios creando un ambiente acido.
* Regeneracion de antioxidantes primarios mediante donacion de hidrogeno.
+ Cationes de metales de transicion pro-oxidantes quelantes.

* Apagando el oxigeno molecular.

[1.6.1 Compuestos con actividad antioxidante

11.6.1.1 Polifenoles

Los poli fenoles son compuestos de origen vegetal presentes en los alimentos
con potentes propiedades antioxidantes, son el grupo mas extenso de sustancias

no enérgicas (40).

Los compuestos fendlicos pueden mejorar la salud y disminuir la incidencia de
enfermedades cardiovasculares. Las Ultimas investigaciones han demostrado
gue los poli fenoles pueden tener capacidad antioxidante con potenciales
beneficios para la salud (40).

La actividad antioxidante de muchas plantas se debe al alto contenido de
compuestos fendlicos los cuales son potentes secuestradores de especies
reactivas de oxigeno, aquellos radicales son resultado del metabolismo celular
causando dafio oxidativo a la célula, relacionado a una amplia lista de
enfermedades inflamatorias ,enfermedades como la artritis, ateroesclerosis y

cancer (41).
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Los poli fenoles disminuyen los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y nitrégeno (NOS) a través de la donacion de un atomo de hidrogeno para

formar un radical fenoxilo menos dafiino para las células (42).

Se ha demostrado lo utiles que son los poli fenoles para prevenir el cancer
debido a su efecto anti proliferativo sobre el ciclo celular de células tumorales
que ha sido ampliamente demostrada in vitro, pueden ejercer un efecto real en
la prevencién de esta patologia mediante su inhibicion del dafio oxidativo del
ADN (43).

11.6.1.2 Flavonoides

Segun (44) los flavonoides pertenecen a un grupo de compuestos naturales
la estructura basica C6-C3-C6, esta constituido por dos anillos aromaticos
llamados A y B estan unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no
formar un tercer anillo heterociclico es llamado anillo C. El anillo A usualmente
muestra funciones oxigenadas en las posiciones C-5 y C-7, en el anillo B las
funciones oxigenadas se observan con mas frecuencia en las posiciones C-3'y
C-4'. No obstante, practicamente cualquier tipo de sustitucién ha sido observada

en ambos anillos.

Figura 7. Estructura quimica general de los flavonoides.

Fuente: Cuesta (2015)
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Los flavonoides son uno de los grupos mas abundantes la mayoria de
sustancias bioquimicas se encuentra en las plantas y constituyen un amplio
grupo de compuestos fenolicos procedentes del metabolismo secundario de los
vegetales, son pigmentos naturales presentes en los vegetales han demostrado
un amplio espectro de beneficios para la salud potencial, se les atribuye, su
efecto antioxidante prevencion de enfermedades génica, antinflamatorio,
cardiovascular y su capacidad para inhibir diversos procesos enzimaticos

relacionados con el sistema vascular.

El consumo de flavonoides en una dieta basada en plantas puede ser varias
veces mayor que el consumo de otros fotoquimicos y vitaminas, incluyendo el
acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) o carotenoides. El
organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras,
por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos
(45).

Los flavonoides presentan una gran diversidad de efectos biologicos, sin
embargo, tienen la capacidad de disminuir la fragilidad capilar y son conocidos
por su efecto antioxidante. Muchos flavonoides reaccionan con los radicales
libres para prevenir las degradaciones asociadas a su intensa actividad sobre los
fosfolipidos de las membranas, por lo que se les considera como excelentes
antioxidantes. Su poder antioxidante ha difundido su empleo como preventivo en
afecciones cancerigenas. Adicionalmente, se les ha asociado con efectos

hepatoprotectores, antiinflamatorios y diuréticos (46).

Segun (47) los efectos farmacoldgicos mas aplicados de los flavonoides son
el antioxidante y aquellos que aumentan la resistencia y disminuyen la

permeabilidad en venas y capilares.

[1.7 Clasificacion de los Polifenoles

Segun (48) existen mas de 8000 variantes estructurales, su caracteristica
estructural general es la presencia de anillos aromaticos, con uno 0 mas restos

hidroxilo. Los polifenoles se dividen en varias clases de acuerdo con el nUmero
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de anillos fendlicos que contienen y a los elementos estructurales que se unen
entre ellos. Hay 6 grandes grupos: acidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicinAmico), estilbenos, lignanos, alcoholes

fendlicos y flavonoides.

11.7.1 Acidos fenélicos:

Son compuestos organicos poli fendlicos no flavonoides se encuentran
divididos en dos tipos principales, derivados del acido benzoico y derivados del
acido cinamico. Muchas frutas y verduras contienen muchos acidos fendlicos
libres, en granos y semillas se encuentran son a menudo en la forma unida, se

encuentran en casi en todos los alimentos de origen vegetal (49).

I1.7.2 Estilbenos:

Es un hidrocarburo aromatico, de formula Ci1sHi12, a esta familia pertenecen
los polifenoles naturales presentes en muchas familias de plantas superiores, los
podemos encontrar en cantidades bajas en la dieta humana. ElI mas
representativo es el resveratrol de la uva, su funcién natural es la de proteger a
la planta de infecciones por hongos, actia como un antibiético natural, destacan

también su poder antioxidante y antiinflamatorio (50)(51).

[1.7.3 Lignanos:

Estan presentes generalmente en forma libre, aunque también existen
derivados glicosidos. Son un quimico natural de muchas semillas considerados
como hormonas de las plantas, la principal fuente dietética es la semilla de lino
pudiendo llegar hasta los 3.7 g/kg de peso seco de secoisolariciresinol
diglucésido (SDG) segun la variedad (52).
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El consumo de SDG puede proteger contra el desarrollo de enfermedades
cronicas, como enfermedades cardiovasculares. Se describe otros efectos
muestran una amplia gama de funciones biologicas, incluidas actividades
estrogénicas y cardioprotectores débiles, asi como pro piedades

antiestrogénicas, antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas (53).

I1.7.4 Alcoholes fendélicos

Los principales alcoholes fendlicos son Tirosol (4-hidroxifeniletanol) e
hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol) y se encuentran en mayor proporcion en
el aceite extra virgen de oliva con un porcentaje de fenoles totales aproximado
del aceite comercial es de aproximadamente (180 mg/kg), el Tirosol también lo
podemos encontrar en vinos tintos, blancos y en cerveza. Mientras que
hidroxitirosol lo encontramos en el vino tinto. Se ha descrito actividad protectora
frente a la colitis y como un antioxidante puede proteger las células contra el
dafio debido a la oxidacién (54)(55).
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Figura 8. Estructura quimica basica de las principales clases de polifenoles.

Fuente: Lizarraga (2018)
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CAPITULO lll MATERIALES Y METODOS

[11.1 Metodologia de la investigacion

[Il.1.1 Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacién es de tipo explicativo, experimental

cualitativo-cuantitativo.

Experimental: Se evaluara la actividad antioxidante y compuestos fendlicos “in

vitro” del extracto etandlico del S. purhampuy R.

[11.1.2 Etapas de la investigacion

El mismo se realizara en dos etapas, estas se desarrollaran de la siguiente

manera.

La primera etapa del desarrollo de este trabajo de investigacion se realizara

los siguientes analisis:

e Determinacion de compuestos fendlicos:
- Fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu.

- Flavonoides totales por el método colorimétrico del tricloruro de aluminio.

La segunda etapa consta de:

e Determinacion de la actividad antioxidante:
Método DPPH
Método FRAP

Método ABTS
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[11.1.3 Poblacién y Muestra

En esta investigacion se recolecto6 el rizoma de la planta cuyo nombre comun
es Zarzaparrilla (S purhampuy R.) se recolecto en la provincia Francisco de

Orellana en el mes de Junio y Agosto del afio 2019.

La especie vegetal se identific6 en el herbario de GUAY de la Facultad de
Ciencias Naturales en la Universidad de Guayaquil en el cual se obtuvo la

siguiente clasificacion taxonémica.

Clase: Equisetiopsida C. Agandh

Subclase: Magnolidae Novak ex. Takht.
Superorden: Lilianae Takht.

Orden: Liliales Perleb.

Familia: Smilacaceae Vent.

Género: Smilax L.

Nombre cientifico: Smilax cf. Purhampuy Ruiz

Nombre vernaculo: Zarzaparrilla

I11.1.4 Criterio de inclusiéon

Rizomas frescos y enteros.

[11.1.5 Criterio de exclusién

Rizomas descompuestos y secos.
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[11.2 Materiales, reactivos y equipos

I11.2.1 Materiales

>

>

Micropipetas de 5-1000 pL

Tubos de ensayos

111.2.2 Reactivos

vV Vv Vv ¥V ¥V ¥V V¥V ¥V ¥V ¥V V¥V V¥V VYV V V V VY

Acetato de sodio anhidro

Acido acético (99,7 %)

2,4,6-Tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Aldrich)

Acido cloridrico (37 %)

FeCls

FeSOa4 x 7 H20 (sustancia de referencia)

Acido ascorbico (99 % pureza, Aldrich) (sustancia de referencia)
DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidracilo) (Sigma)

Etanol absoluto calidad para analisis

Acido ascoérbico (99 % pureza, Aldrich) (sustancia de referencia)
Trolox (sustancia de referencia)

ABTS (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico)
Persulfato de potasio

Etanol al 96 %

Acido ascorbico (99 % pureza, Aldrich) (sustancia de referencia)
Acido galico (Sustancia de referencia)

Reactivo de Folin — Ciocalteu
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Carbonato de Sodio (7,5 %)
Quercetina (Sustancia de referencia)

Tricloruro de aluminio al 10%

vV V VvV V

Acetato de Potasio (CH3CO:2K)

[11.2.3 Equipos

» Espectrofotometro Rayleigh UV-1601, China
» Balanza
» Extractor Soxhlet

I11.3 Muestra

> Extracto etanolico del rizoma.

[1l.4 Metodologia Experimental

[11.4.1 Extracto

El rizoma seco se proceso6 en un mortero hasta obtener particulas finas, a las
cuales se les adicionaron 150 mL de una solucion de etanol/cloroformo 2:1y se
sometieron a extraccion soxhlet durante 6 horas. El extracto obtenido se filtro
con un papel filtro, antes de secar el sobrenadante a presion reducida en un rota-
evaporador. Todos los extractos se almacenaron a -10°C en condiciones de

oscuridad hasta la preparacion de las concentraciones de trabajo.

111.4.2 Método Folin-Ciocalteu
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El contenido de fenoles totales se determiné por el método de Folin —
Ciocalteu (57)(31)(58).

I11.4.2.1Muestras

e Extracto etandlico del rizoma.

e Sustancia de referencia: Acido galico (Sigma- Aldrich)

[11.4.2.2 Preparacion de la curva de calibracion:

Para la curva de calibracion se utilizé una solucion estandar de acido galico
(SIGMA), de la cual se prepararon cuatro concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50

mg/100 mL de acido gélico con agua destilada.

111.4.2.3 Procedimiento Folin-Ciocalteu:

Solucién diluida de Folin-Ciocalteu: se tomé 10 mL del reactivo Folin -

Ciocalteu y se diluyo a 100 mL con agua destilada.

Solucién de carbonato de sodio 7,5%: se pes6é 75 gramos de Carbonato de

sodio anhidro Na2COzy se disolvio en un litro de agua destilada.
En los tubos de ensayo de aproximadamente 50 mL de capacidad:

Se tomaron aproximadamente 200 pL de la solucion de referencia y la muestra
previamente preparada, se le adiciono 10 mL de la solucién diluida de Folin-
Ciocalteu y 1,8 mL de agua destilada, se agito y espero cinco minutos. Luego se
adicionaron 8 mL de solucion 7,5% de Na2COs, se agito nuevamente y se dejo

en reposo durante dos horas. La absorbancia fue leida a 765 nm.

Se peso 500 mg de &cido galico y se disolvié en 20 mL de etanol al 96%. Se

transfirié cuantitativamente a un matraz aforado de 50 mL y se enraso con agua
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destilada. De esta solucidén concentrada de acido galico de tomaron alicuotas de
1,2,3,4y 5 mL y se diluyeron a 100 mL. Estas diluciones correspondieron a las
concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 mg/100 mL de acido galico, con la que
se construy6 una curva de calibracion de absorbancia contra concentracion. El

contenido de fenoles totales se expresé en mg/mL.

111.4.3 Método colorimétrico del Tricloruro de Aluminio

La determinacién de flavonoides totales se llevo a cabo por el métodos

colorimétrico del tricloruro de aluminio, segun lo referido por (3)(57).

[11.4.3.1 Muestras

e Extracto etandlico del rizoma.

e Sustancia de Referencia: Quercetina (Sigma- Aldrich)

[11.4.3.2 Preparacién de la curva de calibracion:

Para la curva de calibracion se utiliz6 una solucion estandar de quercetina
(Sigma- Aldrich), a partir de una soluciébn madre de quercetina (100ug/mL) en

etanol al 96% se realizaron diluciones a 5, 20, 50, 60 y 80 pug/mL.

111.4.3.3 Procedimiento de Tricloruro de Aluminio

En los tubos de ensayo aproximadamente:

Se tomo 0,5 mL de extracto o solucion de patrén de quercetina, se adiciono
1,5 mL de etanol al 96%; 0,1 mL de tricloruro de aluminio al 10%; 0,1 mL de

acetato de potasio 1My 2,8 mL de agua destilada. Luego esperar treinta minutos
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y leer a 415 nm. El blanco fue etanol al 96%. El contenido de flavonoides totales

se expreso en base a quercetina (mg/mL).

[11.4.4 Método de FRAP (capacidad ferro-reductora)

Las determinaciones fueron de caracter espectrofotométrico, se empled un

espectrofotometro UV- visible a una absorbancia de 593 nm.

I11.4.4.1 Muestras

Extracto etandlico al 80% de rizomas a las concentraciones de 25, 50, 100,
150 y 200 pg/mL.

111.4.4.2 Procedimiento del Método de FRAP

Para conformar el reactivo de FRAP, se mezcl6 buffer acetato de sodio 300
mM (pH 3,6), 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) y 20 mM de cloruro férrico
(25:2,5:2,5 viviv).

Se tomaron 30 pL de cada dilucién de los extractos (a las concentraciones de
25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL) y se mezclaron con 900 pL de la disolucién FRAP
y 90 pL de agua destilada. Una vez realizada la mezcla, la reaccién que ocurre
mide la reduccion del complejo férrico-TPTZ, en la cual el hierro férrico (Fe3+ -
TPTZ) se reduce a ion ferroso a bajo pH, causando la formacién de un complejo
ferroso-tripiridiltriazina (Fe2+ - TPTZ) de color azul intenso con un maximo de
absorcion a una longitud de onda de 593 nm. El blanco consistié en 120 uL de

agua y 900 uL de reactivo. Cada determinacion se llevé a cabo por triplicado.

Los resultados fueron expresados como umol equivalentes de acido ascoérbico

(EAA) y como umol equivalentes de Sulfato ferroso (FeSQOa), a partir del calculo

31



interpolando la densidad o6ptica (D.O) de las muestras en las curvas de
calibracion de ambas sustancias de referencia a las concentraciones de 100,
200, 400, 500 y 800 uM. Las lecturas se realizaron por triplicado a los cuatro

minutos.

[11.4.5. Método DPPH (Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo)

Para la determinacion cuantitativa se utilizé el método del radical libore DPPH
(radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo). Se empled un espectrofotometro UV- visible

y las determinaciones fueron medidas a 517 nm al cabo de los 30 min (46) (36).

111.4.5.1 Muestras:

Extracto etanodlico al 80% de rizomas a las concentraciones de 25, 50, 100,
150 y 200 pg/mL.

111.4.5.2 Procedimiento del Método DPPH

Se tomaron 10 pL de cada concentracion de los extractos (25, 50, 100, 150 y
200 pg/mL) y de las sustancias de referencia a las mismas concentraciones, se
mezclaron con 900 pL del reactivo DPPH (0,075 mg/mL) y 90 uL de etanol

absoluto.

El blanco consistio en una mezcla de 900 pL de DPPH y 100 pL de etanol
absoluto. La reaccién se dej6 en la oscuridad durante 30 minutos en un
espectrofotometro y posteriormente se leyeron las muestras a una longitud de

onda de 517 nm. Cada determinacion se llevé a cabo por triplicado.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicion del radical

DPPH segun la formula siguiente:
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% de inhibicion del radical DPPH = [(Ab - Am)/Ab] x 100

Donde:
Ab: absorbancia del blanco (nm)
Am: absorbancia de la muestra (nm)

Se determind la concentracion inhibitoria media (ICso) con ayuda del programa

estadistico Graphprism 5.0.

Valores cercanos a 20 ug/mL se consideran de interés.

11.4.6 Ensayo del ABTSe+ (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico)

El ensayo se realizo segun la metodologia de (59) (60)(61).

[11.4.6.1 Muestras:

Extracto etanolico al 80% de rizomas a las concentraciones de 100, 200, 300,
400 y 500 pg/mL.

[11.4.6.2 Procedimiento del ensayo del ABTSe+

El ensayo fue basado en la habilidad de diferentes sustancias de secuestrar
el radical cationico ABTSe+, el cual fue preparado mezclando una solucién de
ABTS 7mM y persulfato de potasio 2,45 mM (1/1, v/v). La mezcla se mantuvo en
la oscuridad por 16 horas para la formacién del radical. La solucion ABTSe+ fue
diluida con etanol al 96% hasta lograr una absorbancia de 0,700 = 0,05 a 734

nm.
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Se mezclé 980 puL de la solucién de ABTS radicalico con 20 yL de los
extractos ensayados y la sustancia de referencia (acido ascorbico) a las
concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL. Se incubd por 30 min para
su posterior lectura a 734 nm en un espectrofotbmetro UV- visible. Cada

determinacion se llevé a cabo por triplicado.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion del radical

ABTSe+ segun la férmula siguiente:

% de inhibicion = [A73s (ABTS)-A734 (antioxidante)]/Azz4 (ABTS) x 100

Se determind la concentracion inhibitoria media (ICso) con ayuda del programa

estadistico Graphprism 5.0.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSIONES

IV.1 Técnicas espectrofotométricas (Fenoles y flavonoides totales)

IV.1.1 Determinacién de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado por el método de Folin-
Ciocalteu, donde el reactivo, al reaccionar con los compuestos fendlicos
presentes en una preparacion, da lugar a un complejo de color azul que exhiben
un maximo de absorcién a 765 nm, lo cual permite su cuantificacion por

espectroscopia UV/visible y se expresan en equivalentes de acido galico.

Tabla IV. Contenido de fenoles totales en el extracto de rizomas.

UNIDADES RESULTADOS
Media x mg/mL 2,73
Desviacion estandar DS - 0,05

Fuente: Autores

Se logré una curva de calibracibn con buena correlacién entre las
concentraciones ensayadas de las sustancias de referencia (acido galico) y las
absorbancias. El coeficiente de correlacion (R?) fue = 0,99, esto es indicativo del

buen ajuste de la ecuacion a los datos experimentales.

IV.1.2 Determinacién de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales fue determinado por el método
colorimétrico del tricloruro de aluminio, donde dichos compuestos reaccionan
con el reactivo, produciendo un complejo de color amarillo que posee un pico de

absorciéon de luz a 415nm.
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Tabla V. Contenido de flavonoides totales en el extracto de rizomas.

UNIDADES RESULTADOS
Media x mg/mL 0,55
Desviacion estandar - 0,02
DS

Fuente: Autores

Se logré una curva de calibracibn con buena correlacién entre las
concentraciones ensayadas de las sustancias de referencia (quercetina) y las
absorbancias. El coeficiente de correlacion (R?) fue = 0,99, esto es indicativo del

buen ajuste de la ecuacion a los datos experimentales.

IV.2 Técnicas espectrofotométricas (Capacidad antioxidante)

La actividad antioxidante de los extractos fue evaluada por tres métodos
diferentes, pues se sabe que los antioxidantes pueden actuar por multiples
mecanismos, dependiendo del sistema de reaccion o la fuente radicalaria u

oxidante.

Como sustancias de referencias se utilizaron el sulfato de hierro, la vitamina
C y el Trolox. El sulfato de hierro (FeSO4) ha sido utilizado como estandar,
especificamente en el ensayo de FRAP, se caracteriza por ser soluble en agua
y por su elevada actividad antioxidante. La vitamina C es un potente antioxidante
soluble en agua que se asocia con varios efectos beneficiosos en el sistema
inmune, en el proceso de envejecimiento, en la integridad endotelial y en el
metabolismo de las lipoproteinas. El Trolox es un antioxidante soluble en agua,
gue se sintetizé6 como un derivado de la vitamina E y se ha utilizado como un

antioxidante estandar para estos ensayos de capacidad antioxidante.
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Figura 9. Molécula de Vitamina C.

Fuente: Donamaria (2006)

HO 0

OH

Figura 10. Molécula de Trolox.

Fuente: Alvarez (2016)

IV.2.1 Método de FRAP (capacidad ferro-reductora)

El ensayo FRAP esté basado en la habilidad de los compuestos fendlicos para
reducir Fe3* a Fe?* (42). En presencia de 2,4,6-tripiridil-s-triazina, la reduccion se
encuentra acompainada de la formaciéon de un complejo coloreado de Fe?* de
color azul. El extracto a las cinco concentraciones ensayadas mostré desde el
punto de vista cualitativo un cambio del color a azul intenso, lo cual es indicativo

de la presencia de sustancias antioxidantes en el mismo.

Los resultados expresaron la capacidad reductora del cation Fe3* del extracto
como PM equivalentes de acido ascoérbico y pM equivalentes de FeSOas
(sustancias de referencias utilizadas y reconocidas por tener un alto valor

antioxidante), a partir de las curvas de calibracién de dichos patrones obtenidas
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por regresion lineal (figura 1) con sus respectivas ecuaciones, donde Y es la

absorbancia y X la concentracion.
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Figura 11. Curvas de calibracion del acido ascérbico y el FeSO4 para la

determinacion de la capacidad antioxidante por FRAP.

Fuente: Autores

Se logré una buena correlacion entre las concentraciones ensayadas de las
sustancias de referencia y las densidades Opticas, con un coeficiente de
correlacion = 0,99; esto es indicativo del buen ajuste de la ecuacion del modelo

a los datos experimentales.

En la tabla VI se muestra la actividad ferro-reductora asociada al extracto
evaluado. Se evidencié actividad antioxidante de manera concentracion-
dependiente, lograndose en todas las concentraciones ensayadas del extracto,
valores superiores (en equivalentes de acido ascoérbico y FeSO4) a la menor

concentracion ensayada (100 uM) de cada sustancia de referencia.
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Tabla VI. Actividad ferro-reductora del extracto etandlico

de rizomas.
Concentracion Actividad ferro-reductora / DE
ug/mL. MM equivalentes de MM equivalentes de
acido ascorbico FeSO4
25 154,24/7,79 113,80/7,31
50 241,73/11,11 195,75/10,42
100 360,25/18,50 313,80/27,11
150 602,46/15,60 533,94/14,63
200 749,88/11,18 672,13/10,48

Fuente: Autores

En lafigura 12 se muestran los graficos de yM equivalentes de acido ascérbico

y de FeSOa4 contra concentracion para el extracto. Existe una tendencia al

aumento de la capacidad antioxidante por FRAP a medida que aumenta la

concentracion del extracto.
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Figura 12. uM equivalentes de acido ascorbico y de FeSO4 a diferentes

concentraciones del extracto etandlico del rizoma .

Fuente: Autores
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Los resultados permitieron sugerir que el extracto etandlico de rizomas
presentan una elevada actividad antioxidante, lo cual se traduce en los altos
valores de uM equivalentes expresados en funcion de las sustancias de

referencias ensayadas.

IV.2.2 Método DPPH (Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo)

Este ensayo evalla la capacidad de un antioxidante para reducir el radical
DPPH. El compuesto 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) es un radical estable
gue presenta una coloracion violeta intensa y que en presencia de un
antioxidante ocurre un cambio hacia amarillo, que se mide

espectrofotométricamente a 517 nm (64)(2).

Desde el punto de vista cualitativo se pudo apreciar cambio de coloracion de
purpura a amarillo en el extracto a medida que aumentaba la concentraciéon. Esto
es causado por la presencia de sustancias antirradicales en el extracto que
redujeron el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en conjunto, con la
pérdida de absorbancia en la disolucion.

En la figura 13 se muestra un grafico de % de inhibicion del radical DPPH
contra concentracion del extracto y sustancias de referencias ensayados. Existe
unatendencia al aumento de la capacidad de inhibicion de dicho radical a medida
gue aumenta la concentracion. A la méxima concentracion ensayada el extracto

y las sustancias de referencia tuvieron un comportamiento similar.
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Figura 13. Comportamiento de la capacidad secuestradora del radical

DPPH del extracto etandlico de rizomas y las sustancias de referencias.

Fuente: Autores

Como se puede observar en la tabla VII, se presentaron diferencias
significativas entre las muestras a las concentraciones de 25, 50 y 100 pyg/ml. Sin
embargo, a la maxima concentracion ensayada, el extracto tuvo un
comportamiento similar a las dos sustancias de referencias, con porcentajes de
inhibicion superiores a 84%.
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Tabla VII. Capacidad secuestradora de DPPH del extracto etandlico de

rizomas y las sustancias de referencias.

Concentracion Porciento de secuestro del radical DPPH (%) / DE
ug/mL Extracto Vitamina C Trolox
25 43,95/1,262 69,73/0,70° 76,94/0,74°
50 53,45/0,60¢ 70,04/0,60° 81,22/0,60
100 66,28/1,029 81,34/0,75" 83,03/0,82!
150 69,73/0,78 83,70/0,75% 84,34/0,83%
200 84,26/0,68' 85,01/0,69' 85,28/0,65'
Concentracion inhibitoria media (ICso)
91,88/10,24™ 50,21/6,50" 57,11/8,58"

Se indica la media (n=3) £ desviacidn estandar (DE). Letras diferentes en una fila indica diferencias
significativas y letras iguales que no existen diferencias significativas, a una misma concentraciéon (p<

0,05), segun el test de comparacién mdultiple de Tukey

Fuente: Autores

Un aspecto importante por considerar es la determinacion de la ICso (valor de
concentracion al cual se alcanza el 50 % de inhibicién del efecto méximo de
secuestro de DPPH). En este sentido, el extracto manifesté buena actividad
antirradicalaria, aunque la mayor actividad fue para la vitamina C con el menor
valor de ICso. En la figura 14 se muestran las curvas de concentracién-respuesta
de la prueba DPPH.

A B C

Extracto Vitamina C Trolox
Log ICs9 = 1,963 150 Log ICg = 1,70 150
Clsp = 91,88 + 10,24 IC5p = 50,21 + 6,50 ICsp= 57,11 + 8,58

N
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Log (ng/mL) Log (ug/mL) Log (ug/mL)

-
o
o

Log ICgg = 1,75

Inhibicion DPPH (%)

<]

a
Inhibicién DPPH (%)
Inhibicién DPPH (%)

Figura 14. Curvas de concentracién-respuesta de la prueba DPPH,
(a) Extracto, (b) Vitamina C, (c) Trolox.

Fuente: Autores
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IV.2.3 Ensayo del ABTSe+ (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico)

Durante el desarrollo de este método, se observd una decoloracion del radical
catiénico ABTS++ a todas las concentraciones evaluadas, debido a la capacidad
del extracto y las sustancias de referencia de neutralizar dicho radical, esto se
ve reflejado en un descenso de absorbancia y una disminucion del color azul-

verde intenso hasta su decoloracion.

En la figura 15 se muestra un grafico de % de inhibicion del radical ABTS<+
contra concentracidén del extracto y las sustancias de referencias evaluadas.
Existe una tendencia al aumento de la capacidad de inhibicion de dicho radical

a medida que aumenta la concentracion.
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Figura 15. Comportamiento de la capacidad secuestradora del radical ABTS

del extracto de tubérculos y las sustancias de referencia.

Fuente: Autores

En la tabla VIII se presentan los porcentajes de inhibicion del radical ABTS y
se apreciaron diferencias significativas entre todas las muestras ensayadas. El
extracto evidencié a la minima concentracién (100 yg/mL) una capacidad de
secuestro superior al 50%, incluso superior, a las mismas concentraciones

evaluadas para las dos sustancias de referencia. A las concentraciones de 200,
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300 y 500 ug/mL el extracto manifestd mayor porcentaje de inhibicién que el

Trolox.

Tabla VIII. Capacidad secuestradora del radical ABTSe+ del extracto

etanodlico de rizomas y las sustancias de referencia.

Concentracio Porciento de secuestro del radical ABTSe+ (%) + DE
n pg/mL

Extracto Vitamina C Trolox

100 53,22/1,112 44,86/0,72° 37,13/1,16°

200 61,10/1,31¢ 71,44/0,62¢ 51,09/0,76

300 69,42/1,109 82,25/0,39" 61,25/0,77'

400 82,69/0,92! 91,67/1,06¢ 85,11/0,87'

500 91,82/0,59™ 92,99/0,59" 90,20/0,84°

Concentraciéon inhibitoria media ICso

305,70/6,922 197,80/5,11° 282,70/8,51°

Se indica la media (n=3) + desviacion estandar (DE). Letras diferentes en una fila indica
diferencias significativas y letras iguales que no existen diferencias significativas, a una misma

concentracién (p< 0,05), segun el test de comparacion multiple de Tukey

Fuente: Autores

De las muestras evaluadas, la que presentd6 menor ICso (valor de
concentracion al cual se alcanza el 50 % de inhibicion del efecto maximo de
secuestro de ABTS) y por tanto mayor actividad antioxidante, fue la vitamina C.
No obstante, el extracto a una concentracién de 305,70 pg/mL, logré inhibir el
50% del radical, manifestando también actividad antirradicalaria. En la figura 16

se muestran las curvas de concentracion-respuesta de la prueba ABTS.
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Figura 16. Curvas de concentracién-respuesta de la prueba ABTS.

Fuente: Autores

IV.3 Discusién

Segun un estudio de Clarke, una amplia variedad de ensayos se utiliza para
determinar la actividad antioxidante de los extractos de plantas, algunos se
basan en la eliminacion de ciertos radicales como el ensayo de DPPH y ABTS y
otro como el ensayo de FRAP mide el potencial de actividad de reduccion férrica.
Si bien es cierto la deduccion de Clarke, en el presente estudio se realiz6 los dos
ensayos, pero evaluando la caracteristica inherente de cada uno, es decir, en el
ensayo DPPH evallua la capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo, mientras que el ensayo FRAP evalla la actividad ferro-reductora.
Es cierto que las dos actividades antes mencionadas son parte indiscutible de la
actividad antioxidante, y es cierto también que ambos resultados arrojaron

valores muy similares, pero gracias a esto se pudo comprobar la teoria de Clarke.

Por otra parte, un estudio realizado por Marta Kuskoski indica que, los
métodos ABTS y DPPH se correlacionan entre si ya que se basan en una de las
estrategias mas aplicadas en la medida in vitro de la capacidad antioxidante total
de un compuesto, mezcla o alimento, la cual consiste en determinar la actividad
del antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical, por lo que
el cambio de la intensidad del color ocurre de forma proporcional con la

concentracion de antioxidantes de la muestra (59). Kuskoski demostré en su
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articulo que los métodos ABTS y DPPH arrojan datos idénticos cuando la
muestra contiene antocianinas, si la muestra carece de estos metabolitos el
coeficiente r? disminuye a 0,595 demostrando también que en el segundo caso,
la metodologia mas acertada a utilizar es la DPPH. En el presente estudio
también se quiso corroborar esta informacion, aunque en este caso los valores

de r? para ambas metodologias dieron un valor de 0,99.

Una tesis presentada por Mero y Mufioz graduadas de la Universidad de
Guayaquil, indica los resultados de un estudio previo farmacogndstico y
fitoquimico preliminar de S purhampuy el cual indica la presencia de quinonas,
flavonoides, compuestos fendlicos y antocianinas demostrando en efecto que la
planta posee actividad antioxidante y confirmando la teoria de Kuskoski al

demostrar la presencia de antocianinas (52).

Por ultimo, un estudio de Parrales y Villamar de la Universidad de Guayaquil,
aseguran que las hojas de S purhampuy R. contienen una moderada actividad
antioxidante, pero es claro recalcar que mediante este estudio se demostré que
existe mas actividad antioxidante en el rizoma que en las hojas de la planta en

cuestion (54).

Método FRAP:

Los valores obtenidos en la determinacién de la actividad antioxidante por el
método FRAP permitié constar valores elevados de uM equivalentes de FeSO4
y UM equivalentes de acido ascoérbico a medida que aumentaba la concentracion,
lo cual confirma un aumento en el poder reductor del extracto y por tanto un
aumento en la capacidad antioxidante por este ensayo. No se han encontrado
estudios de la especie vegetal Zarzaparrilla utilizando este método FRAP
(capacidad ferro-reductora), por lo que fue de esta manera el interés en realizar

esta investigacion sobre esta especie.
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Método ABTS:

Una de las variables analizadas en el ensayo de ABTS es el calculo de la
concentracion inhibitoria media (IC50). Para el extracto de rizomas se obtuvo un
valor de 1C50=305,70 pug/mL y para la vitamina C y el Trolox 197,80 y 282,70
ug/mL, respectivamente; por tanto, quien presento mayor capacidad antioxidante
fue la vitamina C con el menor valor. No obstante, el extracto también evidencio
una capacidad de secuestro superior al 50%, incluso, superior al Trolox en casi

todas las concentraciones evaluadas.

No se han encontrado estudios de la especie vegetal Zarzaparrilla utilizando
este ensayo ABTS, por lo que fue de esta manera el interés en realizar esta

investigacion sobre esta especie.

Método DPPH:

El valor obtenido en la determinacion de la actividad antioxidante empleadas
en el rizoma del Realizado por el método de secuestro de radicales DPPH
expresados en % de inhibicidn, siendo nuestro valor un porcentaje de inhibicion
gue oscil6 entre 43,95 y 84,26 obteniendo un valor que alcanza mas del 50% del
efecto maximo de secuestro del DPPH, a comparacion con otros estudios como
el de (65) aplicando el método de DPPH en los rizomas de la Zarzapatrrilla
(Smilax domingensis willd.) obteniendo un valor de 91.08% expresado en
porcentaje de inhibicion.

47



Tabla IX. Comparacion de actividad antioxidante de los tres métodos in vitro

por diferentes autores.

NOMBRES VALORES METODO POTENCIAL
ANTIOXIDANTE
Autores 84 % DPPH (ICso) Alta
(65) 91,08% DPPH (% Alta
Inhibicion)
Autores 305,70 pg/mL ABTS (ICso) Alta
Autores 672,13 pg/mL FRAP (uM Alta
equivalentes de
FeSOa)
Autores 749,88 ug/mL FRAP (uM Alta
equivalentes de
Ac ascorbico)

Fuente: Autores

El potencial antioxidante del método DPPH fue alto al ser comparado con dos
sustancias patrones las cuales fueron el trolox y la vitamina C en su méaxima
concentracion el extracto etandlico de rizomas. dieron un valor similar a las
sustancias de referencia obteniendo una concentracién inhibitoria media (IC50)
del extracto 91,88; (IC50) de la vitamina C 50,21; (IC50) del trolox 57,11.

El potencial antioxidante del ensayo del ABTS fue alto al ser comparado con dos
sustancias patrones las cuales fueron el trolox y la vitamina C en su maxima
concentracion el extracto etandlico de rizomas. dieron un valor similar a las
sustancias de referencia obteniendo una concentracion inhibitoria media (IC50)
del extracto 305,70; (IC50) de la vitamina C 197,80; (IC50) del trolox 282,70. Lo
qgue logro inhibir el 50% del radical, manifestando una actividad antioxidante

alta".
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El potencial antioxidante del método FRAP (capacidad ferro-reductora) fue alto,
debido a que se traduce en altos valores de uM equivalentes expresados en las
sustancias de referencias ensayada, lograndose en todas las concentraciones
ensayadas del extracto etandlico valores superiores (en equivalentes de acido
ascorbico y FeS0O4) uM equivalentes de acido ascorbico 749,88 ug/mL y uM
equivalentes de FeSO4 de 672,13.
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CONCLUSIONES

e EIl efecto antioxidante del extracto del rizoma del S. purhampuy R.
determinado por distintos métodos in vitro se atribuyé a la presencia de

compuestos fendlicos en los extractos del rizoma.

e El extracto de S. purhampuy R. presentd 2,73 mg/mL de fenoles totales
expresados en acido gélico y 0,55 mg/mL de flavonoides totales, los cuales
pudieran estar relacionados con la actividad antioxidante, mediante la técnica de

espectrofotometria UV/Vis.

e Teniendo en consideracion los resultados de los tres métodos in vitro
ensayados se pudo constatar que a medida que aumentaba la concentracion del
extracto, aumentaba el poder reductor (ensayo FRAP) y la actividad
antirradicalaria (ensayos DPPH y ABTS) del mismo, manifestandose una
elevada actividad antioxidante. En los ensayos de DPPH y ABTS el extracto a
determinadas concentraciones mostré un comportamiento similar a la vitamina

C y Trolox, incluso superior a este ultimo patrén ensayado.
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RECOMENDACIONES

e Serecomienda utilizar rizomas en buen estado y frescos para evitar datos

erroneos en la determinacién de sus metabolitos.

e [Efectuar futuras investigaciones utilizando otras partes de la planta para

determinar polifenoles y actividad antioxidante de esta especie vegetal.

® Realizar estudios de Polifenoles Totales y Actividad Antioxidante en el
rizoma de S. purhampuy R. con diferentes extractos como el metandlico,

cloroférmico, acuoso y en éter.
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GLOSARIO

Glabra: La epidermis que carece de tricomas se denomina glabra. Es un
adjetivo usado para describir una caracteristica morfolégica como liso, brillante,

no teniendo ningun pelo o cerdas o glauco.

Lianas: Planta tropical sarmentosa de tallos largos y delgados que trepa por

los arboles hasta las zonas altas en las cuales se ramifica.

Axilares: Angulo superior que forma la unién de una rama, hoja o bractea con

el eje de un tallo.

Bejucos: Nombre genérico con que se designa a diversas especies de
plantas tropicales de tallos largos, delgados y flexibles que se utilizan en la

elaboracion de tejidos de cesteria y fabricacion de muebles y cuerdas.

Bayas: Se denomina baya a cualquier fruto, monocarpico o sincarpico, con el
epicarpo generalmente muy delgado y el mesocarpo y el endocarpo carnosos y
MAas 0 menos jugosos. Por lo comun tienen forma redondeada o elipsoidal y, a

menudo, llamativos colores.

Sesquiterpénicas: Son un tipo de compuesto quimico terpenoide presente

en algunos taxones de plantas.

Rizoma: Es un tallo que se encuentra por debajo del nivel del suelo que crece
de forma horizontal emitiendo raices que se dirigiran hacia abajo y brotes que

saldran desde los nudos hacia arriba.
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DPPH: Es un radical libre que se puede obtener directamente disolviendo el
reactivo en un medio organico, consiste en que este radical tiene un electron
desapareado y es de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por

la reaccion de la presencia de una sustancia antioxidante.

Antioxidante: Es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas, la oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de

electrones de una sustancia a un agente oxidante.

Radical libre: Es una molécula que se produce cada dia en nuestro
organismo como resultado de las reacciones biolégicas que se producen en las

células.

In vitro: Se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento en
un tubo de ensayo, 0 generalmente en un ambiente controlado fuera del

organismo vivo.

Polifenoles: Son un grupo de sustancias quimicas encontradas en plantas
caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula, con

potentes propiedades antioxidantes.

Flavonoides: Son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que

protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes.

Estrés oxidativo: Es una afectacion que es causado por un desequilibrio
entre la produccién de especies reactivas del oxigeno y la capacidad de un
sistema biolégico de decodificar rapidamente los reactivos intermedios o reparar

el dafo resultante.
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Hidrocarburos aromaticos: Son hidrocarburos ciclicos, llamados asi debido
al fuerte aroma que caracteriza a la mayoria de ellos, se consideran compuestos
derivados del benceno, pues la estructura ciclica del benceno se encuentra

presente en todos los compuestos aromaticos.

Curva de calibracion: Es un método muy utilizado en quimica analitica para
determinar la concentracion de una sustancia (analito) en una muestra
desconocida, sobre todo en disoluciones, el método se basa en la relacion
proporcional entre la concentracion 'y una determinada sefal

analitica(propiedad).
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ANEXOS

Anexo A. Extracto etanélico

Fuente: Autores

Anexo B. Muestra en polvo del rizoma Smilax purhampuy R.

Fuente: Autores
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Anexo C. Pesado de la muestra

Fuente: Autores

Anexo D. Preparacion del extracto

Fuente: Autores
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