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I. RESUMEN

El presente estudio evalud la extraccion con ocho distintos solventes a partir de
quilete (Solanum americanum) y mamey (Mammea americana), para determinar la
actividad antioxidante total, empleando el reactivo o,a—difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH), el
contenido de grupos fenoles por la reaccion de Folin Ciocalteu y la vitamina C mediante

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La evaluacion de los solventes se realizd mediante un disefio factorial que combino
las siguientes variables: pardmetro de determinacion de actividad antioxidante y tipo de
solvente de extraccion. En esta ultima variable se incluyeron ocho solventes de acuerdo a
su distinta naturaleza polar (metanol, etanol, cloroformo, n-hexano, buffer a pH 3, buffer a
pH 7.4, agua y fase movil) para la extraccion de mamey y quilete en estado fresco. La
extraccion con cada solvente para ambas matrices fue realizada por triplicado. A los
resultados obtenidos se les aplicd un analisis de varianza de una via con un nivel de
confianza del 95 por ciento (oo = 0.05). Luego se realizd una comparaciéon mdaltiple

mediante el empleo del test de Tukey (o = 0.05).

El estudio permitié establecer que la polaridad de los solventes influye en la
extraccion de los compuestos antioxidantes de quilete y mamey. Pudo observarse que la
extraccion alcoholica (metanol y etanol) es la mejor opcidn para la cuantificacion de los
compuestos antioxidantes mediante los tres parametros de medicion en ambos vegetales.
El etanol extrajo mejor los compuestos antioxidantes del mamey, seguido por el metanol;
en el quilete se obtuvieron mejores rendimientos de antioxidantes con el metanol seguido
por etanol. Los solventes cloroformo y n-hexano no fueron utiles en el estudio por su
naturaleza apolar, la cual favorece la extraccion de compuestos lipofilicos que no son

cuantificables con las metodologias empleadas.



Il. INTRODUCCION

Los radicales libres son especies quimicas capaces de existir independientemente,
contienen uno o mas electrones desapareados y por su alta reactividad quimica pueden
causar dafio a las macromoléculas celulares incluyendo proteinas, carbohidratos, lipidos y
acidos nucleicos, resultando en dafio celular y en enfermedades crénicas como la

aterosclerois y la artritis reumatoide (1,2).

Bajo condiciones fisiologicas normales, el organismo previene el dafio producido
por los radicales libres a través de sus mecanismos de proteccion conocido como sistemas
antioxidantes. Ademas, es sabido que la ingesta frecuente de vegetales y frutas es una
fuente importante de antioxidantes exdgenos, pudiendo tener gran trascendencia en la
prevencion y terapéutica de las enfermedades, en las que se han implicado radicales libres
(3-4).

El conocimiento de la capacidad antioxidante de vegetales y frutas es importante, ya
que de esta manera se puede promocionar el consumo de las que posean mayores
cantidades. Actualmente se han llevado a cabo muchos estudios a nivel mundial, para
caracterizar la propiedad antioxidante de los extractos de varios materiales vegetales, con el

proposito de aislar e identificar los compuestos responsables de estas actividades.

Para evaluar la actividad antioxidante de manera exacta, es necesario realizar una
correcta extraccion de los compuestos que la posean, lo cual se dificulta por la variada
naturaleza de las estructuras vegetales (matrices) y por la diferente naturaleza quimica de
estos compuestos, los cuales pueden ser mas o menos polares. Los procedimientos mas
comunmente utilizados hasta el momento para la determinacion de la actividad antioxidante
de vegetales y frutas incluyen la extraccion con solventes (5). A partir de estos extractos se
determinan tres parametros distintos: la capacidad antioxidante total, el contenido total de

fenoles y de vitamina C, los cuales corresponden a compuestos con distinta polaridad (6).



En el presente trabajo se evalud la extraccion con ocho distintos solventes a partir
de quilete (Solanum americanum) y mamey (Mammea americana), para la determinacion
de la actividad antioxidante total a través del método de DPPH, el contenido de grupos
fenoles por el reactivo de Folin Ciocalteu y la vitamina C mediante HPLC.



I1l. ANTECEDENTES

A. Radicales libres

1. Generalidades

Un radical libre es toda especie capaz de existir independientemente (de ahi el
nombre de libre) que contiene uno o mas electrones no emparejados, esto es, un electron
impar en una orbita. Entre ellos se encuentra el atomo de hidrégeno (H*) el cual es el
radical libre mas simple; el triclorometilo (CCls®) consiste en un radical centrado en un
carbono y que se forma durante el metabolismo del disolvente tetracloruro de carbono en el
higado, contribuyendo a los efectos toxicos de este disolvente; el superdxido (O,) radical
centrado en el oxigeno con reactividad limitada; el hidroxilo (OH*) que consiste en un
radical centrado en el oxigeno sumamente reactivo el cual ataca todas las moléculas
presentes en el organismo; el peroxilo y alcoxilo (RO,* y RO¢) que son radicales centrados
en el oxigeno y formados durante la degradacién de los perdxidos orgéanicos y también
pueden mencionarse los 6xidos de nitrogeno (NOe, NO,*), el 6xido nitrico se forma in vivo
a partir del aminoacido L-arginina y el dioxido de nitrégeno se produce cuando el éxido
nitrico reacciona con el oxigeno y se encuentra en el aire contaminado y en el humo de la

materia organica en combustion (1,2).

Para que una molécula sea estable, todos sus electrones deben hallarse compensados
por protones. La molécula que tiene uno o varios electrones no apareados es inestable y
tiende a buscar moléculas estables para formar combinaciones con ellas y saturar sus
electrones. Este proceso se denomina oxidacion y puede dar lugar a una reaccion en

cadena dafina en el organismo (7).

Por esto los radicales libres deben ser inactivados; en caso contrario, su reactividad
quimica puede dafiar varios tipos de macromoléculas celulares, incluyendo proteinas,

carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos, resultando en dafio celular (1).



En el organismo humano se generan radicales libres como por ejemplo el radical
superdxido O,. Este puede generarse por accidentes quimicos, ya que muchas moléculas
en el organismo reaccionan directamente con el oxigeno y dan lugar a superoxido. Entre
ellas se encuentran las catecolaminas (por ejemplo, la adreanalina y dopamina), los
tetrahidrofolatos y algunas sustancias de las cadenas de transporte de electrones
mitocondriales y del reticulo endoplasmico. La generacion de perdxido es una
consecuencia inevitable de la existencia en el organismo de moléculas que requieren
oxigeno. Sin embargo, también puede fabricarse superoxido en forma deliberada. Por
ejemplo, las células fagocitarias (neutrofilos, monocitos, macréfagos y eosinofilos) que
defienden al organismo frente a bacterias, virus y hongos, generan grandes cantidades de
superdxido como parte del mecanismo de eliminacion de los organismos extrafios. Sin
embargo, este mecanismo puede llegar a tener errores: existen varias enfermedades (como
la artritis reumatoide o la enfermedad inflamatoria intestinal) en las que hay una activacion
fagocitaria excesiva. Esta activacion inadecuada de los fagocitos provoca lesiones de los

tejidos, a las que contribuyen los radicales de oxigeno (2).

La mayor parte del superdxido experimenta una reaccion no enzimatica o catalizada
por la superoxido dismutasa para introducir peréxido de hidrégeno (H.0,), tal como se

presenta en la siguiente reaccion (2):

20, +2 H —> H,0, + 0,.

El peréxido de hidrégeno no tiene electrones desapareados, por lo que no es un
radical. Su estructura molecular se parece a la del agua. Forma parte de varias enzimas
oxidasas in vivo, entre ellas las oxidasas de los aminoécidos y la xantina oxidasa. El
peréxido de hidrogeno puede regular la expresion de algunos genes por medio de un
mecanismo directo o bien un mecanismo indirecto de la subunidad inhibitoria procedente

del factor de transcripcion del gen NF-kappaB existente en el citoplasma (2).

Otro radical fisiologico es el 6xido nitroso, NOe, que lleva a cabo muchas funciones

fisioldgicas atiles como la regulacion de la tension arterial y la sefializacién intercelular,



pero en cantidad demasiado elevada puede ser toxico. Al parecer, la produccion excesiva
de 6xido nitroso es un importante mecanismo de lesion histica en varias enfermedades,

entre ellas la inflamacion cronica, el accidente cerebrovascular y el choque séptico (2).

2. Reactividad de los Radicales libres

La reactividad depende del radical y de lo que le sea presentado. Si se encuentran
dos radicales libres, pueden unir sus electrones no emparejados y formar un enlace
covalente. De esta forma, el hidrogeno atomico forma hidrégeno diatbmico. Asi también,
existe una reaccion muy rapida de NO* con O, para formar un producto no toxico, el

peroxinitrito:

NO* + Oy —> ONOO (peroxinitrito) (2).

Cuando un radical libre reacciona con un no radical, se produce un radical nuevo y
se pone en marcha una reaccién en cadena. Como la mayor parte de las moléculas
bioldgicas no son radicales, la generacion de radicales reactivos como el hidroxilo suele
iniciar reacciones en cadena. Por ejemplo, el ataque de los radicales reactivos a las cadenas
laterales de los &cidos grasos de las membranas y a las lipoproteinas puede restar
hidrégeno, dejando un radical centrado en el carbono, con lo que se inicia el proceso de la
peroxidacion lipidica (2).

Cuando la generacion de hidroxilo ocurre cerca del ADN, el radical ataca tanto al
azUcar deoxirribosa como a las bases purina y pirimidina, dando lugar a una amplia
variedad de productos. En el ADN de los tejidos humanos se encuentran niveles bajos de
estos productos y sus cantidades son mayores en el ADN de las células cancerosas, lo que

podria deberse a la mayor formacion de radical hidroxilo en los tumores (2).



B. Defensa antioxidante

Muchos de los sistemas enzimaticos celulares, el transporte mitocondrial de
electrones y la exposicion a diversos factores ambientales forman especies de oxigeno
reactivo y otros radicales libres en condiciones normales, lo que ha dado lugar a la
evolucion de un complejo sistema de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que tienen

por objeto destoxificar esos radicales libres (2).

Existen tres lineas de defensa antioxidante. La primera es la linea de defensa
enzimatica que consiste en enzimas y sustancias liposolubles e hidrosolubles. La segunda
linea consiste en compuestos de bajo peso molecular y la tercera incluye enzimas

reparadoras (1,7,8).

1. Primera linea de defensa

Esta se encarga de prevenir la formacion de nuevos radicales libres, convirtiendo
los ya existentes en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar o
evitando la formacion de radicales libres a partir de otras moléculas (7). Forman parte de

esta linea :

a) Superoxido dismutasa (SOD), la cual cataliza la descomposicion del superoxido a

perdxido y oxigeno (1).

b) Glutation peroxidasa (GSHPX), esta enzima contiene selenio y reduce los
hidroperoxidos provenientes de la oxidacion lipidica (1).

c) Catalasa, es una ezima que cataliza especificamente la descomposicion del

peroxido de hidrégeno (1).

d) Proteinas de union a metales como la ferritina y ceruloplasmina que limitan la

disponibilidad de Fe(ll) necesaria para formar el radical hidroxilo (7,8,9).



2. Sequnda linea de defensa

Consiste en antioxidantes que capturan los radicales, evitando la formacion de las
reacciones en cadena de radicales libres. En esta linea se incluye la vitamina E (alfa-
tocoferol), la vitamina C (ascorbato), vitamina A (betacaroteno), acido drico, bilirrubina,
albumina y antioxidantes no nutritivos como los compuestos fendlicos y polifenélicos
(1,2,7-9).

a) Fenoles y polifenoles: Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de
sustancias que poseen en comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos
y que ocurren frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de azicar. Los
compuestos fenodlicos se encuentran asi mismo en forma de complejos, como polifenoles
polimerizados o en forma de pequefios monomeros llamados acidos fenolicos (ej: el acido

cafeinico y el acido cumarinico) (figura No.1) (10,11).

o

HOOC —C
p-Coumaric  H " OCH,4
C OH
7
HOOC —C
Ferulic H H OH
C OH
/
HODC—C
Caffeic H

OH
HDOC—@——OH
Protocatechuic

Figura No.1 Estructura de algunos acidos fendlicos



Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua. Muchos de ellos poseen
con frecuencia grupos alcoholicos, aldehidicos y carboxilicos. Entre ellos se incluyen

flavonoides, cumarinas, cromenos y benzofuranos (10,11).

Los flavonoides constituyen un extenso grupo de compuestos fendlicos, algunos
son solubles en agua y etanol como los glicdsidos o agliconas muy hidroxiladas y otros son
solubles en éter y cloroformo como es el caso de las flavonas altamente metoxiladas.
Como los pigmentos de la frutas y verduras, varian desde el amarillo pélido y la ausencia
de color de las flavonomas de los citricos, al rojo y azul de las antocianinas de las fresas,
moras y otras frutas similares. Estdn ampliamente distribuidos entre las plantas. La
mayoria se hallan en la piel, la cascara y las capas mas externas de las frutas y verduras,
que son las zonas mas expuestas a la luz Actian como antioxidantes, protegiendo de la

oxidacion al &cido ascorbico y a otros compuestos de las plantas. (12,11).

Se comportan como secuestradores de radicales oxigeno y suprimen la oxidacion
de las cadenas lipidicas por los radicales libres, ademas actian como antioxidantes en
muchos sistemas biolégicos incluyendo las LDL. El &cido cafeinico ha sido detectado en el
plasma humano y se ha evidenciado su accién in vivo. En general, su actividad
antioxidante es atribuida a la capacidad de los fenoles de formar, en primer lugar, radicales
fenoxil estabilizados por resonancia después de reaccionar con radicales peroxilo (ROQO¢)
(reaccion 1) o con ferrilmioglobina (MbFe'V=0) (reaccién 2) (12).

Fen-OH + ROO* ——> Fen-O°+ ROOH (reaccion 1)

Fen-OH + MbFe'V=0 ——>  Fen-O* + MbFe"' + HO (reacci6n 2)

La efectividad inhibitoria de los fenoles dependerd no Unicamente de las tasas
constantes de estas reacciones, sino de la reactividad de los radicales Fen-O* . Algunos
estudios sugieren que las caracteristicas estructurales son importantes para la actividad
porque esta puede participar en la estabilizacion por resonancia del radical fenoxilo

formado en el proceso (12-14).



Actualmente, se ha demostrado que los fenoles actian como antioxidantes in vivo:
(i) incrementando los niveles de glutation reducido en ratones alimentados con ELL
(derivados de taninos de frutas); (ii) suprimen los niveles de peroxidacion lipidica en ratas
tratadas con cloroformo o irradiadas con ®Co; (iii) inhiben la peroxidacion de los lipidos
del suero y del higado en ratas alimentadas con aceites peroxidados y (iv) protegen contra
la peroxidacion hepatica Endrin-inducida, disminuyendo la excrecion de metabolitos de
lipidos oxidados. En general, la capacidad antioxidante de este compuesto in vitro es
expresada de las siguientes formas: (i) disminucion de la fomacion del malondialdehido en
muchos sistemas de peroxidacion lipidica; (ii) secuestro de O,y (iii) disminucion de la tasa
de formacion de OHe (15).

Los acidos fendlicos exhiben un potente efecto citoprotector de las células
endotoliales contra la actividad de las LDL oxidadas. Ademés, el acido cafeinico actua
como un agente citoprotector, probablemente por bloqueo de la sefializacién generada por
las LDL oxidadas y culminando en la interrupcién del aumento del calcio el cual se
encuentra implicado en la apoptosis LDL-inducida. También se ha demostrado que los
derivados fenolicos del acido cinamico que se encuentran en la dieta pueden contrarrestar

las oxidaciones nocivas iniciadas por la ferrilmioglobina (16,17).

b) Vitamina C (&cido ascoOrbico, ascorbato monoaniénico o ascorbato):
quimicamente, el acido L-ascorbico es un compuesto sencillo, de formula empirica C¢HgOg
(figura No.2) (2,18).

CH,OH
HCCH O

N/~

) !
OH oM

Figura No. 2 Acido L-ascorbico



Es muy soluble en agua, menos soluble en alcohol etilico y casi insoluble en la
mayoria de disolventes lipidicos. Es un &cido débil con pK de 4.2. EIl acido ascérbico
deriva de los alimentos vegetales, especialmente de las frutas y verduras de crecimiento
rapido. EIl ascorbato sufre una oxidacion reversible y forma el radical libre llamado acido
semideshidroascorbico, ascorbato” o radical libre ascorbato. EI ascorbato™ es un radical
libre relativamente estable, se oxida a &cido dehidroascorbico, que probablemente existe in
vivo en muchas formas. EIl acido deshidroascorbico puede volver a reducirse al radical
intermediario y después a vitamina C; es inestable en soluciones acuosas (figura No.3). El
ascorbato actua como donador de electrones a través de su forma de radical libre. El
radical intermediario ascorbato” no es ni fuertemente oxidante ni reductor. El ascorbato’
reacciona mal con el oxigeno, produciendo cantidades muy escasas 0 nulas de superéxido
(2,18).

By ! . HOGH 0.
“CH .0 HocH .0, i
H* . — —35"’_
. @Q a B v o &
oo = H
H H
oM OIH oH O v Acida e
dicldn L-ascirbic Axite L-ascarbt e Moot
sami-cosiidmascdihico
Roturs bidraitica
m dal paliin
HODH 0
1
HOCH
= | T
o OH HO-{J:{_{U
eidn 2,3 dicale-1-gaténieo

Figura No. 3 El &cido ascorbico y sus productos de oxidacion

El ascorbato es un excelente antioxidante ya que proporciona electrones a las

enzimas o0 a los compuestos quimicos oxidantes. Reduce el superdxido, los radicales



hidroxilo, el &cido hipocloroso y otros oxidantes reactivos. Como dichos oxidantes pueden
dafar directamente el ADN o afectar su transcripcion asi como alterar las proteinas o las
estructuras de la membrana, el ascorbato podria desempefiar un papel esencial en la defensa
contra la oxidacion celular. En el interior de las células el ascorbato actia como donador
de electrones, formando parte de la interaccion entre el hierro y a ferritina. Fuera de las
células, puede evitar la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). El
ascorbato extracelular puede también transferir electrones a los radicales de tocoferol en las
particulas de lipido o en las membranas. Ademés de esto, el ascorbato es un cofactor o
cosustrato de ocho enzimas aisladas. Facilita la absorcion gastrointestinal del hierro y se
cree que desemperfia algin papel en la conversion del &cido félico a su forma activa, el
acido folinico. También puede desempefiar un papel en la desintoxicacion de ciertas
sustancias venenosas en virtud de su papel cofactorial en las reacciones de hidroxilacion
(2,18).

Posee una capacidad inhibidora en la formacién de nitrosaminas. Estas son
sustancias cancerigenas que se originan de la reaccion que se producen entre los nitritos y
las aminas secundarias o terciarias, y entre sus numerosas fuentes se destacan el humo del
tabaco, ciertas actividades industriales y los alimentos como carne y pescados curados,

cerveza y whisky, entre otros (18,19).

El mecanismo por el cual se inhibe la formacion de nitrosaminas consiste en que
tanto el acido ascorbico como el anién ascorbato reducen el 4cido nitroso a 6xido nitrico,

impidiendo asi la reaccion de nitrosacion (19).

c) Carotenos: el B-caroteno es una molécula simétrica que contiene dos anillos -
ionona conectados por una cadena conjugada (figura No.4). Entre los carotenos comunes,
como el a-caroteno, B-caroteno y licopeno, el B-caroteno es el mas importante de la

provitamina A. (18).



Figura No.4 Estructura del 3-caroteno

El B-caroteno se funde a los 181-182 °C. Es facilmente soluble en disulfuro de
carbono, cloroformo y benceno. Es casi insoluble en etanol y metanol. Los carotenos
absorben el oxigeno rapidamente cuando se exponen al aire, produciendo sustancias

incoloras (18).

Los carotenos se encuentran en elevadas concentraciones en algunos vegetales,
como las zanahorias, la calabaza amarilla, el maiz, los tomates, las papayas, las naranjas,
las verduras de hoja oscura y otros ricos en clorofila. La actividad biologica de estos
carotenoides con actividad de provitamina A es el resultado de su conversién a vitamina A

por el organismo (18).

Se ha demostrado que los carotenos como el B-caroteno previenen la peroxidacion
del linoleato de metilo inducida por el singlete de oxigeno excitado o por iniciadores
radicales, asi mismo, la peroxidacion inducida por los radicales libres en los fosfolipidos de
las membranas liposomales y la oxidacion de los lipidos microsomales. Se han presentado
evidencias que los efectos antioxidantes del B-caroteno estan relacionadas a las bajas
tensiones de oxigeno. Sin embargo, a pesar de que se sabe acerca de la funcidn
antioxidante de los carotenos, poco se conoce acerca del mecanismo de actividad

antioxidante. Se ha sugerido que la reaccion en cadena del radical peroxilo es atrapada por



el sistema de conjugacién polieno del B-caroteno, formando una especies radicales

estabilizados por resonancia, pero no hay evidencia de este mecanismo (2, 19-21).

Se han llevado a cabo estudios epidemioldgicos que intentan relacionar los niveles
de B-caroteno en la dieta, o en sangre, con la aparicion de cancer, la mayor parte de ellos
han puesto de manifiesto cierto efecto protector sobre los canceres de pulmdn, estomago,
vejiga urinaria, eséfago, laringe, colon, préstata e intestino (19).

d) Vitamina E (Tocoferol): el término vitamina E se aplica a una familia de ocho
sustancias relacionadas, los tocoferoles y los tocotrienoles, que son sistemas en anillo
(anillo cromanol) hidroxilados y unidos a una cadena lateral fitil. Las cuatro formas
principales de vitamina E son designadas como alfa, beta, delta y gamma, segin el nimero
y posicion de los grupos metilos en el anillo cromanol (figura No.5). Los tocotrienoles
tienen tres enlaces dobles en la cadena lateral fitil, pero, por lo demés son similares a los
tocoferoles (2,18).

CH,

Compuesto  R; R R3

a-tocoferol CH; CH; CHs
B-tocoferol CH; H CHj3
y-tocoferol H CH; CHs
d-tocoferol H H CH3

Figura No. 5 Estructura quimica de los cuatro tocoferoles



Los tocotrienoles pueden tener una actividad biolégica comparable a la de los
tocoferoles pero se considera que su importancia nutricional es menor. La fuente mas

importante de los tocoferoles son los diversos aceites vegetales. (2,18).

La esterificacion del grupo fenol del anillo cromanol con acetato, succinato o
nicotinato protege de la oxidacion a la molécula de tocoferol. Sin embargo, como este
grupo fenol es el lugar activo para la funcion antioxidante de la vitamina E, los ésteres

tocoferil han de ser hidrolizados para que la vitamina pueda desarrollar actividad biol6gica

(2).

La funcidn fisioldgica de la vitamina E consiste en su papel como limpiador de los
radicales libres, evitando asi que dichos radicales libres y oxidantes lesionen a los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas celulares, a las proteinas ricas en grupos tiol de las
membranas y del citoesqueleto y a los acidos nucleicos. La vitamina E es uno de los
factores primordiales de este sistema de defensa ya que es soluble en los lipidos y, por
tanto, puede proteger directamente a las membranas celulares.  Se ha demostrado que el
a-tocoferol dona un atomo de hidrogeno a la cadena de propagacion de peroxidacion
lipidica, dando origen al radical a-tocoferosil relativamente estable. Recientemente se ha
propuesto que el a-tocoferol previene la propagacion de la peroxidacion lipidica en la
membrana por un mecanismo que implica la reduccion del radical a-tocoferosil por
reductores enzimaticos y no enzimaticos como la vitamina C, el glutation y posiblemente la

ubiquinona (2,20).

La vitamina E tiene el caracter antioxidante que les confiere sus mismas propiedades en lo
que respecta a la inhibicion o detencidén de fendmenos carcinogénicos. EXxisten estudios
que correlacionan los bajos o nulos niveles plasmaticos de vitamina E con el aumento de
cancer de colon y mama y también se sugiere que la vitamina E puede tener efectos
complementarios con el selenio (19). Los estudios epidemiologicos como el de Gey, K. Y
colaboradores en el afio 1,991 ha demostrado que los niveles plasmaticos de tocoferol son
inversamente proporcionales a la incidencia de cardiopatia isquémica en diversas

poblaciones humanas (22).



Una funcion fisiologica muy importante de la vitamina E en el hombre es la
proteccion del sistema nervioso, el muasculo esquelético y la retina ocular frente a la
oxidacion. La produccién de neutransmisores en el sistema nervioso va acompariada de la
generacion de grandes cantidades de radicales libres, por lo que parece que esta vitamina es
esencial para evitar los dafios causados por los radicales libres en las mitocondrias y en las

membranas axonales del sistema nervioso (2).

3. Tercera linea de defensa

Se encarga de reparar las biomoléculas dafiadas por los radicales libres. Se incluyen

enzimas reparadoras de ADN y la metionina sulfoxido reductasa (7,8).

C. Fuentes de antioxidantes exdgenos.

Los tejidos lesionados se ven sometidos a un mayor numero de reacciones por
radicales libres que los tejidos sanos. Como consecuencia, en la mayoria de las
enfermedades humanas el estrés oxidativo es un fendmeno secundario y no la causa
primaria de la enfermedad. La importancia del estrés oxidativo varia segin los estados
patoldgicos. Una de las principales causas de muerte, la enfermedad cardiovascular y el
cancer, pueden prevenirse o retrasarse con ayuda de cambios de la dieta, como la reduccion
de la ingesta de grasas y el aumento del consumo de frutas, cereales y verduras como

fuentes de antioxidantes exdgenos (2).

Los vegetales y las frutas contienen numerosas sustancias fitoquimicas que incluyen
compuestos fenolicos, compuestos nitrogenados, carotenoides y acido ascorbico. Muchas
de estas sustancias fitoquimicas poseen significativa actividad antioxidante que esta

asociada con la baja incidencia y baja mortalidad por cancer (23).



1. Mamey (Mammea americana)

El mamey es un frutal perteneciente a la familia de la Gutiferas. Es un frutal que
alcanza hasta 25m de altura y tiene una copa densa y regular. Como en otras Clusiéaceas el
tronco, ramas y hojas exudan un latex amarillo y espeso. Las hojas son elipticas a
obovadas, gruesas y planas, de color verde brillante. EI fruto es ovoide o elipsoidal, de
ocho a 25 cm de largo, bien apiculado. La superficie es irregular y corchosa, de color
castafio cubierta de lenticelas. EIl epicarpo duro forma con la parte externa del mesocarpo
una céscara de tres a cuatro milimetros de espesor rica en fibras y canales de resina. El
mesocarpo, una masa amarilla o rojiza, dura, azucarada, se come crudo o0 se prepara en
jaleas y conservas. El olor y el sabor posee parecido al albaricoque. Posee de una a cuatro

semillas en posicion radial (24).

Es nativa y cultivada de México a Brazil, asi como de Cuba a Trinidad. Cultivada
en el sur de Florida y Bahamas. La fruta es consumida fresca o cocida o en conserva. El
jugo es utilizado en Guatemala en la elaboracién de bebidas carbonatadas, asi mismo en
este pais se utiliza para preparar una tintura alcoholica que sirve para eliminar pestes. En
Trinidad se ingiere cocida para aliviar la hipertension. En Ecuador se utiliza como
tratamiento para la malaria que no responde a quinina. EI principio activo del mamey son

los derivados de la cumarina. Ademaés, contiene taninos (25).

2. Quilete (Solanum americanum)

Es una hierba erecta o desparramada de 1 a 1.5 m de alto, a veces hasta 3.5 m de
alto. Las hojas se encuentran en pares o solitarias, diferentes en tamafio pero similares en la
forma; son enteras o sinuado-dentadas, ovadas u ovado-lanceoladas, las hojas mas grandes
miden de 3 a 18 cm de largo y 1.5 a 10.5 cm de ancho; el &pice es acuminado y la base
atenuada, son vellosas o pilosas en el haz y envez. Las inflorescencias son laterales o

internodales (26).



Es nativa de Ameérica, crece en matorrales y sembradios. En Guatemala se ha
descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla,
Guatemala, Huehuetenango, Jutiapa, Petén, Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Santa
Rosa, Suchitepéquez y Zacapa. Las hojas se consumen en caldo o fritas con huevo; es una
hierba que se come en grandes cantidades en el pais y es frecuente encontrarla en los
mercados y supermercados, se acostumbra a comer para la convalecencia y recuperacion de
diversas enfermedades. Tiene amplio uso medicinal, por via oral se administra en el
tratamiento de afecciones gastrointestinales (célico, diarrea, estrefiimiento, gastritis, Glcera
gastrica) y respiratoria (asma, amigdalitis, tos ferina), anemia, cirrosis, dolor de muelas,
escorbuto, hinchazén, meningitis, nerviosismo, paludismo, presion alta, retencion urinaria,
reumatismo. La decoccion de hojas se usa via topica para el tratamiento de afecciones
dermatomucosas. Contiene alcaloides (solasodina, solasonina, glucoalcaloides vy
alcaminas), esteroides policiclicos insaturados, saponinas, azlcares 2-desoxigenados,
taninos, cardendlidos, acido malico, riboflavina, tiamina, acido ascorbico y sales minerales
(27,28).

D. Extraccion de antioxidantes

Se han llevado a cabo intensivas investigaciones para caracterizar las propiedades
antioxidantes de extractos de distintos materiales herbaceos o para aislar e identificar los
compuestos responsables de estas actividades (3). Existe para ello distintos métodos de
extraccion, entre los que se encuentran la extraccion por solventes y la extraccion por

fluidos supercriticos (EFS).

La extraccion por solvente es una técnica que consiste en la utilizacion de
disolventes organicos polares o apolares o bien mezclas de ellos. Requiere un capital
moderado para adquirir los equipos, el rendimiento es casi el doble de la extraccion por
arrastre o por EFS y se obtienen préacticamente todos los compuestos presentes en la matriz
herbacea (29). La extraccion por solvente ha sido el método mas comun para la
preparacion de muestras vegetales y frutas. Los solventes mas comunes son mezclas

acuosas con etanol, metanol y acetona (5).



Para la extraccion por solvente se puede recurrir a la maceracion, a la maceracion
cinética, percolacion y digestion. La maceracion consiste en la extraccion del material con
agitacion frecuente durante varios dias a temperatura ambiente. La intensidad del
movimiento es baja. La maceracion cinética se lleva a cabo a temperatura ambiente, al
igual que la maceracion, con la diferencia que el material se encuentra en constante
movimiento. La percolacion es el procedimiento mas utilizado para extraer ingredientes
activos, en esta técnica los ingredientes son humedecidos, se dejan en reposo y luego se
colocan en el percolador, donde se agrega suficiente solvente y se deja en maceracion
durante 24 horas. La digestion es una maceracion a alta temperatura, normalmente de 40-
50°C (29).

Se han realizado algunos estudios que comparan la actividad antioxidante de
algunos extractos. Soares y colaboradores en afio 1,997 determinaron la actividad
antioxidante de algunos extractos de Thymus zygis, comparando la actividad antioxidante
de los extractos de metanol y éter etilico obtenidos de esta planta. Resulté muy notorio el
resultado encontrado en estas investigaciones, los cuales indican que los extractos con
metanol reducen los radicales DPPH mas eficientemente que los extractos con éter etilico,
sin embargo el eter etilico mostré mayor actividad en la peroxidacion lipidica en las
membranas del reticulo sarcoplasmico. Los extractos metanolicos fueron mas potentes para
determinar los radicales peroxil y superdxido que los extractos con éter etilico.
Aparentemente, existe relacion entre el potencial antioxidante y el total de grupos fenolicos

contenido en cada extracto (3).

Asi mismo, los resultados obtenidos por Kéhkdnen y colaboradores en el afio 2,001
fueron significativos, en su estudio sobre la composicion fendlica y actividad antioxidante
de manzanas y berries utilizaron acetona al setenta por ciento, metanol al sesenta por
ciento, hexano, agua a temperatura ambiente y reflujo como solventes de extraccion para
determinar estos parametros. Demostraron que la extraccién con acetona en berries y
manzanas es ligeramente superior a la extraccion con metanol en la deteccion de fenoles y
actividad antioxidante, sin embargo, para la deteccion de fenoles el metanol era la mejor

opcidn pero en el caso de las berries no fue asi debido a que estas son pobres en subgrupos



fenolicos. El hexano resulto ser un mal solvente para extraer compuestos fenolicos debido
a su caracter apolar. Asi mismo, la utilizacién de agua como solvente condujo a una baja
deteccion de compuestos fendlicos en berries y manzanas debido a una probable actividad
de hidroxilacion por la polifenol oxidasa durante el tratamiento de extraccion (5).

También los estudios llevados a cabo por Hu y Kitts en el afio 2,000 sobre la
actividad antioxidante de los extractos de la raiz Echinacea son muy relevantes, la
extraccion con metanol exhibe una mayor actividad antioxidante que los extractos
obtenidos con cloroformo de la raiz Echinacea debido a que la polaridad del metanol es
mayor que la del cloroformo pudiendo extraer mayor cantidad de compuestos polares tales

como los compuestos fenolicos (30).

E. Polaridad de los solventes

Un solvente puede ser polar o no polar, prético o aprético. Un solvente protico
generalmente contiene un grupo —OH; ejemplos de éste son el agua, los alcoholes (R-OH) y
los acidos carboxilicos (RCOOH), estos contiene un proton moderadamente acido. Un
solvente aprotico no presenta hidrogenos no acidos y, por lo tanto, no presenta grupos —OH.
Un solvente no polar, no tiene ninguna polaridad asociada a él en absoluto; los solventes no
polares incluyen hidrocarburos y ciertos haloalcanos sustituidos simétricamente, tales como
el tetraclorometano. Una escala conveniente para definir la polaridad de un disolvente se
basa en la constante dieléctrica, €, que es una medida de su capacidad para aislar cargas
una de la otra. Mientras mayor sea la constante dieléctrica, mayor sera la polaridad del
disolvente (anexo No.1) (31).

Las propiedades de un solvente que contribuyen a su capacidad de estabilizar los
iones por solvatacion no se comprenden del todo, pero sin duda estan relacionadas con la
polaridad del solvente. Los solventes polares como agua, metanol, dimetilsulféxido y otros
son eficaces para solvatar los iones, pero la mayoria de los éteres e hidrocarburos son muy

deficientes para ello (32).



Antes de empezar un proceso de extraccion se debe definir la selectividad del
solvente a ser utilizado en el proceso. Dependiendo del propdsito al que se destine se
puede obtener un extracto cuya composicion quimica contiene la mayor parte de los
constituyentes quimicos de la planta o un extracto que contiene solamente constituyentes
quimicos con una determinada caracteristica. En el primer caso, normalmente se utiliza un
solvente de naturaleza general, de alta polaridad, como el alcohol etilico o el metanol. En
el segundo caso se emplea un solvente selectivo, de menor polaridad como el hexano que

solo extrae de la planta las grasas vegetales y otros componentes apolares (33).

Cuando la materia prima se pone en contacto con el solvente se inicia un proceso
opuesto al de secado que tiende a reconstituir el estado original de la célula. Inicialmente el
solvente penetra en la célula vegetal y expele el aire contenido en el citoplasma, dandose
inicio de esta forma al proceso de extraccion. La penetracion del solvente en la célula
induce un momento dipolar en las moléculas de los compuestos que van a ser extraidos. Es

de esta manera como las sustancias extraibles se adhieren a las moléculas del solvente (33).



V. JUSTIFICACION

Muchos de los sistemas enzimaticos celulares, el transporte mitocondrial de
electrones y la exposicion a diversos factores ambientales forman especies de oxigeno
reactivo y otros radicales libres en condiciones normales, lo que ha dado lugar a la
evolucion de un complejo sistema de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que tienen

por objeto destoxificar esos radicales libres (2).

El consumo de frutas y vegetales estd asociado con el bajo riesgo de cancer y
mortalidad por cancer. Abundantes evidencias existen de que las frutas y los vegetales
disminuyen el riesgo de enfermedades del corazon. Un beneficio adicional de frutas y
vegetales es su asociacion negativa con la presion sanguinea. Una explicacion a la
proteccion contra estas enfermedades (incluyendo céncer, enfermedad cardiovascular y
enfermedad cerebrovascular) es la presencia de antioxidantes como la vitamina C y E, los

b-carotenos y los fenoles en estos alimentos (4).

Para evaluar la actividad antioxidante de manera exacta, es necesario realizar una
correcta extraccion de los compuestos que la posean, lo que se dificulta por la variada
naturaleza de las estructuras vegetales (matrices) y por la diferente naturaleza quimica y
polaridad de estos compuestos. Los procedimientos utilizados hasta el momento para la
determinacion de la actividad antioxidante de vegetales y frutas incluyen la extraccion con
metanol. Sin embargo, a partir de estos extractos se determinan tres parametros distintos:
capacidad antioxidante total, contenido de fenoles totales y de vitamina C, los cuales
corresponden a compuestos con distinta polaridad. Hasta el momento no se conoce si la
extraccion con metanol es la mas adecuada para medir con la mayor exactitud los tres
parametros mencionados. Por tal motivo se evalud en el presente trabajo ocho distintos
solventes (metanol, etanol, n-hexano, cloroformo, agua, buffer de fosfatos a pH 3, buffer de
fosfatos a pH 7.4 y fase movil) con diferentes polaridades para la estimacién de la actividad
antioxidante de quilete (Solanum americanum) y mamey (Mammea americana), especies
que representan a la mayoria de matrices tipicas de vegetales y frutas autoctonas de la

region.



V. OBJETIVOS

A. General

Evaluar la extraccion con distintos solventes a partir de distintas matrices para la
determinacion de la actividad antioxidante total a través del método de DPPH, el contenido
de grupos fenoles por el reactivo de Folin Ciocalteu y para determinar vitamina C
mediante HPLC.

B. Especificos

1. Comeparar los resultados de la determinacion de actividad antioxidante obtenidos

de los ocho distintos extractos a través del método de DPPH.

2. Comparar los resultados obtenidos del contenido de grupos fenoles de los ocho

distintos extractos a través del método de Folin Ciocalteu.

3. Comeparar los resultados obtenidos de la cuantificacion de vitamina C de los ocho

distintos extractos mediante HPLC.

4. Determinar el o los solventes con los que se cuantifigue mayor actividad

antioxidante con los tres parametros.



VI. HIPOTESIS

El tipo de solvente utilizado para la extraccion de antioxidantes no influye sobre los
valores obtenidos en la determinacion de los distintos parametros de actividad antioxidante

(actividad antioxidante total, contenido de fenoles totales y vitamina C)



VIl.  MATERIAL Y METODOS

A. Universo

Solventes para preparar extractos para determinar actividad antioxidante, plantas y

frutas consumidas por la poblacion.

B. Muestra

Ocho solventes para preparar extractos para determinar actividad antioxidante en quilete

(Solanum americanum) y mamey (Mammea americana).

C. Materiales

1. Recursos humanos

Sandra Patricia Lima Pimentel (tesista)

- Dr. Rubén D. Velasquez Miranda (asesor)

Licda. Kenia Maria de los Angeles Caballeros Barragan (asesora)

2. Equipo
Balanza
Horno (100°C +/- 1)

- Termdmetro

- Mortero

Bafio de Maria (60 °C +/- 1)
Desecadora

- Refrigeradora (4 a7 °C)

Vortex

Agitador magnético



Magnetos

Espectrofotometro

Balanza analitica

Balanza semianalitica

Kitazato

Manguera para vacio

Embudo Buchner

Centrifuga

Cromatografo para HPLC (Cromatdgrafo con detector UV marca Merck
Hitachi L-7400 LaChrom, bomba Merck Hitachi L-6200A intelligent pump,
cromatointegrador Merck Hitachi D-2500)

Reactivos
Metanol
Etanol al 95 por ciento
Cloroformo
n-hexano
Agua desmineralizada
Buffer de fosfatos 0.01M a pH 3
Buffer de fosfatos 0.01M a pH 7.4
Fase movil (95 por ciento de buffer a pH 3y 5 por ciento de absoluto)
a,a-difenil-b-picril-hidrazilo
Acido acético glacial
Acetato de sodio
Acido galico
Carbonato de calcio
Nitrégeno gaseoso

Reactivo de Folin-Ciocalteu



Métodos

Obtencién de la muestra vegetal

Se colectaron muestras de quilete (Solanum americanum) de un supermercado
y de mamey (Mammea americana) del mercado central.

Las muestras frescas se introdujeron en bolsas plasticas y se transportaron al
laboratorio de Bioguimica de la Facultad de Farmacia.

El quilete (Solanum americanum) se sacudio para eliminar residuos y se
selecciond la parte comestible (hojas) para preparar los extractos.

Al mamey (Mammea americana) se le retird la corteza y se seleccion0 la parte
comestible para preparar los extractos.

La misma muestra se utilizd para preparar las ocho extracciones.

Preparacion del extracto vegetal de quilete (Solanum americanum)

El extracto se prepard a partir de muestras vegetales frescas
Para la preparacion del extracto a partir de éstas se pesaron 10 g y se agreg6 50
ml del solvente (metanol, etanol, agua, buffer de fosfatos 0.01M a pH 3, buffer de
fosfatos 0.01M a pH 7.4, n-hexano, cloroformo o fase movil).
= Se saturd la atmésfera con nitrégeno gaseoso por 30 segundos
= Se agitdé por dos horas utilizando un agitador magnético,
protegiendo la muestra de la luz.
= Se filtr el extracto utilizando un embudo y papel filtro.
= Los extractos con buffer de fosfatos 0.01M a pH 3, agua y buffer
de fosfatos 0.01M a pH 7.4 fueron centrifugados a 3000 rpm
durante 15 minutos y luego filtrados al vacio.
= Se repitieron las extracciones con fracciones de 25 ml hasta que el
extracto se obtuvo incoloro.

= Se midié el volumen total de cada extracto.



- Se repitio el mismo procedimiento para cada solvente y se realizé esto para cada

solvente por triplicado.

3. Preparacion del extracto de mamey (Mammea americana) (6)

- El extracto se prepard a partir de muestras frescas
- Para la preparacion del extracto a partir de la muestra fresca se pes6 10 g de
mamey y se homogeniz6 en mortero con 50 ml de solvente (metanol, etanol, agua,
buffer de fosfatos 0.01M a pH 3, buffer de fosfatos 0.01M a pH 7.4, n-hexano,
cloroformo o fase mavil). Se introdujo en un erlen meyer de borde esmerilado el
homogenizado.
= Se saturd la atmosfera con nitrogeno gaseoso por 30 segundos.
= Se agitd por dos horas utilizando un agitador magnético
protegiendo la muestra de la luz
= Se filtrd utilizando un embudo y papel filtro
= Los extractos con buffer de fosfatos 0.01M a pH 3, agua y buffer
de fosfatos 0.01M a pH 7.4 fueron centrifugados a 3000 rpm
durante 15 minutos y luego se filtraron al vacio.
= Se repitieron las extracciones con fracciones de 25 ml hasta que el
extracto se obtuvo incoloro.
= Se midid el volumen total de cada extracto.
- Se repitio el mismo procedimiento para cada solvente y se realizaron las

extracciones para cada solvente por triplicado.

4, Procesamiento del extracto vegetal de quilete (Solanum americanum) y del

extracto de la fruta mamey (Mammea americana) (6)

Los extractos volatiles que causaron menos del cincuenta por ciento de
disminucion de color en el ensayo con DPPH se concentraron siguiendo el

procedimiento que se describe a continuacion; igual procedimiento se realizo para



los casos en que el solvente de extraccion era inmiscible con el solvente en que se
realizo el andlisis de la actividad antioxidante:

- Se prepard para cada extracto, alicuotas de distintos volimenes por duplicado

- Se evaporaron con corriente de nitrogeno gaseoso y en bafio de maria hasta
sequedad.

- Se reconstituyd cada alicuota con el volumen apropiado de metanol.

- Se determind por duplicado, la actividad antioxidante de las alicuotas evaporadas
y reconstituidas mediante el método de DPPH , la cuantificacion de fenoles totales
por el reactivo de Folin-Ciocalteu y la determinacion de vitamina C mediante
HPLC.

Los extractos menos volatiles se concentraron mediante liofilizacion luego se
siguio el siguiente procedimiento:

- Se reconstituy6 cada alicuota con el volumen apropiado de metanol.

- Se determind por duplicado, la actividad antioxidante de las alicuotas evaporadas
y reconstituidas mediante el método de DPPH , la cuantificacion de fenoles totales
por el reactivo de Folin-Ciocalteu y la determinacion de vitamina C mediante
HPLC.

Determinacion de la actividad antioxidante utilizando a,a-difenil-b-picrilhidrazilo

DPPH (6)

- Se prepar0 una serie de cuatro tubos de reaccion por ensayo.

- Al primer tubo que es el blanco del control se le agregé 1 ml de una solucion
tampdn de acetato y 2 ml de metanol

- Al segundo tubo, control, se le agregd 1 ml de tampdn de acetato, 1.5 ml de
metanol y 0.5 ml de solucion metandlica de DPPH (0.0219 % p/v).

- Al tercer tubo, blanco del ensayo, se le agreg6é 1 ml de tampdn de acetato, 1.9 ml
de metanol y 0.1 ml del extracto de la muestra.

- Al cuarto tubo, ensayo, se le agregd 1 ml de tamp6n de acetato, 1.4 ml de metanol,

0.1 ml del extracto de la muestra y 0.5 ml de solucion de DPPH



Se agitd en vortex por 30 segundos e incubd a temperatura ambiente por 30
minutos, protegiéndolo de la luz.

Se realizé la lectura de la absorbancia en el espectrofotdmetro, a una longitud de
onda de 517 nm contra el blanco respectivo.

Se calculé el porcentaje de disminucion de la Abs (517) causado por el extracto.
{[Abs b control — Abs €)]/(Abs control)}* 100 = % dis Abs (517).

Se grafico la concentracion del extracto (eje x) vrs % dis Abs (517) (eje y). Se
interpol6 el valor de ICx.

La actividad antioxidante se expresé en términos de la concentracion de inhibicion
al 50 por ciento (ICsp), que es la concentracion del extracto requerida para dar un

50 por ciento de disminucion de la absorbancia de DPPH.

Determinacién de los compuestos fendlicos (6)

Se prepard una curva patrén con 4 ml de &cido galico disuelto en agua en
concentraciones entre 0.625-6.25 mg/ml.

Se agregd un blanco con 8.0 ml de agua, 0.8 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y
1.6 ml de Na,COj3 al 10%.

Se prepararon dos tubos de muestra a analizar.

Al primer tubo se le agregd 3.95 ml de agua, 0.4 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu
y 0.8 ml de Na,COs3 al 10% y 50 ml de muestra.

Al segundo tubo se le agregé 3.90 ml de agua, 0.4 ml de reactivo de Folin-
Ciocalteu y 0.8 ml de Na,CO3 al 10% y 100 ml de muestra.

Se mezclaron bien y se colocaron de 90-100 °C durante 1 minuto. Se realiz6 la
lectura de la absorbancia a 765 nm.

Utilizando una curva patron se calculé la concentracion de compuestos fenolicos

totales, expresados como equivalentes de acido galico/g de peso seco.



7. Determinacion de vitamina C

20 ml del extracto filtrado a través de una membrana de poro 0.2 mm se
inyectd en un cromatdgrafo con las condiciones siguientes:

- Columna de acero inoxidable (250mm por 4 mm), diametro interno empacada con
octadecil silica gel (C18, 100 m de particula y 5 m de porosidad).

- Elucidn isocratica con buffer de NaH,PO,4 0.01M a pH 3 / metanol (95:5 v/v) y
flujo de 1 ml por minuto.

- Deteccion UV/vis a 370 nm (volumen de la célula de 12 ml).

- La sefal se analizé con un integrador programado para calcular el area debajo de
la superficie de los picos.

- Como patrén se inyectdé 1mg de acido ascérbico/1 ml de agua

- Soluciones de acido ascérbico que varian entre 5 a 500 mg/ml de fase movil se

utilizaron como curva patron.

8. Determinacién del peso seco de la muestra vegetal de quilete (Solanum

americanum) v de la fruta mamey (Mammea americana) (6)

- Se realizo en triplicado el siguiente procedimiento para la muestra fresca

- Se introdujo un vidrio de reloj en un horno a 100 °C por una hora, se retird y se
dejo que alcanzara la temperatura ambiente en una desecadora (aproximadamente
15 minutos). Se determind el peso.

- Se repitio el procedimiento hasta obtener un peso constante (tara).

- Se agreg6 exactamente 1 gramo de muestra y se llevd a 100 °C por una hora. Se
retiré del horno y se introdujo en una desecadora hasta que alcanzé la temperatura
ambiente (aproximadamente 15 minutos). Se determino el peso.

- Se repitio el procedimiento hasta que se alcanzd un peso constante.

- Seresto la tara y se determind el peso seco de la materia vegetal expresado como
mg materia seca/g de materia vegetal.



E. Disefio estadistico

Tipo de estudio: Experimental de una fase.

Disefio estadistico factorial de dos factores: parametro de determinacion de actividad

antioxidante y tipo de solvente para extraccion

Factores:

- Parametro de determinacion de actividad antioxidante
Determinacion de actividad antioxidante mediante DPPH a;
Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu a,
Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC as

- Tipo de solvente para extraccion

Metanol b,
Etanol b,
Agua b3

Buffer de fosfatos 0.01lMapH3 by
Buffer de fosfatos 0.0lMapH 7.4 bs
n-hexano be

Cloroformo by

Se realizaron veintiun tratamientos (tres niveles del primer factor por siete
niveles del segundo factor) que se establecen por la combinacion de los dos factores

mencionados anteriormente (anexo No.2).

Cada uno de los extractos obtenidos se utilizd en duplicado para los
siguientes andlisis: DPPH con el cual se determina un valor de 1Cs expresado como
mg materia seca, mg extracto seco; fenoles totales expresado como equivalentes de

acido galico/g de peso seco y vitamina C expresado como mg/g de peso seca.



Analisis estadistico: A los resultados obtenidos de los analisis mencionados se les
realiz6 un analisis de varianza de una via. Con un nivel de confianza del 95 por

ciento (o = 0.05). Luego se emplearon cajas de Tukey para una comparacion
maultiple.



VIIl. RESULTADOS

La tabla 1 muestra los promedios, desviaciones estandar, minimos y maximos de los
distintos pardmetros de actividad antioxidante (actividad antioxidante total, contenido de
fenoles totales y vitamina C). Los resultados fueron analizados mediante una prueba de
varianza de una via a un nivel de significancia (o = 0.05). Esta prueba estadistica reveld
que existen diferencias (valor P < 0.05) al utilizar distintos solventes para la extraccion.

Estas diferencias se establecieron para cada uno de los distintos pardmetros determinados.

Las graficas 1 y 2 comparan la actividad antioxidante total obtenida con los ocho
distintos solventes usados en dos matrices vegetales distintas (quilete y mamey). Se
observa que los extractos con el etanol, la fase movil y el metanol son los que presentan los
valores mas altos de actividad antioxidante total (menor 1Csp) asi como los buffers y el
agua; ademas, es evidente que el n-hexano extrae muy escasa cantidad de este tipo de

compuestos.

Posterior al anélisis de varianza, se realizd una comparacion multiple a través del
empleo del test de Tukey (o =0.05) para cada pardmetro de medicion, tomando en cuenta
los ocho distintos solventes (metanol, etanol, cloroformo, n-hexano, agua, buffer a pH 3,

buffer a pH 7.4 y fase movil) y las dos matrices (mamey y quilete).

La tabla 2 y 3 muestran la actividad antioxidante total expresada como 1Cs para el
mamey y quilete, respectivamente; en ellas es evidente que los solventes se comportan en
distintos subgrupos y que el primero de ellos esta integrado por los que muestran mayor
actividad antioxidante (valores menores de I1Csp). Se observa que este primer subgrupo esta
integrado por etanol, fase movil, metanol, buffer a pH 7.4, buffer a pH 3 y agua.
Cloroformo se muestra en este primer subgrupo Unicamente en la tabla 3. Ademas, etanol,
fase movil, metanol y buffer a pH 7.4 son los cuatro solventes que encabezan el primer

subgrupo en ambas tablas



Tabla 1. Valores de actividad antioxidante total, fenoles totales y vitamina C del mamey y quilete utilizando distintos solvente para su

extraccion. Los resultados se expresan como media, desviacion estandar, minimo y maximo.

PARAMETRO DE MEDICION VEGETAL SOLVENTE Valor P
Metanol  Etanol Cloroformo n-Hexano  Agua Buffer pH3 Buffer pH 7.4 Agua

Actividad antioxidante total (1Cso)* Mamey Media* 3.54 2.74 74.81 141.03 2843 15.48 13.98 322  <0.05
DS°® 0.73 0.22 20.45 17.21 5.26 2.94 2.55 0.56
Minimo 2.97 2.57 52.26 126.37 23.56 12.12 11.72 2.74
Maximo 4.37 2.99 92.14 159.97 34.01 17.57 16.74 3.84

Quilete Media® 0.14 0.34 2.16 116.98 0.58 0.98 0.36 0.24  <0.05
DS® 0.01 0.02 0.25 51.59 0.05 0.14 0.05 0.070
Minimo 0.13 0.33 1.87 71.48 0.54 0.87 0.31 0.19
Méximo 0.15 0.37 2.30 173.03 0.63 114 0.41 0.33

Fenoles totales (Eq.Ac.Gal./g peso seco)® Mamey Media* 4746  59.02 0.00 0.00 19.25 16.56 2151  48.72  <0.05
DS® 10.35 4.44 0.00 0.00 3.26 0.93 2.97 3.00
Minimo 40.62 54.18 0.00 0.00 15.96 15.81 18.27 45.60
Méaximo 59.36  62.92 0.00 0.00 22.47 17.60 2411 5159

Quilete Media* 538.54 231.81 50.51 0.00 213.34 182.67 357.06 189.63 <0.05
DS® 38.29  10.03 2.94 0.00 13.34 16.41 2541  30.72
Minimo 497.92 222.06 47.40 0.00 200.54 171.52 327.72 156.74
Maximo 573.98 242.10 53.24 0.00 227.17 201.51 371.77 217.58

Vitamina C (mg/g peso seco) Mamey Media* 371 3.96 0.00 0.00 2.52 0.00 0.00 327  <0.05
DS® 0.17 0.21 0.00 0.00 0.27 0.00 0.00 0.40
Minimo 3.57 3.83 0.00 0.00 2.36 0.00 0.00 2.88
Méaximo 3.90 4.20 0.00 0.00 2.83 0.00 0.00 3.69

Quilete Media® 1569  12.09 0.00 0.00 2.27 4.48 12.07 570 <0.05
DS® 1.08 0.17 0.00 0.00 3.93 3.97 0.33 0.02
Minimo 1454  11.90 0.00 0.00 0.00 0.00 11.75 5.69
Maximo 16.70 12.19 0.00 0.00 6.80 7.55 12.40 5.72

! Valor P= valor de la probabilidad.

2 Analisis de varianza univariado; a=0.05, nivel de confianza del 95%
% Concentracion de inhibicién al 50 por ciento expresada en mg.

* Media de ensayos realizados en triplicado.

> Desviacion estandar de ensayos realizados en triplicado.

® Concentracion basada en acido galico como estandar.



Actividad antioxidante en extractos de mamey con ocho distintos
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! Test de tukey (oo = 0.05)
2 Expresada como 1Cs, (Concentracion de inhibicién al 50 por ciento expresada en mg.)

Actividad antioxidante en extractos de quilete con ocho distintos
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Tabla 2. Actividad antioxidante total del mamey con los ocho distintos solventes*?.

Solvente n Subgrupos
1 2 3

Etanol 3 2.74°

Fase Movil 3 3.22

Metanol 3 3.54

Buffer pH 7.4 3 13.98

Buffer pH 3 3 15.47

Agua 3 28.42

Cloroformo 3 74.81

n-hexano 3 141.03
Significancia 0.01 1.00 1.00

! Comparacién por test de Tukey, a = 0.05.

2 Expresada como ICs, (Concentracion de inhibicion al 50 por ciento expresada en mg).

Tabla 3. La actividad antioxidante total del quilete con ocho distintos solventes™?,

Solvente n Subgrupos
1 2
Metanol 3 0.14°
Fase movil 3 0.24
Etanol 3 0.34
Buffer pH 7.4 3 0.36
Agua 3 0.58
Buffer pH 3 3 0.98
Cloroformo 3 2.16
n-hexano 3 116.97
Significancia 1.00 1.00

! Comparacion por test de Tukey, o = 0.05.

2 Expresada como ICs, (Concentracién de inhibicién al 50 por ciento expresada en mg).



En las gréficas 3 y 4 se observan los valores del contenido de los compuestos
fenolicos totales de mamey y quilete, respectivamente, con los distintos solventes. Puede
observarse que metanol, etanol y fase movil son los solventes que extraen mayor cantidad
de estos compuestos en el mamey y que el metanol es el solvente con el que se extrae
mayor cantidad de estos analitos en quilete. Es evidente que el intervalo de confianza de la

extraccion metanolica de mamey es muy amplio.

Grafica 3. Extraccion de compuestos fendlicos totales en mamey con ocho distintos

solventes®.
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Las tablas 4 y 5 muestran el contenido de los compuestos fenolicos totales de
mamey Yy quilete, respectivamente. Los distintos solventes se comportan de nuevo en
distintos subgrupos para este parametro. El Gltimo subgrupo en ambas tablas contiene los
solventes en los cuales se encontré el mayor contenido de compuestos fendlicos. Metanol
estd presente en dicho subgrupo en ambas tablas. En la tabla No. 4 este subgrupo esta
integrado por tres solventes (metanol, fase movil y etanol) de los cuales etanol es el que

presenta mayor rendimiento de estos compuestos.

Tabla 4. Contenido de los compuestos fenolicos del mamey obtenido mediante

ocho distintos solventes®?.

Solvente n Subgrupos
1 2 3

Cloroformo 3 0.00°

n-Hexano 3 0.00

Buffer pH 3 3 16.56

Agua 3 19.25

Buffer pH 7.4 3 21.51

Metanol 3 47.46
Fase Movil 3 48.72
Etanol 3 59.12
Significancia 1.00 0.86 0.08

! Comparacion por test de Tukey, a. = 0.05.

2 Fenoles totales expresados en equivalentes de 4cido gélico / gramo de peso seco.



Tabla 5. Contenido de los compuestos fendlicos del quilete obtenido mediante ocho

distintos solventes®?.

Solvente n Subgrupos
1 2 3 4

n-hexano 3 0.00°
Cloroformo 3 50.51
Buffer pH 3 3 182.67
Fase movil 3 189.63
Agua 3 213.34
Etanol 3 231.81
Buffer pH 7.4 3 357.06
Metanol 3 538.54
Significancia 0.13 0.15 1.00 1.00

! Comparacion por test de Tukey, a. = 0.05.

2 Fenoles totales expresados en equivalentes de 4cido gélico / gramo de peso seco.

Las graficas 5 y 6 muestran los contenidos de vitamina C en mamey y quilete,
respectivamente, con los distintos solventes de extraccion. Metanol y etanol son los
solventes con los que se extrae mayor cantidad de este analito. Ambos solventes muestras

estrechos intervalos de confianza en ambas graficas.



Gréfica 5. Extraccion de vitamina C del mamey con ocho distintos solventes®.
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Gréafica 6. Extraccion de vitamina C del quilete con ocho distintos solventes.
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Las tablas 6 y 7 corresponden a la vitamina C del mamey y quilete,
respectivamente, con los ocho distintos solventes en estudio. La mayor cantidad de
vitamina C fue detectada con el empleo de etanol y metanol como solventes de extraccion
los cuales integran el Gltimo subgrupo en ambas tablas. Asi también puede notarse que el
empleo de buffer a pH 7.4 produjo buenos resultados en la extraccion de este analito en
quilete y que integra parte del Gltimo subgrupo en este vegetal.



Tabla 6. La extraccién de Vitamina C de mamey con ocho distintos solventes™?.

Solvente n Subgrupos
1 2 3 4

Cloroformo 3 0.00°
n-hexano 3 0.00
Buffer pH 3 3 0.00
Buffer pH 7.4 3 0.00
Agua 3 2.52
Fase movil 3 3.27
Metanol 3 3.71 3.71
Etanol 3 3.96
Significancia 1.00 1.00 0.19 0.77

! Comparacion por test de Tukey, o = 0.05.

2 Vitamina C expresada en miligramos / gramo de peso seco.

Tabla 7. La extraccion de Vitamina C del quilete con ocho distintos solventes™?.

Solvente n Subgrupos
1 2 3

Cloroformo 3 0.00°

n-hexano 3 0.00

Agua 3 2.27 2.27

Buffer pH 3 3 4.48 4.48

Fase movil 3 5.69

Buffer pH 7.4 3 12.07
Etanol 3 12.09
Metanol 3 15.69
Significancia 0.18 0.46 0.40

! Comparacion por test de Tukey, a. = 0.05.

2 Vitamina C expresada como miligramos / gramo de peso seco.



IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los solventes incluidos en el estudio se escogieron en base a su grado de polaridad.
Tanto el metanol y el etanol son solventes frecuentemente utilizados en la extraccion de
compuestos fitoquimicos por su relativo alto grado de polaridad. EIl agua a temperatura
ambiente por ser solvente universal. Los buffers por representar solventes polares en los
que se protege el pH, siendo estos de gran interés especialmente en la determinacion de
vitamina C. EI cloroformo y el n-hexano son los solventes con mayor facilidad de extraer
compuestos apolares. Y la fase movil para la determinacién de vitamina C por medio de
HPLC. Las extracciones y las determinaciones fueron realizadas en materia fresca, estado

en el cual el vegetal contiene mayor cantidad de compuestos antioxidantes (6).

Se pudo observar que los solventes se comportaron de distinta forma de acuerdo a
los pardmetros estudiados tanto en mamey como en quilete en estado fresco. Se presentan
en distintos subgrupos en cada parametro. Se observd que los extractos etandlicos y
metanolicos presentaron los mejores rendimientos con los distintos pardmetros de medicion
en ambos vegetales, y que los extractos con mayor actividad antioxidante son ricos en

compuestos polifendlicos lo cual se relaciona con estudios previos (3,5,6).

El etanol como solvente presentd altos rendimientos y estrechos intervalos de
confianza en ambos vegetales. En mamey es evidente que fue el solvente con el que se
obtuvo mejores resultados en todos los pardmetros (actividad antioxidante total, contenido
de compuestos fendlicos totales y vitamina C) mostrandose superior a metanol. Su
habilidad de extraccion radica en que es capaz de extraer compuestos fenolicos glicosilados
(11) los cuales se encuentran en abundancia en frutas, ello explica el alto rendimiento en los
pardmetros de fenoles totales y actividad antioxidante total. A pesar de que la vitamina C
es menos soluble en etanol que en agua, se obtuvo mejor rendimiento en la extraccion

etanolica que en la extraccion acuosa.



A pesar de que los extractos metanolicos de mamey también presentaron buenos
rendimientos muy cercanos a los extractos etanodlicos, el intervalo de confianza en la
determinacion de fenoles totales es muy amplio, siendo esta una desventaja en la
extraccion con metanol. Con respecto a los demas parametros, muestra resultados

comparables a los de etanol y estrechos intervalos de confianza.

El metanol fue el mejor solvente de extraccién del contenido total de compuestos
antioxidantes, compuestos fendlicos y vitamina C, en quilete, debido a su naturaleza polar
(constante dieléctrica 33.6) que facilita la extraccién de compuestos polares seguido por
etanol (constante dieléctrica 24.3), que presenta resultados cercanos, excepto en el
contenido de compuestos fendlicos en donde el agua lo supera. Ademas de presentar altos
rendimientos y estrechos intervalos de confianza de estos parametros, metanol extrae rapida
y facilmente los compuestos antioxidantes de la matriz herbacea y requiere escasa cantidad

del mismo para completar la extraccion al igual que etanol.

Los extractos obtenidos con fase movil muestran resultados cercanos a los de etanol
y metanol en la determinacion de actividad antioxidante total. La presencia de metanol en
un cinco por ciento facilitd la extraccion de ciertos compuestos fendlicos y la estabilizacion
de los extractos. Sin embargo, a pesar de que es buena opcién para la determinacion de
compuestos fendlicos en mamey, no lo es para quilete. En la determinacion de vitamina C
no fue la mejor opcidn ya que se presenta en un segundo subgrupo de eleccion para ambos

vegetales.

A pesar de que el agua es un solvente universal y presenta alto grado de polaridad
(constante dielétrica 78.3), no muestra altos rendimientos como era de esperarse. Por su
naturaleza tiene capacidad de ionizarse y de participar en reacciones acido-base. No
mantiene estable el pH y en ella se encuentra oxigeno disuelto que puede ocasionar que las
moléculas extraidas sean oxidadas (5) impidiendo de esta forma medir con exactitud los

pardmetros incluidos.



Los extractos acuosos de mamey en un corto intervalo de tiempo adquirieron olor a
fermento y los mismos en quilete se tornaron fétidos, lo cual indica que este tipo de
extracto no puede conservarse durante largos periodos en refrigeracion a menos que sean
liofilizados. Ademas, se dificulté el procedimiento de extraccion pues fue necesario
centrifugar el extracto obtenido antes de filtrar al vacio. Asi mismo, fue necesario
concentrar mediante liofizacion mayor cantidad de dichos extractos para realizar las
determinaciones de los pardmetros de medicion, invirtiéndose dos dias en este
procedimiento. Por el contrario, con etanol, se concentrd y evapord rapidamente con
corriente de nitrogeno utilizando bafio de maria (42° C) y luego se realizaron las

determinaciones el mismo dia con mayor éxito.

El buffer a pH 7.4 presenta también resultados cercanos a los de metanol y etanol
excluyendo el contenido de compuestos fendlicos. Sus buenos resultados se deben a que
el buffer se encuentra a pH cercano al que se encuentra la planta en estado natural y por su
habilidad de amortiguar el medio, mantiene los analitos en el mismo estado, sin embargo,
no presenta muchas ventajas sobre los solventes antes descritos ya que al igual que los
extractos acuosos requiere emplear centrifugacion antes de filtrar el extracto y liofilizacion
para concentrarlo, lo cual implica mayor tiempo para llevar a cabo la determinacion de este
parametro. Ademas, no puede conservarse mucho tiempo el extracto sin ser analizado

pues se fermenta rdpidamente.

Los buffers a pH 3 y pH 7.4 muestran resultados cercanos al agua en la
determinacion de el contenido total de compuestos antioxidantes. En la determinacion de
vitamina C el buffer a pH 7.4 presenta mejores resultados que agua y buffer a pH 3 en
quilete. El agua mostré mejores rendimientos que los buffers en la determinacion de
vitamina C en mamey. Asi también mostraron similares dificultades en la determinacion de
los pardmetros que el agua, los cuales ya fueron descritos anteriormente. A pesar de que la
utilizacion de buffers era una opcion ideal para determinar vitamina C, no fueron utiles
debido a que no son estables en el transcurso del tiempo y por las condiciones con las que

se cuenta en el laboratorio, no presentan ser una buena opcion.



El cloroformo y el n-hexano no son apropiados para la extraccion ya que los
rendimientos obtenidos son muy bajos. Las metodologias utilizadas para la medicion de
los compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante total no permiten utilizar
solventes apolares ya que estos no son solubles en el medio de reaccion (en el caso de las
mediciones colorimétricas como Folin-Ciocalteu y DPPH) y por lo tanto, requiere que sean
evaporados y reconstituidos con solventes solubles en el medio de ensayo, quedando
residuos insolubles en el mismo que no pueden ser cuantificados. Los resultados obtenidos
mediante estas metodologias no refleja el verdadero contenido obtenido con estos

solventes.

Como se puede apreciar, el empleo de metanol y etanol como solventes de
extraccion fue de utilidad para obtener altos rendimientos de todos los pardmetros en ambos
vegetales. Las extracciones etanolicas en mamey presentan altos rendimientos de los
parametros y los intervalos de confianza son mas estrechos en comparacion con las
extracciones metanolicas. Sin embargo las extracciones metandlicas en quilete son las que

presentan los més altos rendimientos y estrechos intervalos de confianza.



X. CONCLUSIONES

. En la determinacion de actividad antioxidante total se obtuvieron los mejores
rendimientos con el empleo del metanol, la fase movil y el etanol como solventes de

extraccion en ambos vegetales.

En la cuantificacion de fenoles totales se obtuvieron los mejores resultados con el
empleo del etanol, la fase movil y el metanol como solventes de extraccion en mamey y

con el metanol, el buffer a pH 7.4 y el etanol en quilete.

En la determinacién de vitamina C, los extractos obtenidos de mamey con el etanol, el
metanol y la fase movil mostraron altos rendimientos, asi como los extractos obtenidos

de quilete con el metanol, el etanol y el bufferapH 7.4 .

. En general, los extractos obtenidos con etanol y metanol presentaron altos rendimientos
con los distintos parametros de medicion en ambos vegetales; en mamey los resultados
obtenidos con el etanol presentan estrechos intervalos de confianza y en quilete ocurre

lo mismo con el metanol.



XlI. RECOMENDACIONES

. Realizar extracciones con etanol y metanol en otras plantas evaluando los distintos
parametros incluidos en este estudio (actividad antioxidante total, contenido de fenoles
totales, vitamina C).

. Evaluar la validez externa del estudio realizado.

. Determinar si los solventes con mayor constante dieléctrica que la de metanol tales

como la acetona, tienen mejores efectos a los obtenidos en este estudio.

. Llevar a cabo un estudio para conocer las condiciones Gptimas de extraccion como

distintas temperaturas o distintos tiempos de agitacion.

. Evaluar la extraccion fraccionada como opcién para determinar de manera exacta la

actividad antioxidante total del vegetal en estudio.

Complementar los futuros estudios con un tamizaje fitoquimico del vegetal.
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Anexo No.1

Tabla 1. Valores de la constante dieléctrica de algunos solventes

Solvente Constante dieléctrica (g)
Hexano 1.89
Cloroformo 4.87
Etanol 24.3
Metanol 33.6

Agua 78.3




Anexo No.2

Combinacion de los factores del disefio estadistico

Los tratamientos utilizando la combinacion de estos dos factores son los

siguientes:

- aib; = Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utilizd
metanol como solvente.

- aib, = Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utilizo
etanol como solvente.

- aibs = Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utilizd
agua como solvente.

- aibs = Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utilizo
buffer de fosfatos 0.01M a pH 3 como solvente.

- aibs = Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utilizd
buffer de fosfatos 0.01 M a pH 7.4 como solvente.

- ajbg = Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utiliz6 n-
hexano como solvente.

- aib7; = Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utilizd
cloroformo como solvente.

- ajbg= Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH, se utiliz6 fase
movil como solvente.

- ab; = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utilizd
metanol como solvente.

- agb, = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utiliz6

etanol como solvente.



aobsz = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utilizé agua
como solvente.

azbs = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utilizo buffer
de fosfatos 0.01M a pH 3 como solvente.

abs = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utilizo
buffer de fosfatos 0.01 M a pH 7.4 como solvente.

azbs = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utilizo n-
hexano como solvente.

azb7 = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utilizé
cloroformo como solvente.

a;bg = Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, se utiliz6 fase
maovil como solvente.

asb; = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utiliz6 metanol como
solvente.

asb, = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utilizé etanol como
solvente.

asbs = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utiliz6 agua como
solvente.

asbs = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utilizo buffer de fosfatos
0.01M a pH 3 como solvente.

asbs = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utiliz6 buffer de fosfatos
0.01 M a pH 7.4 como solvente.

asbs = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utilizd n-hexano como
solvente.

asb7 = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utiliz6 cloroformo como
solvente.

asbg = Cuantificacion de vitamina C mediante HPLC, se utiliz6 fase mévil como

solvente.
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EVALUACION DE DISTINTOS SOLVENTES PARA EL PROCESO DE
EXTRACCION EN LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE
QUILETE (Solanum americanum) y MAMEY (Mammea americana)

Sandra Patricia Lima Pimentel, Kenia Maria de los Angeles Caballeros Barragan®, Rubén Dariel
Velasquez Miranda®

! Departamento de Bioquimica, Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala, Guatemala.

RESUMEN

En este trabajo se evalud la extraccién con ocho distintos solventes a partir de hojas de quilete
(Solanum americanum) y frutos de mamey (Mammea americana), para determinar la actividad antioxidante
mediante tres pardmetros: actividad antioxidante total, empleando el reactivo a,a—difenil-B—picrilhidrazilo
(DPPH), el contenido de fenoles totales por la reacciéon de Folin Ciocalteu y vitamina C mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La evaluacion se realizd mediante un disefio factorial que
combino las variables: pardmetro de determinacion de actividad antioxidante (las tres indicadas) y tipo de
solvente de extraccion (ocho solventes de distinta polaridad -metanol, etanol, cloroformo, n-hexano, buffer de
fosfatos a pH 3, buffer de fosfatos a pH 7.4, agua y una mezcla 95:5 de buffer de fosfatos pH 3 y metanol).
Las extracciones se hicieron por triplicado usando hojas de quilete y frutos de mamey en estado fresco. A los
resultados obtenidos se les realizd un analisis de varianza de una via con un nivel de confianza del 95 por
ciento (a = 0.05), seguido de una comparacion multiple de medias con el test de Tukey (o = 0.05). El estudio
permitié establecer que el tipo de solvente (polaridad) influye en el rendimiento de la extraccion de los
compuestos antioxidantes de quilete y mamey. La extraccién alcohélica (metanol y etanol) es la mejor opcién
para la cuantificacion de los compuestos antioxidantes mediante los tres parametros en ambos vegetales.

INTRODUCCION
Los radicales libres son especies El conocimiento de la capacidad
quimicas capaces de existir antioxidante de vegetales y frutas es

independientemente, contienen uno 0 mas
electrones desapareados y por su alta
reactividad quimica pueden causar dafio a las
macromoléculas celulares: proteinas,
carbohidratos, lipidos y é&cidos nucleicos,
resultando en dafio celular y en enfermedades
cronicas como la aterosclerosis y la artritis
reumatoide (1,2).

Bajo condiciones fisioldgicas
normales, el organismo previene el dafio
producido por los radicales libres a través de
sus mecanismos de proteccién conocidos
como sistemas antioxidantes. Ademas, es
conocido que la ingesta frecuente de
vegetales y frutas es una fuente importante de
antioxidantes exdgenos, pudiendo tener gran
trascendencia en la prevencion y terapéutica
de las enfermedades, en las que se han
implicado radicales libres (3-4).

importante, ya que de esta manera se puede
promocionar el consumo de las que posean
mayores cantidades. Recientemente se han
llevado a cabo estudios a nivel mundial, para
caracterizar la propiedad antioxidante de los
extractos de varios materiales vegetales.

A la fecha, los procedimientos mas
comunmente utilizados para la determinacion
de la actividad antioxidante de vegetales y
frutas incluyen la extraccion con solventes
(5). Los extractos asi obtenidos se analizan
con una serie de métodos para conocer su
capacidad antioxidante; uno de los ensayos
maés frecuentemente utilizados es la medicion
de la capacidad de los extractos para
consumir al radical o,a—difenil-p—picril-
hidrazilo (DPPH); ademas, para conocer en
forma general la naturaleza de los
compuestos que confieren esta actividad, se



determina los contenidos de fenoles totales
(reaccion de Folin Ciocalteu) y de vitamina C
(HPLC) (6). Para evaluar el potencial de un
vegetal como fuente de antioxidantes, es
necesario realizar una extraccion exhaustiva
de los compuestos que la posean, lo cual se
dificulta por la amplia gama de estructuras
vegetales (matrices) y por las variadas
naturalezas quimica y polar de los
antioxidantes. Estas dificultades se resuelven
mediante la utilizacion de solventes de
distinta polaridad. En la literatura no se
disponia de datos detallados sobre el
rendimiento de distintos solventes para
extracciones a partir de matrices vegetales
variadas (vr. gr. hojas y frutos) con el fin de
analizar sus propiedades antioxidantes por
medio de los tres parametros mencionados.

Este estudio se realiz6 con el objetivo
de evaluar la extraccion con ocho distintos
solventes a partir de hojas de quilete
(Solanum americanum) y frutos de mamey
(Mammea americana), para la determinacion
de la actividad antioxidante total a través del
método de DPPH, el contenido de grupos
fenoles por el reactivo de Folin Ciocalteu y la
vitamina C mediante HPLC.

MATERIALES Y METODOS

Muestra. Muestras de quilete fueron
adquiridas en un establecimiento de
conveniencia (supermercado) y las de mamey
en el Mercado Central, ambos de la Ciudad
de Guatemala. Estas se seleccionaron en el
estado de madurez apto para el consumo
humano.

Preparacion del extracto. 10 g de vegetal
(quilete 0 mamey) se extrajeron con 50 ml de
solvente (metanol, etanol, cloroformo, n-
hexano, buffer de fosfatos a pH 3, buffer de
fosfatos a pH 7.4, agua y una mezcla 95:5 de
buffer de fosfatos pH 3 y metanol —fase
mdvil-) mediante agitacion magnética, en
oscuridad y bajo atmdésfera de nitrégeno.
Después de filtrar, el residuo se extrajo
repetidamente con alicuotas de 25 ml del
mismo solvente hasta obtener extractos

incoloros. Los extractos obtenidos con buffer
de fosfatos 0.01 M a pH 3, agua y buffer de
fosfatos 0.01 ™M a pH 7.4 fueron
centrifugados a 3000 rpm durante 15 minutos
previamente a ser filtrados al vacio. Los
extractos obtenidos de un mismo material
vegetal fueron colocados juntos y se midio el
volumen. Con este dato y con el del peso
seco del vegetal, se calculd la concentracion
de materia seca vegetal por volumen de
extracto. De cada vegetal se realizaron
extracciones por triplicado con cada solvente.
Los extractos se almacenaron en
refrigeracién, recipientes color ambar y
atmosfera de nitrdgeno hasta su analisis.

Determinacion de la capacidad
antioxidante total. 100 pl del extracto se
mezclaron con 2.9 ml de 37.8 ppm de DPPH
disueltos en una solucién de metanol-buffer
de acetatos 0.1 M a pH 6 (1.9:1). La mezcla
se dejo reaccionar 30 minutos en la oscuridad
a temperatura ambiente. Se determind la
absorbancia a 517 nm al inicio y al final de la
incubacion. Se ajustd la concentracion del
extracto para calcular la cantidad de éste que
causaba la disminucion del 50% de
absorbancia (ICsp). La determinacion se
realizé por duplicado.

Determinacion de los Fenoles totales. 50 pl
de extracto se hicieron reaccionar con 5.15 ml
de reactivo de Folin diluido (1:12.9) con
Na,CO; (1.68%, p/v) a 90-100 °C por un
minuto. El procedimiento se efectud también
con 100 ul de extracto. Después que la
mezcla alcanzé temperatura ambiente, se
midio la absorbancia a 765 nm. Como curva
se analizaron de la misma forma soluciones
patrén de 5 a 100 mg de acido gélico (mg Eq.
acido galico).

Determinacion de la vitamina C. 20 pl del
extracto se inyectaron en un sistema de
HPLC con una columna Cig (LiChrospher
100, 5 um, Merck), de 12.5 mm por 4 mm
DI; el andlisis se efectu6 con elucién
isocratica (8 ml/min de buffer de fosfatos pH
3-metanol; 95:5), y deteccién a 265 nm. La
curva patron se generd con el analisis similar
de &cido ascorbico (5- 50 pg/ml).



Tabla 1. Valores de actividad antioxidante total, fenoles totales y vitamina C del quilete y mamey utilizando distintos solvente para su
extraccion. Los resultados se expresan como media, desviacion estdndar, minimo y maximo.

PARAMETRO DE MEDICION VEGETAL SOLVENTE Valor p?
Metanol  Etanol Cloroformo n-Hexano  Agua Buffer pH3 Buffer pH 7.4 Agua

Actividad antioxidante total (ICs)® Quilete Media* 0.14 0.34 2.16 116.98 0.58 0.98 0.36 0.24  <0.05
DS® 0.01 0.02 0.25 51.59 0.05 0.14 0.05 0.070
Minimo 0.13 0.33 1.87 71.48 0.54 0.87 0.31 0.19
Maximo 0.15 0.37 2.30 173.03 0.63 1.14 0.41 0.33

Mamey Media* 3.54 2.74 74.81 141.03 28.43 15.48 13.98 3.22 <0.05
DS® 0.73 0.22 20.45 17.21 5.26 2.94 2.55 0.56
Minimo 2.97 2.57 52.26 126.37 2356 12.12 11.72 2.74
Maximo 4.37 2.99 92.14 159.97 34.01 17.57 16.74 3.84

Fenoles totales (Eq.Ac.Gal./g peso seco)® Quilete Media* 538.54 231.81 50.51 0.00 213.34 182.67 357.06 189.63  <0.05
DS® 38.29 10.03 2.94 0.00 13.34 16.41 25.41 30.72
Minimo 497.92 222.06 47.40 0.00 200.54 171.52 327.72 156.74
Maximo 573.98 242.10 53.24 0.00 227.17 201.51 371.77 217.58

Mamey Media* 47.46 59.02 0.00 0.00 19.25 16.56 2151 48.72 <0.05
DS® 10.35 4.44 0.00 0.00 3.26 0.93 2.97 3.00
Minimo 40.62  54.18 0.00 0.00 15.96 15.81 18.27  45.60
Méaximo 59.36  62.92 0.00 0.00 22.47 17.60 2411 5159

Vitamina C (mg/g peso seco) Quilete Media* 15.69  12.09 0.00 0.00 2.27 4.48 12.07 570  <0.05
DS® 1.08 0.17 0.00 0.00 3.93 3.97 0.33 0.02
Minimo 14.54 11.90 0.00 0.00 0.00 0.00 11.75 5.69
Maximo 16.70 12.19 0.00 0.00 6.80 7.55 12.40 5.72

Mamey Media® 3.71 3.96 0.00 0.00 2.52 0.00 0.00 3.27  <0.05
DS® 0.17 0.21 0.00 0.00 0.27 0.00 0.00 0.40
Minimo 3.57 3.83 0.00 0.00 2.36 0.00 0.00 2.88
Méximo 3.90 4.20 0.00 0.00 2.83 0.00 0.00 3.69

! valor P= valor de la probabilidad.

2 Andlisis de varianza univariado; o=0.05, nivel de confianza del 95%
¥ Concentracion de inhibicion al 50 por ciento expresada en mg.

* Media de ensayos realizados en triplicado.

> Desviacion estandar de ensayos realizados en triplicado.

¢ Concentracion basada en cido gélico como estandar.



RESULTADOS

La tabla 1 muestra los promedios,
desviaciones estandar, minimos y maximos
de los distintos pardmetros de actividad
antioxidante (actividad antioxidante total,
contenido de fenoles totales y vitamina C).
Los resultados fueron analizados mediante
una prueba de varianza de una via a un nivel
de significancia (oo = 0.05). Esta prueba
estadistica revel6 que existen diferencias
(valor P < 0.05) al utilizar distintos solventes
para la extraccion. Estas diferencias se
establecieron para cada uno de los distintos
parametros determinados.

Las graficas 1 y 2 comparan la
actividad antioxidante total obtenida con los
ocho distintos solventes usados en dos
matrices vegetales distintas (quilete y
mamey).

Gréfica 1. Actividad antioxidante en
extractos de quilete con ocho distintos
solventes™?.
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 Test de tukey (a = 0.05)
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expresada en mg.)

Grafica 2. Actividad antioxidante en
extractos de mamey con ocho distintos
solventes™?.
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2Expresada como 1Cg, (Concentracion de inhibicion al 50 por ciento
expresada en mg.)

Se observa que los extractos con el
etanol, la fase movil y el metanol son los
que presentan los valores mas altos de
actividad antioxidante total (menor ICsp) asi
como los buffers y el agua; ademas, es
evidente que el n-hexano extrae muy escasa
cantidad de este tipo de compuestos.

En las gréficas 3 y 4 se observan los
valores del contenido de los compuestos
fendlicos totales de quilete y mamey,
respectivamente, con los distintos solventes.
Puede observarse que el metanol, el etanol y
la fase mdvil son los solventes que extraen
mayor cantidad de estos compuestos en el
mamey y que el metanol es el solvente con el
gque se extrae mayor cantidad de estos
analitos en quilete. Es evidente que el
intervalo de confianza de la extraccion
metandlica de mamey es muy amplio.

Gréfica 3. Extraccién de compuestos
fenolicos totales en quilete con ocho distintos
solventes™

Fenoles totales (Eq. Ac.Gal./g peso seco)
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1 Test de tukey (o = 0.05)

Graéfica 4. Extraccién de compuestos
fendlicos totales en mamey con ocho distintos
solventes'.

Fenoles totales( Eq.Ac.Gallg peso seco)

SOLVENTE
 Test de tukey (o = 0.05)



Las graficas 5 y 6 muestran los
contenidos de la vitamina C en quilete y
mamey, respectivamente, con los distintos
solventes de extraccién. EI Metanol y el
etanol son los solventes con los que se extrae
mayor cantidad de este analito. ~Ambos
solventes muestras estrechos intervalos de
confianza en ambas graficas.

Gréfica 5. Extraccién de la vitamina C

del quilete con ocho distintos solventes®.
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Gréfica 6. Extraccion de la vitamina C
del mamey con ocho distintos solventes®.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los solventes incluidos en el estudio
se escogieron en base a su grado de
polaridad. Se observo que los solventes se
comportaron de distinta forma de acuerdo a
los pardmetros estudiados tanto en quilete
como en mamey en estado fresco y que los
extractos con mayor actividad antioxidante
son ricos en compuestos polifendlicos lo cual
se relaciona con estudios previos (3,5,6).

El etanol como solvente presentd
altos rendimientos y estrechos intervalos de
confianza en ambos vegetales. En mamey es
evidente que fue el solvente con el que se
obtuvo mejores resultados en todos los
parametros (actividad antioxidante total,
contenido de compuestos fendlicos totales y
vitamina C) mostrandose superior a metanol.
Su habilidad de extraccion radica en que es
capaz de extraer compuestos fendlicos
glicosilados (7) los cuales se encuentran en
abundancia en frutas, ello explica el alto
rendimiento en los pardmetros de fenoles
totales y actividad antioxidante total. A pesar
de que la vitamina C es menos soluble en
etanol que en agua, se obtuvo mejor
rendimiento en la extraccién etandlica que en
la extraccion acuosa.

El metanol fue el mejor solvente de
extraccion del contenido total de compuestos
antioxidantes, compuestos fendlicos y
vitamina C en quilete, debido a su naturaleza
polar (constante dieléctrica 33.6), lo que
facilita la extraccion de compuestos polares;
es seguido por etanol (constante dieléctrica
24.3), que presenta resultados cercanos,
excepto en el contenido de compuestos
fendlicos, en donde el agua lo supera.
Ademas de presentar altos rendimientos y
estrechos intervalos de confianza de estos
parametros, el metanol extrae rapida y
facilmente los compuestos antioxidantes de la
matriz herbacea y requiere escasa cantidad
del mismo para completar la extraccién al
igual que etanol.

A pesar de que los extractos
metanolicos de mamey también presentaron



buenos rendimientos, muy cercanos a los
extractos etandlicos, el intervalo de confianza
en la determinacion de fenoles totales es muy
amplio, siendo esta una desventaja en la
extraccion con metanol. Con respecto a los
demas pardmetros, el metanol muestra
resultados comparables a los de etanol y
estrechos intervalos de confianza.

Los extractos obtenidos con “fase
movil” muestran resultados cercanos a los de
etanol y metanol en la determinacion de
actividad antioxidante total. En esta mezcla,
la presencia de metanol en un cinco por
ciento facilitd la extraccion de ciertos
compuestos fendlicos y la estabilizacion de
los extractos. Sin embargo, a pesar de que es
buena opci6n para la determinacién de
compuestos fendlicos en mamey, no lo es
para quilete. En la determinacién de vitamina
C no fue la mejor opcion ya que se presenta
en un segundo subgrupo de eleccion para
ambos vegetales.

A pesar de que el agua es un solvente
universal y presenta alto grado de polaridad
(constante dielétrica 78.3), no muestra altos
rendimientos como era de esperarse. Por su
naturaleza el pH puede variar por el aporte
externo de sustancias &cidas o basicas;
ademas, en ella se encuentra oxigeno disuelto
gue puede ocasionar que las moléculas
extraidas sean oxidadas (5) impidiendo de
medir con exactitud las propiedades
antioxidantes.  Los extractos acuosos se
fermentaron al poco tiempo, causando
dificultades en los analisis.

Los buffers de fosfatos a pH 3 y pH
7.4 muestran resultados cercanos al agua en
la determinacion del contenido total de
compuestos  antioxidantes. En la
determinacion de vitamina C el buffer a pH
7.4 presenta mejores resultados que el agua y
el buffer a pH 3 en quilete. El agua mostré
mejores rendimientos que los buffers en la
determinacion de vitamina C en mamey. Con
los buffer también se noté fermentacion en
los extractos, causando dificultades técnicas.

El cloroformo y el n-hexano no son
apropiados para la extraccion, ya que los
rendimientos obtenidos son muy bajos. Las
metodologias utilizadas para la medicion de
la actividad antioxidante total (DPPH) y los
compuestos  fendlicos  totales  (Folin-
Ciocalteu) no permiten el ensayo directo del
extracto obtenido con estos solventes, ya que
estos no son miscibles con las fases acuosas
utilizadas en estos métodos. Para realizar la
cuantificacion de extractos cloroférmicos y
hexanicos, estos se evaporan a sequedad y
luego se reconstituyen con las mismas fases
utilizadas en los ensayos; puesto que no
existe la certeza que todas las sustancias del
residuo se disuelvan en estas fases, los
resultados  obtenidos  mediante  estas
metodologias no refleja la verdadera
capacidad antioxidante del extracto original.

CONCLUSIONES

En general, los extractos obtenidos
con el etanol y el metanol presentaron altos
rendimientos con los distintos parametros de
medicion en ambos vegetales; en mamey los
resultados obtenidos con el etanol presentan
estrechos intervalos de confianza y en quilete
ocurre lo mismo con el metanol.

RECOMENDACIONES

Evaluar si los solventes con mayor
constante dieléctrica que la de los alcoholes
(etanol y metanol) tales como la acetona,
tienen mejores efectos a los obtenidos en este
estudio. Ademas, llevar a cabo extracciones
fraccionadas como opcién para determinar de
manera exacta la actividad antioxidante total
de los vegetales en estudio.

AGRADECIMIENTOS

Esta investigacion fue financiada por
el Departamento de Bioquimica de la escuela
de Quimica Biolégica de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.



Se agradece el apoyo y la
colaboracion recibida por los Departamentos
de Citohistologia y Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
en especial a la Licenciada Blanca Samayoa
Herrera por sus sugerencias y apoyo en el
analisis  estadistico de los datos, y a la
Licenciada  Margarita Paz por  sus
observaciones.

REFERENCIAS

34. First, P., The role of antioxidants in
nutritional support. Clinical Nutrition
1,998; 17: 4-5.

35. Ekhard E et al, Conocimientos
actuales sobre nutricion. 7 ed.
Estados Unidos: Organizacion
Panamericana de la Salud, 1,996.

36. Soares JR et al. Antioxidant
Activities of Some Extracts of
Thymus Zygis. Free Rad 1,997,
26:469-478.

37. Vinson J et al. Phenol Antioxidant
Quantity and Quality in Foods:
Fruits. J Agric Food Chem 2,001;
49: 5315-5421.

38. Kéhkonen M., Hopia A., Heinonen
M. Berry phenolics and their
antioxidant activity. J Agric Food
Chem 2,001; 49:4076-4082.

39. Caballeros K. Optimizacion de dos
métodos para el tamizaje de la
actividad antioxidante de extractos
vegetales. Guatemala: Universidad
de San Carlos (tesis de graduacion,
Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia) 2,001. 54p.

40. Lock O. Investigacion fitoquimica;
métodos en el estudio de productos
naturales. Per(: Fondo editorial del
la Pontificia Universidad del Perq,
1,988. 213p.






	III. ANTECEDENTES 
	A. Radicales libres 
	E.       Polaridad de los solventes 
	IV.              JUSTIFICACIÓN  
	V.                 OBJETIVOS 
	B.     Específicos 

	VI.              HIPÓTESIS 

	  
	  
	  
	VII.  MATERIAL Y MÉTODOS 
	A.     Universo 
	B.     Muestra 
	C.     Materiales 
	D.     Métodos 
	E.       Diseño estadístico 
	IX. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
	X.    CONCLUSIONES 
	A. En la determinación de actividad antioxidante total se obtuvieron los mejores rendimientos con el empleo del metanol,  la fase móvil y el etanol  como solventes de extracción en ambos vegetales. 
	B. En la cuantificación de fenoles totales se obtuvieron los mejores resultados con el empleo del etanol, la fase móvil y el metanol  como solventes de extracción en mamey y con el metanol, el buffer a pH 7.4 y el etanol en quilete.  
	C. En la determinación de vitamina C, los extractos obtenidos de mamey con el etanol, el metanol y la fase móvil mostraron altos rendimientos, así como los extractos obtenidos de quilete con el metanol, el etanol y el buffer a pH 7.4 .  
	D. En general, los extractos obtenidos con etanol y metanol presentaron altos rendimientos con los distintos parámetros de medición en ambos vegetales; en mamey los resultados obtenidos con el etanol presentan estrechos intervalos de confianza y en quilete ocurre lo mismo con el metanol. 

	XI. RECOMENDACIONES 
	XII. REFERENCIAS 




	 
	 
	XIII.  ANEXOS 
	Anexo No.1   


	Tabla 1.  Valores de la constante dieléctrica de algunos solventes 
	Anexo No.2  

	INTRODUCCIÓN 


