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1. RESUMEN

El presente estudio tfuvo como objetivo la evaluacion de la actividad
anfioxidante del extracto etandlico de Matilisguate (Tabebuia rosea), por medio
de 3 métodos micrométricos (Reactivo DPPH, Fenoles Totales y poder reductor de
hierro (FRAP)) y 1 macrométrico (Reactivo ABTS), asi como la realizacion del
tamizaje fitoquimico por medio de cromatografia en capa fina de taninos,

alcaloides, flavonoides, antocianinas, saponinas y cumarinas.

Se recolectaron hojas frescas de Matilisguate (Tabebuia rosea) en el
municipio de Mixco, para luego someterlas al proceso de secado y molienda,
posteriormente se realizd el proceso de extraccion con etanol al 50% por medio
de percolacion. Ya obtenido el extracto etandlico de hojas de Matilisguate, se
procedid a realizar de forma cualitativa el tamizaje fitoquimico el cual consiste en
evaluar los metabolitos secundarios presentes en las plantas utilizando reveladores

especificos para cada ensayo.

Se evalué de forma cudlitativa el extracto etandlico de Matilisguate por
medio de cromatografia en capa fina, para posteriormente realizar la prueba
cuantitativa de la capacidad antioxidante con el revelador DPPH, obteniendo un
Clso 1.16 mg/ml. Se realizé6 el método de fenoles totales por medio del reactivo de
Folin Ciocalteu, donde presentd 1.50 mg de dcido gdlico por cada gramo del

exfracto.

Se realizd el ensayo macrométrico de decoloracién del radical ABTS,
obteniendo un Clso de 0.010 mg/ml, por Ultimo se realizd la determinacion de la
actividad antioxidante por medio de la reduccion de hierro, obteniendo 0.053 mg

delion ferroso formado por cada gramo del extracto utilizado.



El extracto etandlico de Matilisguate presentd baja actividad antioxidante
en comparacion con los estdndares utilizados, Unicamente para la prueba de
ABTS se presenté una actividad significativa la cual se relaciona con los
compuestos apolares de la planta. A pesar de no obtener resultados
completamente satisfactorios, se genera informacion valiosa para continuar con
estudios que investiguen mds a fondo la utilizacion del Matilisguate para futuras

aplicaciones en alimentos/cosméticos.



2. INTRODUCCION

Los radicales libres presentes en el organismo, se forman a partir de la
radiacion ionizante, compuestos toxicos, contaminacion ambiental, exceso de
ejercicio, humo de cigarrllo, interrupcidon de la cadena mitocondrial de
electrones, disminuciéon de la capacidad antioxidante enzimdtica, exceso de
oxigeno en el organismo, envejecimiento, entre ofros. Estos radicales libres
pueden llegar a desencadenar diversas enfermedades como: Ateroesclerosis,
cdancer, catarata senil, insuficiencia renal, enfre ofros. Los cuales se
desencadenan por el estrés oxidativo producido por los radicales libres (Guerra,
2001).

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de
detoxificar rdpidamente los reactivos intermedios o reparar el dano resultante
(Selles, 2011).

Para contrarrestar la accion de los radicales libres existen los antioxidantes,
los cuales abarcan todas aquellas sustancias que retrasan o previenen el
deterioro, dano o destruccidén provocados por la oxidacién. Se clasifican en
endogenos (Catalasa, glutation peroxidasa, superdxido dismutasa) y exdgenos
(Tocoferoles, vitamina E y C). En la actualidad se emplea la terapia antioxidante;
gue consiste en dietas ricas o enriquecidas con antioxidantes sintéticos, los cuales
se anaden a los alimentos, aunque estos pueden presentan varios efectos

adversos y confraindicaciones (Judrez, 2006).

Debido a los efectos adversos provocados por los antioxidantes sintéticos,
es necesaria la investigaciéon y desarrollo de antioxidantes naturales, no solo para
mejorar la calidad de los productos, sino también para beneficiar la salud de la
poblacion. Guatemala es un pais rico en especies naturales, en la cual se han
investigado diferentes especies que han presentado actividad antioxidante, por
lo que la investigacion del Matilisguate como posible antioxidante, ayudaria a

ampliar los estudios de plantas nativas de Guatemala.



En esta investigacion se determind Ia presencia antioxidante en el extracto
de hojas de Matilisguate (Tabebuia rosea), ya que varias especies del mismo
género (Tabebuia ochraceaq, T. crysantha, T. impetiginosa, entre otfros.), han
presentado actividad anfioxidante, ademds en Guatemala se utiliza en su
mayoria la corteza de Matilisguate para uso ornamental y en algunos
departamentos se utiliza para tratar la diabetes y parasitosis y las hojas como

aceleradores del parto (Conabio, 2012).

Se realizd el tamizaje fitoquimico por medio de cromatografia en capa fina
al extracto etandlico de Matilisguate para identificar los metabolitos secundarios
(Taninos, alcaloides, flavonoides, antocianinas, saponinas y cumarinas) presentes

en las hojas, los cuales se relacionan con la actividad antioxidante.

Asi mismo se evalud la actividad antioxidante in vifro, por medio de
Cromatografia en capa fina del reactivo DPPH el cual dio positivo a la prueba,
por lo que se realizé la cuantificacién por medio del reactivo DPPH, obteniendo
un Clso 1.16 mg/ml. También se determind la cantidad de fenoles totales por
medio del reactivo Folin Ciocalteu, el cual ayuda a determinar de manera
indirecta la actividad antioxidante presente en el extracto, obteniendo 1.50 mg

de &cido gdlico por cada gramo del extracto.

El método macrométrico de ABTS permite cuantificar la actividad de
compuestos con caracteristicas mdas apolares, en el cual se obtuvo un Cls de
0.010 mg/ml, por Ultimo se realizd el ensayo de poder antioxidante mediante la
reduccidn del ion férrico que evalla la capacidad reductora por transferencia de
electrones, obteniendo 0.053 mg del ion ferroso formado por cada gramo del

extracto utilizado.



3. ANTECEDENTES

3.1 ANTIOXIDANTES
3.1.1 RADICAL LIBRE:

Desde el punto de vista quimico, es cualquier especie (Gtomo, molécula o
idn) que contenga al menos un electréon desapareado en su orbital mds externo y
que sea a su vez capaz de existir de forma independiente. Desde el punto de
vista molecular, actian como potentes agentes oxidantes y son causa de
envejecimiento al combinarse con moléculas esenciales, como el ADN vy

proteinas, las cuales desactivan causando danos potencialmente graves.

Los radicales libres se forman a partir de moléculas estables por procesos
de fision hemolitica y reacciones de transferencia de electrones. Se producen en
el organismo continuamente por medio de reacciones bioquimicas de oxidacion-

reduccién con oxigeno (redox) (Youngson, 2003).

La fuente mds importante de oxigeno reactivo en condiciones normales en
organismos aerdbicos es la pérdida de oxigeno activado de las mitocondrias
durante el funcionamiento normal de la respiracion oxidativa. En las células
aerdbicas existen diversas vias que conducen a la produccién de radicales libres
derivados del oxigeno. Las fuentes principales son las enzimas (asociadas al acido

Araquidonico), cicloxigenasa, la lipoxigenasa y citocromo P-450.

3.1.1.1 Factores que favorecen su formacion:

- Radiaciéon ionizante (ultravioleta, térmica), excesiva disponibilidad
de metales de transicion

- Efectos adversos de compuestos quimicos toxicos

- Contaminacién ambiental

- Exceso de gjercicio

- Humo de cigarrillo

- Interrupcién de la cadena mitocondrial de electrones

- Disminucién de la capacidad antioxidante enzimdtica

- Exceso de oxigeno o aumento de su concentracion (Alomar, 2014).



3.1.1.2 Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO):

Incluyen a los radicales libres y a moléculas derivadas del oxigeno de
interés bioldgico con una elevada reactividad, que son capaces de producir

radicales libres en el organismo humano.

Las ERO mds comunes y de mayor importancia bioldgica son las siguientes:
oxigeno singlete (O2), radical hidroxilo (HO-), radical alcoxilo (RO), radical-anién
superoxido (Oz), oxido nitrico (NO), perdxido de hidrogeno (H202), acido
hipocloroso (HCLO) y peroxinitrito (ONOQO-). Existe otro grupo de radicales libres;
donde el electréon no apareado tiene como centro a dtomos de carbono,

nitrogeno o azufre (Sellés, 2011).

3.1.2 ESTRES OXIDATIVO:

El balance oxidativo del organismo humano; es decir, la produccién
enddgena de ERO sin sobrepasar ciertos limites, resulta esencial para la
regulacion metabdlica, la produccidén de energia metabdlica, la activacion o
inactivacion de biomoléculas, la fransduccidn de senales, el recambio celular y el

control del tono vascular, entre otros.

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de

detoxificar rdpidamente los reactivos intermedios o reparar el dano resultante.

El exceso de ERO promueve el ataque de estas sobre compuestos quimicos
que se hallan en las células (lipidos, proteinas y ADN), dando lugar al inicio de una
serie de reacciones quimicas que pueden conducir a la aparicion de graves
desdrdenes fisiologicos y la agudizacion de la enfermedad o incluso alterar el

desempeno fisico o psiquico de una persona sana (Alomar, 2014; Sellés, 2011).



Entre las enfermedades atribuidas al estrés oxidativo estdn: Ateroesclerosis,
cdancer, catarata senil, insuficiencia renal aguda, insuficiencia renal crénica,
diabetes mellitus, hipertension  arterial, cirrosis, insuficiencia hepdatica,
desmielinizacion, distrofia muscular, Alzheimer, insuficiencia cardiaca, entre otfros
(Guerra, 2001).

3.1.3 ANTIOXIDANTES

Durante muchos anos, los quimicos ha tenido el conocimiento de que la
accion oxidante de los radicales libres puede ser controlada, o incluso prevenida,

por una serie de sustancias antioxidantes.

Los antioxidantes son todas aquellas sustancias que retrasa o previene el
deterioro, dano o destruccidn provocados por una oxidacién. Todos los seres vivos
que Uutilizan el oxigeno para obtener energia, liberan radicales libres, lo cual es
incompatible con la vida a menos que existan mecanismos celulares de defensa
que los neutralice, a estas defensas se las denomina Antioxidantes, 10s niveles
bajos de los mismos, o la inhibicién de las enzimas antfioxidantes causan estrés

oxidativo y pueden danar o matar las células (Alomar, 2014; Youngson, 2003).
Clasificacion de los antioxidantes:
3.1.3.1 Enddgenos:

Son los sistemas enzimdaticos producidos por el organismo humano, entre los

principales se encuentran:

- Catalasa: Es una enzima tetramérica, esta no es esencial para
algunos tipos de células en condiciones normales, pero tiene un
importante papel en la adquisicidn de tolerancia al estrés
oxidativo en la respuesta adaptativa de las células. La catalasa
captura el H202 antes de que pueda escapar de la célula y lo

convierte en oxigeno molecular.



- Glutation peroxidasa (GPX): Es una enzima intracelular que
contiene Selenio, la cual remueve los radicales perdxidos al
convertir el H2O2 y los perdxidos lipidicos en moléculas inofensivas
antes de que formen radicales libres. Es detoxificante y protege
contra los efectos daninos de metales pesados, tabaco vy

alcohol.

- Superdxido dismutasa (SOD): Se encuentra dentro de las células y
su funcién es catalizar la reaccion de destruccidon de los radicales
superdxido mediante su  transformacidn en perdxido de
hidrogeno, el cual puede ser destruido a su vez por las

actividades catalasa o glutatiéon peroxidasa.

(Calderodn, 2007).

3.1.3.2  Exdgenos:

Son sustancias no enzimdticas, es decir que no son producidas por el
organismo, se encuentran en algunos alimentos identificados como fuente de
antioxidantes como las verduras, las hierbas, los cereales y las frutas. Hay muchos
antioxidantes en la naturaleza pero los principales son la vitamina C, la vitamina E
y los tocoferoles, los principales efectos de las vitaminas antfioxidantes son como
secuestradores de radicales libres. La vitamina C y el B-caroteno actian como
eliminadores de singletes de oxigeno y la vitamina E y el p-caroteno actian como

antioxidantes rompe cadenas.

Ademds de las vitaminas, los oligoelementos como: El cobre, zinc,
manganeso, selenio y el hierro son necesarios incorporarlos al organismo a través
de la dieta, porque conforman la parte activa del nicleo de las enzimas
antioxidantes (Alomar, 2014; Calderdn, 2007).



3.1.4 TERAPIA ANTIOXIDANTE

Consiste en dietas ricas o enriquecidas con antfioxidantes sintéticos, para
prevenir o al menos disminuir el deterioro funcional orgdnico originado por un
exceso de estrés oxidativo. Se han encontrado tanto resultados positivos como
negativos, estos resultados no concluyentes o contradictorios se pueden deber a
multiples causas: Inicio precoz o tardio de la intervencién, intervenciones
poblacionales o en grupos reducidos con riesgo aumentado, mezcla de
infervenciones profildcticas con curativas, asi como prevencion primaria y
secundaria de diversas enfermedades, dosis insuficientes, utilizacion de un solo
antfioxidante o una combinacidon de dos o mds, evaluacidn con pardmetros
concretos de laboratorio, con variables bioldgicas o clinicas, estudios

experimentales sobre fejidos concretos, animales o humanos (Judrez, 2006).

En las plantas existen una gran variedad de metabolitos secundarios que pueden

actuar como antioxidantes, los mds abundantes en las plantas son:
3.1.4.1 Tocoferoles y tocotrienoles:

Los tocoferoles se denominan generalmente como Vitamina E, existen 8
tocoferoles con actividad de vitamina E siendo el a-tocoferol el mds activo y
ampliamente distribuido. La vitamina E aumenta la resistencia de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) a la oxidacion y a la incorporacion por macréfagos que
las haria mds aterogénicas que las LDL nativas, de esta manera la vitamina E
podria ser un factor potencialmente terapéutico en la formacién espontdnea de
ateromatosis. Diversos estudios han demostrado una correlacion inversa entre

niveles de vitamina E y eventos cardiovasculares negativos (Judrez, 2006).
3.1.4.2 Carotenoides:

Los carotenoides son pigmentos liposolubles naturales sintetizados por las
plantas, algas y bacterias fotosintéticas, por su insaturacion son sensibles al
oxigeno, metales, dcidos, perdxidos, calor, luz y a las lipoxigenasas. Algunos de
estos fienen la capacidad para actuar como provitamina A, dependiendo de la

presencia de la B-ionona asi como la conversidon en retinol por los animales.
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Aproximadamente 50 de ellos son precursores de vitamina A basdndose en
consideraciones estructurales. Virtualmente todas las muestras de alimentos
carotenogénicos de plantas analizados hasta la fecha confienen B-caroteno

como constituyente principal o menor (Jaurengui, Carrillo & Romo, 2011).

El betacaroteno, es uno de los 50 carotenoides con actividad de vitamina
A (se transforma en 2 moléculas de ésta en el intestino) metabolizindose ambos a
retinoides. Existen estudios sobre la relacién entre el consumo de betacaroteno e
infarto agudo al miocardio, donde los individuos que consumen mayor cantidad
de betacaroteno tienen menor riesgo de IAM, asimismo a los consumidores de
dietas con mds carotenoides se les observd un riesgo menor de cdncer de
pulmon (Judrez, 2006). Otros estudios han reportado que su relacion es mads
eficiente en la proteccién del riesgo de cdncer en piel como consecuencia de la
radiacion UV, ya que el B-caroteno inhibe a las ERON y al oxigeno singlete
producido por la peroxidacion lipidica en los liposomas y en los sistemas
biol6gicos, actuando como agente fotoprotector que bloquea las reacciones
fotoguimicas en la epidermis las cuales involucran al oxigeno singlete y radicales

de oxigeno generados por la exposicion UV (Jaurengui, Carrillo & Romo, 2011).
3.1.4.3 Polifenoles:

Estos constituyen uno de los metabolitos secundarios de las plantas, mds
numerosos y distribuidos por toda la planta, con mas de 800 esfructuras conocidas
en la actualidad. Los polifenoles naturales pueden ir desde moléculas simples
(Gcido fendlico, fenilpropanoides, flavonoides), hasta compuestos altamente
polimerizados (ligninas, taninos). Los flavonoides representan el subgrupo mds
comun y ampliamente distribuido y entre ellos los flavonoles son los mds

abundantes (Marroquin, 2011).

Desde el punto de vista quimico se caracterizan por la presencia de uno o
mds anillos tipo benceno, estos se relacionan directamente con algunas
caracteristicas de los alimentos como son el sabor, color, palatabilidad y el valor

nutricional.
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Entre estos compuestos se encuentran: Los acidos fendlicos y flavonoides
como el dcido cumdrico, la quercetina y los taninos, entre los cuales el mds activo
bioldbgicamente es la epicatequina. Estos fenoles con peso molecular
relativamente alto tienen un poder antioxidante 20 veces mds fuerte que la
vitamina E (Padilla, Rincdn & Rached, 2008).

Los compuestos fendlicos son el grupo mds extenso de sustancias no
energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal. En los Ultimos anos se ha
demostrado que una dieta rica en polifenoles vegetales puede mejorar la salud y
disminuir la incidencia de enfermedades cardiovasculares. La actividad
antioxidante de los polifenoles se debe a su facilidad para reducir la produccién
de radicales libres por inhibicion de las enzimas que intervienen por quelacién con

los metales de transicidon responsables de la generacion de los radicales libres.

Ademdas, los flavonoides por su bajo potencial redox, son capaces de
reducir las especies de oxigeno reactivo (ROS), altamente oxidadas. En general
los compuestos polifendlicos como antioxidantes, son multifuncionales y actian
segun la mayoria de los mecanismos mencionados. Los polifenoles de tipo
flavonoide como; Flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianos, flavanonas,
catequinas y proantocianidinas, son los antioxidantes mds potentes presentes en

los alimentos vegetales (Quinonez, Miguel & Aleixandre, 2012).

3.2 EXTRACTOS BOTANICOS

En la préctica de extraccion para materiales de origen botdnico, los
constituyentes de interés son completamente o parcialmente separados de otros
componentes con la ayuda de agua, alcohol, mezclas de alcohol-agua, u otros

solventes adecuados.

Este proceso de extraccion incluye la extraccidon de los constituyentes
deseados de la planta con una disolucidon adecuada, evaporacion de todo o
casi todo el solvente, y el ajuste de los fluidos residuales, masas, o polvos a los

estandares prescritos.
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Los extractos se deben sujetar a procesos que incrementen el contenido de
los constituyentes caracterizados, disminuir el contenido de constituyentes
indeseados, o ambos. Los exiractos se pueden definir como preparaciones de
consistencia liquida, sélida o semisdlida. Los productos obtenidos son extractos

fluidos, extractos en forma de polvo o extractos semisdlidos (Judrez, 2006).

3.3 ESPECIE TABEBUIA

3.3.1 FAMILIA BIGNONIACEAE:

La familia Bignoniaceae comprende lianas, arbustos y drboles reunidos en
120 géneros y 800 especies distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales
de todo el mundo. El género Tabebuia, es el mayor y mds importante de sus
géneros, con aproximadamente 100 especies, el cual fue incluido en la tribu
parafilética Tecomeae por poseer frutos con dehiscencia perpendicular al septo

(Zapater, Califano, Castillo, Quiroga & Lozano, 2009).

En Guatemala se encuentran de la familia Bignoniaceae estas especies:
Tecoma stans, Podranea ricasoliana, Pyrostegia ignea, Spathonea campanulata,

Tabebuia rosea y Jacaranda mimosifolia (UFM, 2007).

3.3.2 GENERO TABEBUIA:

El género Tabebuia ha sido dividido en tres clados, que se reconocen
como géneros: Roseodendron Miranda, Handroanthus Mattos y Tabebuia Gomes
ex DC. El primero se caracteriza por un cdliz espatdceo con textura similar a la de
la corola. Los dos restantes se diferencian principalmente por el indumento de las
hojas y el cdliz, ademds de parficularidades de la madera. El género
Handroanthus es caracterizado principalmente por poseer tricomas simples, bi-
pentaramificados, estrellados, dendroides y barbados en hojas y cdliz (Zapater, et
al, 2009).



13

El género Tabebuia es ampliamente estudiado, debido a su rica fuente de
compuestos 1,4-naftoquindnicos sustituidos y antraguinonas con propiedades
anficancerigenas demostradas clinicamente. Comprende una serie de plantas
nativas de los sitios tropicales y subtropicales de centro y sur américa, entre las

especies mds estudiadas estdn:

3.3.2.1 Tabebuia Impetiginosa:

Es un darbol que se caracteriza por tener 20 metros de altura, flores rosadas
o violaceas, las cuales aparecen durante los meses de agosto-septiembre, se

puede encontrar desde México hasta Argentina.

Entre sus usos medicinales se le atribuye a la parte interna de la corteza
para tratar:  Artrosis, fiebre, antimicrobiano, antiparasitaria, antimicdtica,
antianémico, hipoglucemiante, abortivo, Ulceras dérmicas, disturbios intestinales,
circulatorios y tumurales. Los principales constifuyentes de la corteza son:

Naftoquinonas, lapachol, deoxilapachol, lapachenol, a y B-lapachona.

En diversas partes del arbol se han encontrado anisaldehido, dcido anisico,
anfraguinonas, dcido frimetoxibenzdico, rutindsido, coenzima Q, ceras, taninos,
quercitina, sustancias amargas, carnosol, vanilina y dcido vanillico (Alonso, 2000).
Asi mismo se determind la actividad de la B-lapachona sobre la melanogénesis,
donde se obtuvo una inhibicion de la sintesis de la melanina y la actividad de la
tirosinasa lo cual podria regular las proteinas principales melandgenas,
considerdndose Util como agente de despigmentacién potencial en trastornos de

hiperpigmentacion (Kim et.al., 2015).

3.3.2.2 Tabebuia aurea:

Es un darbol caducifolio de ocho metros de altura, sus flores son de color
amarrillo brillante, las cuales florecen del mes de marzo a abril, nativa de
Sudamérica. Se le atribuye al extracto etandlico: Actividad antiinflamatoria,
antimiotéxica y antihemorrdgica, la cual fue evaluada sobre el veneno de Ia

serpiente Bothrops neuwiedi inducida en la cavidad peritoneal de ratones.
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En ofro estudio se determind la actividad del lapachol producida por 5
enddfitos presentes en varias partes de T. aurea. Para la evaluacion in vitro de la
citotoxicidad (antimitético, antiproliferativo, determinaciéon de la viabilidad celular
y fragmentacién del ADN), donde se reportaron que 3-4 fracciones pueden ser
agentes potenciales anticancerigenos, para la produccién a gran escala de

lapachol (Reis, et.al. 2014).

3.3.2.3 Tabebuia billberqii:

Es un drbol caducifolio, mediano hasta 14 metfros de alto, la corteza es
fisurada color pardo oscuro y presenta flores de color amarrillo-rojizo. Entre sus
propiedades se puede encontrar en el extracto de corteza con diclorometano
una furonanaftoquinona (7,8-dimetdxi-2-acetil-nafto) y triterpeno tetraciclico
(beta-sitosterol) los cuales fueron identificados por primera vez por medio del

espectrometro de masas y resonancia magnética nuclear (Castillo et. al, 1996).

3.3.24 Tabebuia chrysantha:

Es un drbol de hasta 35 m de altura, la corteza es de color gris a café
oscuro, y las flores son grandes de color amarillo, esta especie estd distribuida en
Centroameérica y en parte de Sudamérica. Se reportan diversos usos en medicina
tradicional como antifungico, antitumoral y anti-inflamatorio, estas actividades
son similares a las encontradas en otras especies pertenecientes a la familia
Bignoniaceae como Tabebuia impetiginosa, Tabebuia rosea, Tabebuia aureaq,

entre ofras.

Entre su composicidn quimica se pueden encontrar; en los extractos de
corteza con n-hexano, cloroformo, acetato de etilo, butanol y agua, la presencia
de glucdsidos cardiotdnicos, quinonas y lactonas sesquiterpenicas, asi mismo

actividad antiinflamatoria in vitro (Gdémez & Tabares, 2013).
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3.3.3 ESPECIE TABEBUIA ROSEA

La especie Tabebuia rosea es nativa de Guatemala, crece comUnmente en
lugares secos con bastante humedad, ya que su zona de vida es el bosque seco
subtropical. A menudo se puede encontrar a lo largo de los caminos, se puede
encontrar en los departamentos de: El progreso, Zacapa, Alta Verapaz, Baja
Verapaz, Izabal, Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla, Solold, Suchitepéquez, Retalhuleu,

San Marcos y Huehuetenango.

En cuanto a su composicion quimica contienen en  flores:
Sesquiterpenlactonas, flavonoides y glucdsidos cardioténicos, en hojas se pueden

encontrar carbohidratos, fenoles, quinonas y flavonoides (Lira, 1996).
3.3.3.1 Estudios previos de la especie Tabebuia rosea:

En un estudio realizado por Arbelaenz, et.al. (2011), se determind bajo la
técnica de sonificaciéon, ultrasonido y extraccidén en fase solida los metabolitos
secundarios de las flores de Tabebuia rosea, donde se identificaron

sesquiterpenlactonas, flavonoides y glucdsidos cardioténicos.

Por oftra parte Ramalakshmi, et.al. (2011), enconiré la presencia de
aldehidos (21.81%), carbohidratos (11.01%), compuestos aromdaticos (7.28%),
terpenoides (8.3%), quinonas (6.01%), alcanos (6.35%), fenoles (6.85%) vy
flavonoides (6.07%) por medio de cromatografia de gases y espectrometria de

masa.

Referente a la actividad antfioxidante, Ospina et.al. (2013). Encontraron en
el extracto etandlico de la corteza de Tabebuia rosea, fuentes captadoras de
radicales libres, mediante el método de método 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
Donde se obtuvo una potente actividad en las fracciones de diclorometano vy

acetato de etilo.

En un estudio presentado por Garcia y Lopez (2015), en el extracto acuoso
de corteza interna de Tabebuia rosea mostrd poseer actividad antiinflamatoria y
en el extracto metandlico de hojas de T. rosea presentd actividad

anticancerigena y antfioxidante.
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4. JUSTIFICACION

Los antioxidantes sintéticos utilizados en la actualidad, poseen diversos
efectos adversos como molestias digestivas, irritacion, lesiones renales, cdancer
gdstrico, pulmonar, entre otros. Debido a la necesidad que se tiene actualmente
de encontrar un antioxidante que sea efectivo, natural y de bajo costo, las
industrias se han inclinado hacia alternativas naturales, fomentando la

investigacion de antioxidantes naturales y su incorporaciéon en diversos productos.

Tabebuia rosea (Bertol.) DC. es un drbol perteneciente a la familia
Bignoniaceae, se encuentra distribuida en Cenfroamérica y en parte de
Sudamérica, a la fecha se han reportado diversos actividades bioldgicas
entre ellas antifingica, antitumoral, antiinflamatorio, antibacteriana, antioxidante
en especies como Tabebuia impetiginosa, Tabebuia chrysantha y Tabebuia
aurea. Con base a estos estudios se realizé la investigacion de las hojas de
Matilisguate para determinar sus constituyentes y actividad biolégica en este caso
antioxidante, para brindar mds informacién de esta especie sobre todo en
Guatemala, donde ha sido poco estudiada y asi aprovechar dichos resultados

para futuras aplicaciones en alimentos y/o cosméticos.
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5. OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general

5.1.1 Evaluar la actividad antioxidante en un extracto etandlico de hojas
de Matilisguate (Tabebuia roseaq).

5.2 Objetivo especifico

5.2.1

522

5.2.3

5.2.4

5.2.5

Detectar los metabolitos secundarios presentes en el extracto de

hojas de Tabebuia rosea, por medio de cromatografia en capa fina.

Determinar cualitativamente la presencia antioxidante por medio de

cromatografia en capa fina, por decoloraciéon de DPPH.

Evaluar la concentraciéon inhibitoria de radicales libres de los
exfractos vegetales a través de espectrometria con DPPH (1,1-
Difenil-2-picrilnidrazil) y por medio de la decoloracién de radical
catidénico del reactivo dcido: 2,2 -azinobis-(acido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS).

Determinar cuantitativamente los fenoles totales en el extracto

etandlico de Matilisguate, por medio del reactivo de Folin Ciocalteu.

Determinar cuantitativamente el poder antioxidante por medio de la

reduccién del ion férrico (FRAP).
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6. HIPOTESIS

La presente investigacion no cuenta con una hipdtesis, debido a que
Unicamente se trabajé con una parte del drbol de Matilisguate (hojas) y un
solvente a determinada concentracion para su extraccion (etanol 50%), vy
dichos resultados se compararon solamente con los estdndares respectivos

para cada ensayo a evaluar.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo:

Poblacién: Arbol de Matilisguate (Tabebuia rosea) ubicado en el municipio

de Mixco, Guatemala.
Muestra: Extracto etandlico de hojas de Tabebuia rosea.

7.2 Recursos:

Recursos humanos
- Autora: Br. Irene Beatriz Flores Castellanos
- Asesor: Sully Margot Cruz Velasquez Ph.D

- Reuvisor: Lic. Julio Chinchilla Vettorazzi

7.3 Materiales:

7.3.1 Cristaleria

- Varilla de agitacién

- Beacker

- Recipientes de color dmbar
- Tubos de ensayo

- Cubetas plasticas para lectura de espectrometro
- Probetas

- Embudo

- Erlenmeyer

- Baldén aforado

- Asperjador

- Cdmara cromatogrdfica

- Capilares graduados

- Cristalizadores



7.3.2 Reactivos

Terc-butil-hidroquinona (TBHQ)

Rutina

Quercetina

Vitamina Cy E

Cloroformo

Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)
Estdndar de sulfato ferroso

Reactivos para fase moévil de las cromatografias en capa fina
Reactivos especificos para la determinacion de metabolitos
secundarios

2,2-defenil-2-pricrilhidrazilo (DPPH)

Metanol absoluto

Etanol

Acido 2,2'-azin-obis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS)
Persulfato de potasio

Acido gdlico

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Carbonato de sodio

Hidroxido de amonio

Acido fricloroacético

Buffer de acetato pH 3.6

Cloruro férrico

Ferrocianuro de potasio

7.3.3 Materiales y Equipo

Percolador de acero inoxidable
Desecador

Rotavapor

Bomba de vacio

Sonicador
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Agitador tipo vortex

Estufa eléctrica

Horno de secado

Espectrometro CARY-50
Incubadora

Termdmetro

Refrigeradora

Papel filtro Whatman #1

Papel aluminio

Papel Parafilm

Balanza semianalitica y analitica
Balanza de humedad
Campana de extraccién de gases
Ladmpara UV/VIS

Cromatoplaca silicagel 60F254
Gradilla para tubos de ensayo
Espdtula

Bano de maria

Microplacas de 96 pozos

Pipetas automdticas
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7.4 Métodos:
7.4.1 Recoleccion:

Se colectd el material vegetal en el municipio de Mixco, Guatemala, en la
época de verano. Se tomd una muestra representativa de 1 kg: donde 250 g
fueron identificados y guardados como ejemplar de herbario y 750 gramos

restantes para el andlisis fitoquimico tanto cualitativo como cuantitativo.

7.4.2 Secado y molienda de la planta:

Se seco y molio la parte de la planta a utilizar. Posteriormente se realizéd la
prueba de humedad residual, en donde se verificd que si era mayor a lo
permitido (<10%) debia secarse en un horno a 40°C hasta que cumpliera con las
especificaciones de humedad. La molienda de la planta se realizd utilizando un
tamiz No. 5 para disminuir el tamano de particula, separando de 200-300 g de la
planta molida, rotuldndola con nombre, fecha y parte de la planta analizada
(Marroquin, 2011).

7.4.3 Prueba del mejor solvente:

Una vez seca y tamizada la muestra, se prepararon las soluciones
etandlicas al 30%, 50%, 70% y 95%, posteriormente se colocd en la punta de un
pachén pldstico en forma de embudo un pedazo de algoddédn y papel filtro,
donde se colocé 1 gramo de la muestra y se anadié 25 mlL de etanal,

cubriéndolo completamente con aluminio y dejandolo reposar por 24 horas.

Luego de 24 horas se secaron en el horno las capsulas a 100°C por una

hora, colocdndolas en la desecadora por 15 min, apuntando el peso.

Se colocd en las capsulas 1 mL de cada solucién y se pesaron, luego se
colocaron en la estufa hasta que se evapord totalmente el solvente, seguido de
esto se metieron al horno por 1 hora y después a la desecadora por 15 min, para

finalmente pesarlas y obtener el porcentaje de extraccion.

% Rendimiento: Crisol con mx — crisol vacio (100)

Peso mx
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7.4.4 Obtencion de extractos:

7.4.4.1 Llenado del percolador

- Enla punta del percolador, se colocd un pedazo de algoddn de forma

circular, para que sirviera de filtro.
- Se tapd la punta del percolador con un tapdn pldstico.

- Se agregd la tercera parte de la cantidad pesada de materia vegetal

secay se cubrié con etanol.

- Se verific6é que no quedaran burbujas, haciendo presion con una

espdtula para desaparecerlas.

- El resto del material vegetal seco fue agregado, cubriendo

nuevamente con etanol.

- Se rotulo el percolador con el nombre cientifico de la planta, nombre
comun, fecha y peso. Dejando reposar por 12-24 horas para que

reaccionara.

- Se abrié la llave del percolador y se dejo gotear hasta que saliera todo

el disolvente (Marroquin, 2011).

7.4.4.2 Concentracion en rotavapor:

- Se procedié a encender el bano de Maria, llevando la temperatura a
40+1°C.

- Se engrasaron todas las partes esmeriladas y se armd el rotavapor

segun el instructivo especifico.
- A continuacion se succiono la solucién obtenida del percolador.

- Se procedié a conectar la bomba de vacio y el rotavapor, para iniciar
la destilaciéon del extracto con recuperacion del disolvente hasta llevar

a una consistencia semisdlida.
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- Se vertido el extracto concentrado en un cristalizador de vidrio
debidamente tarado y rotulado.
- El cristalizador se metiod en la desecadora durante 7-15 dias.

- Cuando el extracto obtuvo una consistencia sélida, se pasé a un vial

debidamente tarado y rotulado.

- Se calculé el porcentaje de rendimiento del extracto y se guardd en un
vial a 4°C (Marroquin, 2011).

7.4.5 Caracterizacion fitoquimica:

7.4.5.1 Determinacion de alcaloides:

Cromatografia en capa fina:

- Se pesd 0.1 g del extracto, disolviendolo en 5 mL de metanol.

- Se anadi¢ 4 gotas de NHsOH al 10%.

- Luego se calentdé en bano de maria hasta llegar a un volumen de
ImL, se filtré y aplicd 10 yl de la muestra y 5 pl del estandar de

afropina y papaverina.

Fase Movil: Tolueno-acetato de etilo-dietilamina (35:10:5)

Deteccién: Sin tratamiento: UV 254 nm fluorescencia, UV 365 nm azul o
amarillo fluorescente. Dragendorff: Zonas cafés o naranjas en visible, los

colores no son estables (Tucux, Mata & Leiva, 2012).
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7.4.5.2 Determinacion de flavonoides y antocianinas:

Cromatografia en Capa Fina:

- Se pesd 0.1 g del extracto, donde fueron agregados 5 mL de etanol
al 95%.

- Se calenté en bano de maria hasta concentrar a un volumen de 2 a
3 mL aproximadamente.

- Se filtré y aplicd 10 ul de la muestra, 5 ul del estdndar quercetina-

rufinay 5 ul del estdndar de Gcido clorogénico.

Fase movil: Acetato de efilo-dcido férmico-dcido acético glacial-agua
(50:5.5:5.5:13.5)

Deteccion: Sin fratamiento quimico: UV 254 nm fluorescencia, zonas

azules o amarillas. UV 365 nm: amairrillo, azul o verde.

Reactivo de Productos Naturales (NP:PEG). Fluorescencia intensa en
UV-365 nm (Tucux, Mata & Leiva, 2012).

7.4.5.3 Determinacion de cumarinas:

Cromatografia en Capa Fina: Se concentré 1 mL de extracto vegetal y se

aplicd 20 uL en la cromatoplaca.

Solucion estandar: Se prepard una solucidon de canela en metanol al 1%

umbeliferona, acido p-cumdarico, cumarina).

Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (93:7), tolueno-éter (1:1 saturado con
10% de dcido acético, 50 mL de tolueno y 50 mL de éter se mezclaron durante 5
minutos con 50 mL de dcido acético al 10%, se filird y se descartd la fase de

abajo, y la mezcla de tolueno-éter se utilizd).
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Deteccion: Sin tratamiento quimico; UV 245 nm fluorescencia, todas las
cumarinas muestran una intensa fluorescencia azul o verde-azul a UV 365 nm.
Spray revelador: Soluciéon etandlica de hidroxido de potasio al 5 o 10%, a UV 365

nm fluorescencia azul o verde-azul (Mendizdabal, 2011).

7.4.5.4 Determinacion de saponinas:

Cromatografia en Capa Fina: Se concentré 1 mL de extracto vegetal y

se aplicd 25-40 uL de esta solucion en la cromatoplaca.
Solucién estandar: Solucion al 0.1% en metanol (10 uL).

Fase movil: Cloroformo-metano/agua (64:50:10), n-butanol-acético-agua
(50:10:40).

Deteccién: Spray revelador: Reactivo de sangre, zonas hemoliticas
blancas en fondo rojo. Reactivo de Liebermann-Burchard: UV-365 o Vis zonas
azules y verdes de saponinas esteroidales, rojas y violetas de friterpenoides.
Reactivo de Komarowsky: zonas azules, amarillas y rojas. Vainillina-dcido sulflrico
y anisaldehido-dcido sulfirico: zonas azules, violetas, amarillenta (Mendizdbal,
2011).

7.4.5.5 Determinacién de taninos

- Sedisolvid 1 g de extracto seco vegetal con etanol al 50%.

- Se evapord a sequedad y se anadié 25 mL de agua caliente al
residuo.

- Lasolucion se agitd con varilla de vidrio y se dejo enfriar.

- Se agregd 1 mL de solucion de cloruro de sodio al 10% vy se filtrd.

- Se adiciondé 3 mL del filtrado a 4 tubos de ensayo:
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- Tubo 1: Testigo

- Tubo 2: Se agregd 4 a 5 gotas de gelatina al 1% (p/v).

- Tubo 3: Se agregd 4-5 gotas de gelatina-sal (1% de gelatina y
cloruro de sodio al 10%).

- Tubo 4: Se agregd 3 a 4 gotas de solucién de cloruro férrico al
10% (p/V).

Se observd la formaciéon de precipitado y/o cambio de coloracion. Cloruro

férrico: Grisdceo-negro: Catecol; negro-azulado: Pirogalo (Mendizabal, 2011).

7.4.6 Evaluacion de la actividad antioxidante:

7.4.6.1 Determinacion de la actividad antioxidante por cromatografia en capa

fina:

- Se aplicé10 yL de muestra y 5 uL del estdndar antioxidante terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), rutina, quercetina, vitamina C, vitamina E y Trolox

en la cromatoplaca de silicagel 60F2s4

- Se colocd la placa en una cdmara de vidrio saturada previamente

con acetato de etilo-dcido acético-dcido férmico-agua (100:11:11:26).

- Posteriormente se dejo secar la placa y se asperjo con 2,2-defenil-2-

pricrilhidrazilo (DPPH) (1Tmg/ml en metanal).

Deteccion: Se observd una decoloracion del reactivo DPPH de morado a
incoloro en las bandas respectivas (Marroquin, 2011) (Marroquin, Cruz &Cdceres,
2013).
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7.4.6.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

(2,2-difenil-1-pricril-hidrazilo) mediante espectrofotometria UV-VIS

Preparacion de la solucion madre:

- Se pesd 20 mg de extracto seco y se agregd 1 mL de metanol absoluto,
luego se infrodujo en el sonificador por 30 min, para obtener la solucién

madre, de esta solucidn madre se prepararon una serie de diluciones:

No. Muestra (uL) Metanol (uL) Dilucién (L) Concentraciéon (mg/mL)

D-1 50 200 0.2 4
D-2 100 150 0.4 8
D-3 150 100 0.6 12
D-4 200 50 0.8 16
D-5 250 - 1 20

Solucién de 2,2-difenil-1-pricril-hidrazilo (DPPH) 150 yuM en metanol:

- Se pesd 1.7 mg del reactivo DPPH, disolviéendolo con metanol en un
balon aforado de 25 mL, se agité la solucion y se almacend en un
recipiente dmbar. Por ser una solucidén inestable, se prepard la solucion

el mismo dia, preparando Unicamente lo necesario.

Preparacién de los pozos de reaccién:

- Se utilizd una microplaca de 96 pozos nueva de fondo plano.

- La preparacién de las placas se realizé bajo luz indirecta, tratando
de proteger la reaccion de la luz, la cual puede degradar los
estdndares.

- Se prepararon una serie de pozos con los siguientes reactivos:

utilizando pipetas automdticas:



Reactivo/

Pozo

Muestra (uL)

Metanol (uL)

Soluciéon de DPPH
(150 pM) (uL)

Blanco control - 220 -
Control - 20 200
Blanco de ensayo 20 200 -
Ensayo 20 0 200

Distribucion en la placa:
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Se realizé la distribucion en la placa utilizando el siguiente esquema. En el

cual si se cuenta con cuatro diferentes muestras se pueden distribuir de la

siguiente manera: En la fila horizontal se colocan las repeticiones (A-C, F-H) vy

blanco de cada muestra (D-E); y en la fila vertical se colocan cada una de las

diluciones de ensayo (1-5,8-12). En la fila 6A 'y éH va el blanco de conftrol; en la fila

7Ay 7H va el control.

Mx1 o Mx3 Mx4

H G F Y E D c|Y B A
1 D1 D1 D1 B DI B DI D1 D1 D1 1
2 |LD2 D2 D2 B D2 B D2 D2 D2 D2 2
3 D3 D3 D3 B D3 B D3 D3 D3 D3 3
4 | D4 D4 D4 v BD4 B D4 D4Y D4 D4 4
5 | DS D5 D5 B DS B DS D5 D5 D5 5
6 | BC BC 6
7 CC CcC 7
8 Di D1 D1 B DI B DI D1 D1 D1 8
9 D2 D2 D2 B D2 B D2 D2 D2 D2 9
10 D3 D3 D3 B D3 B D3 D3 D3 D3 10
11 D4 D4 D4 B D4 B D4 D4 D4 D4 11
12 D5 D5 D5 B DS B DS D5 D5 D5 12

H G F E D C B A
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*Mx: muestra, DI1: dilucion 4 mg/mL, D2: dilucién 8mg/mL, D3: dilucién 12 mg/mL, D4: dilucién 16

mg/mL, D5: dilucién 20 mg/mL, BC: blanco control, CC: control; B: blanco.

Ya preparados los pozos de reaccion, se agitd la microplaca en un vortex
para placas durante 30 segundos y luego se incubd a temperatura ambiente
protegidos de la luz durante 30 min. Por Ultimo se colocd en un lector de

microplacas de 96 pozos a una longitud de onda de 490 nm.

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

reaccion se utilizd la siguiente formula:

% Inhibicion= (Absorbancia del control-Absorbancia del ensayo) X 100

Absorbancia del control

Nota:

Absorbancia del control= absorbancia del control — absorbancia del

blanco de control.

Absorbancia del ensayo= absorbancia del ensayo — absorbancia del

blanco respectivo.

Luego con los valores de porcentaje de inhibicidon de la curva de lectura
(Y) vy la concentracion aproximada (X), se procedidé a realizar la regresion
lineal y calcular el valor de r?, el cual debe ser preferiblemente lo mds cercano a
1 (0.97-0.99) para tomar como vdlida la curva realizada, de lo contrario se deberd

realizar nuevamente el ensayo, hasta obtener un valor de r2 adecuado.

Ya con una adecuada ecuacion de regresion lineal se determind la

concentracion inhibitoria media, segun la siguiente formula:

Clso: (50 — pendiente)/ intercepto
(LIPRONAT, 2013).
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7.4.6.3 Determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo de
decoloraciéon de radical cationico del reactivo dcido: 2,2"-azinobis-(acido 3-

etilbenzotiazolina-4-sulfénico) (ABTS):

Preparacién de solucion madre:

- Se pesd 0.1 g de extracto seco y se agregd 5 mL de metanol absoluto. La
solucion fue introducida en el sonicador por 30 minutos, para obtener la

solucidon madre. De esta solucidn madre se prepard una serie de diluciones:

No. Extracto Etanol Dilucién
tubo

1 1 4 0.2

2 2 3 04

3 3 2 0.6

4 4 1 0.8

5 5 0 1.0

Nota: De estas disoluciones se encontrd el porcentaje de inhibicion que

presentard (60-70%), con un R2 0.97-0.99 Fuente: Marroquin, 2011.

Preparacién de estdndares:
- Trolox 2.5 mM: Se disolvié en etanol, empleando diluciones de O-

15 UM

- Vitamina C: Se pesd 0.1 g y se disolvid con 5 mL de metanaol,
preparando diluciones de 0.03-0.04-0.05-0.06-0.07/5 mL

- Vitamina E: Se pesd 10 mg y se disolvid con 5 mL de metanol,

preparando diluciones de 0.8-0.9-1-1.1-1.2/5 mL
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Rutfina: Se pesd 40 mg y se disolvid en 20 mL de metanol,

preparando diluciones de 2-2.5-3-3.5-4/5 mL.

Quercetina: Se pesd 10 mg y se disolvid en 5mL de etanol,
preparando diluciones de 0.2-0.25-0.3-0.35-0.4/5 mL.

Ter-butilnidroxiquinona (TBHQ): Se pesd 10 mg y se disolvido en 5

mL de etanol, preparando diluciones de 0.4-0.5-0.6-0.7-0.8/5 mL.

Solucién de 2,2'-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-é-sulfénico)
(ABTS.+) 7mM en agua: Para preparar 10 mL se pesd 38.41 mg

anadiendo agua hasta 10 mL.

Solucion de persulfato de potasio 2.45 mM en agua: Para

preparar 5 mL se pesd 3.31 mg anadiendo agua hasta 5 mL.

Formacion del cation (ABTS+): Se produce por la reaccion de la
solucion stock de ABTS con persulfato de potasio 2.45 mM, una
proporcion 2:1; dejando la mezcla en un lugar oscuro por al
menos 16-18 horas a temperatura ambiente antes de su uso. Se

prepard un dia antes de realizar la prueba.

Preparacién de la solucidon de uso: La solucién ABTS+ se diluyo
con etanol hasta lograr una absorbancia de 0.70 + 0.02 a 734 nm,
equilibrado a 30°C. Se empled una dilucién 1/30 a 1/35 para

obtener dicha absorbancia.

Preparacion de los tubos de reaccion: Se utilizaron tubos de
vidrio con capacidad de 10 mL, previomente lavados,
agregando agua desmineralizada después de su lavado para

evitar que interfieran sustancias contenidas en el agua de chorro.
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Al tener los tubos listos se recubrieron completamente con papel
aluminio para proteger la reaccién de la luz, la cual puede

degradar la vitamina C.

- Se prepararon una serie de fubos con los siguientes reactivos:

Reactivo Control Ensayo*
Solucion 3mL 3mL
de ABTS+

Dilucién de - 30 uL
cada

muestra

Nota: *Cada tubo de ensayo de cada dilucidn de muestra se prepard por
triplicado. El blanco de la corrida fue etanol al 95%. Tanto la solucidn de ABTS+
como la muestra se colocaron anteriormente en la incubadora a 30°C minimo 30

minutos antes de mezclarlos Fuente: Marroquin, 2011.

La lectura de la absorbancia se tomd a 30°C exactamente un minuto

después de la mezcla inicial, al cuarto minuto y al minuto seis.

Para calcular el porcentaje de inhibicidn de la concentracion se empled la

siguiente formula:

% de inhibicion: Absorbancia del control — absorbancia de la dilucidén * 100

Absorbancia del conftrol

Luego se graficod la concentracion del extracto (eje X) vrs porcentaje de
absorbancia (eje Y). Determinando la ecuacion de la recta y el r2 el cual se debe

encontrar entre 0.97-0.99.



34

Se expresd la actividad antioxidante en términos de la concentracion de
inhibicién al 50% (Clso), que es la concentracion del extracto requerida para dar
un 50% de disminucion de absorbancia de ABTS. Para ello se empled la ecuacion

de larecta, quedando la formula de la siguiente manera:

Clso = (50 — pendiente)/ intercepto

La capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) de un extracto
representa la concentracion de solucion de Trolox que tiene la misma capacidad
antioxidante que el extracto. Los valores de TEAC se determinaron por medio de

esta formula:

AAtrolox= (AT=0 Trolox - AT=6 Trolox) — AAsolvent(0-6 min)
AAtrolox= m . [Trolox]
TEACextracto= (AAextracto/m) . d
Donde AA =reduccion de la absorbancia, A=absorbancia al tiempo dado,
m =pendiente de la curva estandar, [Trolox]= concentracién de trolox, d=

factor de dilucién (Marroquin, 2011) (Marroquin, Cruz &Cdceres, 2013).

7.4.7 Cuantificacion de fenoles totales (técnica micrométrica)

Preparacién de las soluciones:
Solucién de Carbonato de Sodio 2%:

- Se pesd en la balanza analitica 2 g de carbonato de sodio
anhidro con una espdtula pldstica.

- Sedisolvio en 60 mL de agua desmineralizada hasta disolver la
sal; se empled el sonificador para facilitar el proceso.

- Ya disuelta la sal se frasvasd cuantitativamente a un baldn

aforado de 100 mL y se aforé con agua desmineralizada.
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Solucion de dcido gdlico anhidro (C7HsOs):

Extracto:

Se pesé 0.500 g de dacido gdlico anhidro en una balanza
analitica.

Se disolvid en 10 mL de etanol; aforando con agua
desmineralizada en un balén de 100 mL. Colocando la solucion
en un frasco color dmbar.

Readlizando la curva de d&cido gdlico con las siguientes
concentraciones 50, 250, 450, 650, 850,1050 y 1250 uM en etanol.

Se pesd 0.1 g de extracto y se disolvid en 5 mL de metanol, de ser
necesario emplear 20 uL de DMSO (dimetil-sulfoxido) para
extractos apolares.

De esta solucidén madre se prepard una dilucion de prueba, la
cual se espera que tenga una absorbancia que este dentro de la
curva de dcido gdlico, dicha soluciéon puede ser la utilizada en la
determinacion de actividad antioxidante por DPPH, la cual dio

un porcentaje de inhibicion entre el 50-70%.

Preparacioén de los pozos de la placa de reacciéon y de la curva de lectura:

- Se utilizé una microplaca de 96 pozos nueva de fondo plano.

- La preparacion de las placas se realizé bajo luz indirecta, tratando de

proteger la reaccion de la luz, la cual puede degradar los estdndares.

- Se prepararon una serie de pozos con los siguientes reactivos: utilizando

pipetas automdticas:

Reactivo/pozo  Muestra/Std H20 Reactivo de Folin Na.COs al 2%
Blanco control - 25 UL 50 pL 200 pL
Ensayo 25 uL - 50 L 200 pL
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Distribucion en la placa:

En una misma placa se pueden leer la curva de dcido gdlico y varias

muestras. Siguiendo el siguiente esquema de distribucion.

o) n

% % Diferentes diluciones de estandar

O D H |G I[F [E [D [c [B [A

8

S ° 1 1

g 2 2

O
3 3
4 4

(0]

° 5 5

()

5 6 6

S 5

5 = 7 |BC BC |7

a g

2 g 8 8
9 9
10 10
1 1
12 12

Dilucién de cada muestra a ensayar

Ya sembrada la muestra por friplicado y el blanco se agito la placa en un
vortex durante 30 segundos, luego se incubd a temperatura ambiente
protegiéndola de la luz durante 2 horas y se leyd en un lector de microplacas de

96 pozos a una longitud de onda de 630 nm.

- Cdlculo de fenoles totales:
Concentracion en base a la curva: Absorbancia - Intersecto/Pendiente
Hg equivalentes de dacido gdlico/ g de extracto:

[(Concentracién obtenida en base a la curva/0.025)*(peso alicuota/volumen

reconstitucién)*1000] * Dilucion
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7.4.8 Determinacion de la actividad antioxidante por el método micrométrico de

la reduccion de hierro (FRAP)

Preparacion de la solucion madre del extracto:

- Se pesaron 20 mg de extracto seco y se agregd 1mL de metanol

- La solucién fue introducida en el sonificador por 30 minutos, de esta

solucién madre se prepard una serie de diluciones:

No. Muestra (pL) Metanol (pL) Dilucion Concentracién
(mg/ml)

D-1 50 200 0.2 4

D-2 100 150 0.4 8

D-3 150 100 0.6 12

D-4 200 50 0.8 16

D-5 250 e 1 20

Preparacioén de la solucion madre de los estandares y diluciones:

- Se prepararon las soluciones madre y diluciones de cada estdndar,

segun el siguiente cuadro:

Estandar Solucién No. Dilucién Concentracién
madre (mg/mL)
Vitamina C 20 mg/1 mL D-1 5 ul/5 mL MetOH 0.02
MetOH D-2 15 pl/5 mL MetOH 0.06
D-3 25 ul/5 mL MetOH 0.10
D-4 35 pl/5 mL MetOH 0.14
D-5 45 pl/5 mL MetOH 0.18
Quercetina 2 mg/1 mL D-1 20 ul/5 mL MetOH 0.008
MetOH D-2 60 pl/5 mL MetOH 0.024
D-3 100 pl/5 mL MetOH 0.040
D-4 140 ul/5 mL MetOH 0.056
D-5 180 pl/5 mL MetOH 0.072
Rutina 20 mg/1 mL D-1 20 pl/5 mL MetOH 0.08
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MetOH D-2 40 pl/5 mL MetOH 0.16
D-3 60 pl/5 mL MetOH 0.24
D-4 80 ul/5 mL MetOH 0.32
D-5 100 pl/5 mL MetOH 0.40
Trolox 10 mg/5 mL D-1 100 ul/5 mL MetOH 0.04
MetOH D-2 250 pl/5 mL MetOH 0.10
D-3 400 pl/ 5 mL MetOH 0.16
D-4 550 pl/5 mL MetOH 0.22
D-5 700 pl/5 mL MetOH 0.28
Sulfato 190 mg/250 D-1 500 pl/10 mL agua 0.0380
ferroso mL agua D-2 1700 ul/10 mL agua 0.1292
D-3 2900 ul/10 mL agua 0.2204
D-4 4100 ul/10 mL agua 0.3116
D-5 5300 pl/10 mL agua 0.4028
D-6 6500 pl/10 mL agua 0.4940
D-7 7700 pl/10 mL agua 0.5852
D-8 8900 ul/10 mL agua 0.6764

Preparacién de la soluciones para solucién FRAP:

- Cloruro férrico (FeCls) 1%: Se pesé 1 g de cloruro férrico y se
disolvid con agua desmineralizada en un baldn aforado de 100

mL.

- Ferrocianuro de potasio 1%: Se pesé 1 g de ferrocianuro de
potasio y se disolvid con agua desmineralizada en un baldn

aforado de 100 mL.

- Buffer de acetato pH 3.46: Se disolvid 5.78 mL de dcido acético
con agua desmineralizada en un baldén de 500 mL. Se pesd 2.72 g
acetato de sodio y se disolvid con agua desmineralizada en un
balén aforado de 100 mL. En un balén aforado de 500 mL se

disolvieron las soluciones de la siguiente manera:



39

Solucién de acido acético 231.5mL
Solucién de acetato de sodio 18.5 mL
Agua desmineralizada 250.0 mL

- Solucion FRAP: Se mezclaron 1.5 mL de FeCls 1%, 1 mL de
ferrocianuro de potasio 1% y 15 mL de buffer de acetato pH 3.6.

Agitando e incubando a 37°C durante 20 minutos.

Preparacién de los estndares y muestras para ser analizados:

- Se mezcld 1 mL de cada estdndar/muestra con 1 mL de dcido
tricloroacético al 10% (10 g de dcido tricloroacético disuelto con
agua desmineralizada en un balon aforado de 100 mlL).
Mezclando 10 segundos en el vortex y luego centrifugando a

3000 rpm durante 10 minutos.

Preparacioén de los pozos de reaccion:

- Se utilizé una microplaca de 96 pozos nueva de fondo plano.

- La preparaciéon de las placas se realizé bajo luz indirecta,
tratando de proteger la reaccion de la luz, la cual puede
degradar los estdndares.

- Se prepararon una serie de pozos con los siguientes reactivos:

utilizando pipetas automdaticas:



Reactivo
Estandar Agua Solucién FRAP
Pozo
Blanco de Ensayo - 50 L 100 pL
Estdndar 50uL - 100 pL
Muestra 50uL - 100 L

- La microplaca se dejo reposar durante 60 minutos.
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- Luego se colocé en el lector de placas ELISA a 630 nm. Si hubiera

formaciéon de precipitado, agitar en el vortex cuidadosamente.

(LIPRONAT, 2013).

Cdlculos:
Concentracion en base a la curva: mg/mL

Absorbancia — intersecto/ pendiente

mg del estandar/ g del extracto

(Concentracion en base a la curva) (Factor de dilucion)

(Peso de la alicuota)
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7.5 Diseno de la investigacion:

Se realizd un estudio cuantitativo de tipo exploratorio el cual finalizé como

descriptivo.

7.6 Disefho estadistico:

Se elabord un andlisis descriptivo, realizando tres réplicas del extracto
etandlico de Maitilisguate (Tabebuia rosea) de los siguientes ensayos:
Determinacion de la actividad antfioxidante por el método de DPPH, ABTS, FRAP y
la cuantificacion de fenoles totales. Para los cuales se calculd las medidas de
tendencia centfral (media) y medidas de dispersion (desviacion estdndar vy
coeficiente de variaciéon). Donde se realizd una comparaciéon descriptiva entre el
extracto y los estandares. Comparando el valor de Clso del extracto en la prueba
de DPPH y ABTS. La cantidad de fenoles totales expresados como mg de &cido
gdlico y los mg del ion ferroso formados en la determinacién de la actividad

antfioxidante por el método de reduccién de hierro (FRAP).
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8. RESULTADOS

8.1 Recoleccidn e identificacion botanica:

Se recolectd 500 gramos de materia vegetal (Matilisguate) en el municipio
de Mixco, Guatemala, el cual fue identificado en el Herbario de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia (BIGU), al cual se le asignd el nUmero de registro
74778.

Tabla No.1 Recoleccion de la materia vegetal

Nombre cientifico Tabebuia rosea (Bertol.)DC.
Nombre comin Matilisguate
Parte de la planta recolectada Tallo, hojas vy flores
Cantidad de materia vegetal 500 gramos

recolectada

Estado Fresco
Procedencia Municipio de Mixco, Guatemala
Coordenadas geogrdficas Latitud: 14°39’'53.0"N
Longitud: 90°34'51.2"O
NUmero de registro BIGU 74778

Fuente: Datos experimentales (Ver anexo no. 1).

8.2 Obtencion de extractos por medio de percolacion y concentracion con

rotavapor:

En la tabla No.2 se puede observar que se utilizaron 200 gramos de hojas de
Matilisguate (Tabebuia rosea) previamente secadas y trituradas para su posterior
extraccién con 2 L de etanol al 50%, donde se obtuvo un buen porcentaje de
rendimiento de 32.88%.
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Tabla No.2 Proceso de extraccion por percolador y rotavapor.

Nombre cientifico Tabebvuia rosea (Bertol.)DC.
Nombre comin Matilisguate
Material vegetal (g) 200
Porcentaje de humedad (%) 8.37
Cantidad de etanol al 50% (L) 2.0
Extracto seco (g) 31.96
Rendimiento de extraccion 32.88

Fuente: Datos experimentales (Ver anexo No. 2, 3,4).

En la Grafica no.1 se muestran los porcentajes de extraccion obtenidos en
la prueba del mejor solvente con etanol a diferentes concentraciones (30, 50, 70y
95%), en el cual se obtuvo un mayor porcentaje de rendimiento para etanol al
30% (1.35%), pero se optd por utilizar etanol al 50% (1.27%), ya que no hay una
diferencia significativa en cuanto a la cantidad de solidos totales que pueda

extraer.

Grdfica no.1 Porcentajes de rendimiento para la prueba de mejor solvente.

Porcentaje de rendimiento

1.
| 35 ]
1

1.2 A

'| .
0.8 -
0.6 1 0
0.4
0.2

Etanol 30% Etanol 50% Etanol 70% Etanol 95%

Fuente: Datos experimentales.
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8.3 Tamizaje fitoquimico en el extracto etandlico de hojas de Matilisguate

(Tabebvuia rosea):

En la tabla no.3 se describen las pruebas cudalitativas realizadas en el
tamizaje fitoquimico, en primer lugar se realizdé la determinaciéon de taninos,
donde se obtuvo un resultado negativo, ya que ninguno de los tubos presentd un
cambio de coloracion, formacion de turbidez o precipitado. Para las demds
pruebas se realizd por medio de cromatografia en capa fina, donde se compard

el Rf y la coloracién de cada banda revelada.

Para la prueba de alcaloides el extracto de Matilisguate no presentd
ninguna banda al ser revelada con el reactivo Dragendorff, al igual que en la
prueba de cumarinas donde el extracto de T. rosea presentd 2 bandas de color
anaranjado las cuales no corresponden a la coloraciéon especifica (verde-azul),

por lo que se descartaron dichos metabolitos.

En la CCF de Flavonoides se identificd el metabolito rutina, ademds de
otras 3 bandas que no fue posible identificar por no contar con los estdndares

correctos. También dio positivo para la CCF de saponinas y antocianinas.
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Tabla no. 3 Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de Tabebuia rosea.

TAMIZAJE Estandares Resultado Caracteristicas

esperadas

FITOQUIMICO

Alcaloides Atfropina Rf 0.46 Color café
Papaverina Rf 0.75 Color anaranjado
Rf O NA

Extracto T. rosea

Antocianinas  Rojo sudan Rf 0.94 Rojo

Extracto T. rosea Rf 0.63 Rojo
0.75 Morado

Cumarinas Cumarinas 0.1% Rf 0.60 Verde
Cumarinas 1% Rf 0.60 Verde

Extracto T. rosea Rf 0.31 Anaranjado

0.40 Anaranjado

Fuente: Datos experimentales (Ver anexo no. 5-10).
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8.4 Determinacion de la actividad antioxidante:

Se determind la actividad antioxidante in vitro del exiracto etandlico de
hojas de Matilisguate (T. rosea) por medio de una prueba macrométrica (ABTS) vy

tres pruebas micrométricas (DPHH, Fenoles totales y FRAP).

En la tabla No.4 se observan los resultados obtenidos para la determinacion
de la actividad antioxidante por medio de cromatografia en capa fina con
revelador DPPH, debido a que los resultados fueron positivos, se procedié a la
prueba micrométrica para determinar cuantitativamente su actividad, para la
cuantificacién de dicha actividad, se procedid a elaborar diferentes diluciones
del extracto etandlico de T. rosea en las cuales se presentard un porcentaje de
inhibicion (50-60%).

Se comenzd a partir de 50, 100, 150, 200 y 250 yL de la muestra, en la cual
se obtuvo un porcentaje de inhibicidn muy alto, ya que las diluciones estaban
muy concentradas. Por lo que se diluyeron a (5, 10, 15, 20, 25 uL muestra/ 250 L
de solucién). En las cuales se presentd un porcentaje de inhibicion de 68.47% a

una concentraciéon de 1.16 £ 0.05 mg/ml (Clso).

Se cuantificd la cantidad de fenoles totales presentes en el extracto de
Tabebuia rosea partiendo de la dilucién de DPPH (15/250 uL), donde se obtuvo
1.50 £ 0.04 ug Equivalentes de dcido gdlico por gramo de extracto seco. Asi
mismo se realizd la prueba macrométrica de ABTS partiendo de la misma dilucién
de DPPH, pero debido a que el porcentaje de inhibicion fue muy bagjo, se
concentraron las diluciones (15, 21, 27, 33, 39 ul mx/250 pl), presentando un
porcentaje de inhibicidon de 68.64% a una concentracién de 0.10 mg/ml (Clso). Por
Ultimo se realizé el ensayo de reduccidon de hierro (FRAP), donde se determind
que a una concentfracion de 1.6 mg/ml del extracto, se forman 0.053 = 0.05

miligramos del ion ferroso por cada gramo del extracto etandlico de T. rosea.



Tabla No.4 Determinacion de la actividad antioxidante en el extracto etandlico de Matilisguate (Tabebuia roseaq).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Extracto etandlico de + 1.16 £0.05 1.50 £ 0.04 0.10+0.00 0.053 + 0.05
Tabebvuia rosea

Estandar de Quercetina + 0.07 £0.00 20.74 0.10£0.00 7.73+£0.10

Estdndar de TBHQ + 5.63 0.19 £0.01 -
0.11£0.00

Fuente: Datos experimentales (Ver anexo 11-19)
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Grafica no.2 Comparaciéon de la actividad antfioxidante presentada en el

extracto de T. rosea en los diferentes métodos empleados.

Actividad Antioxidante

8 7.19
7 .
6 .
5 .
. 354 mT. rosea
m Estandar
3 .
21 116 JEs
1 m' 0.1 0.1 0.053
0 -_— -
DPPH FENOLES ABTS FRAP

Fuente: Datos experimentales.

En la Grafica no. 2 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas para la
determinacién de la actividad antioxidante (DPPH, Fenoles totales, ABTS y FRAP),
en el extracto de Matilisguate (T. rosea), en la cual Unicamente para la prueba de
ABTS se obtuvo un ICso equivalente al esténdar de quercetina con un Clso de 0.10

mg/ml.
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9. DISCUSION

Se recolectd las hojas de Matilisguate (Tabebuia rosea) en el municipio de
Mixco, Guatemala, realizando la identificaciéon botdnica de la especie en el
Herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia (BIGU), Las hojas de
Matilisguate se tamizaron y secaron en un horno a 40°C para obtener un
porcentaje de humedad <10%, el cual se entiende como la cantidad de agua
libre que contiene el material vegetal para su buena conservacion, ya que si
sobrepasa este limite, hay una mayor posibilidad de que los principios activos de
la planta puedan sufrir degradacion por medio de hidrolisis y el crecimiento de
microorganismos (Tucux, Mata & Leiva, 2012). Obteniendo un porcentaje de
humedad aceptable de 8.37%.

Para la presente investigacion se utilizd como disolvente de extraccién
etanol al 50%, después de realizada la prueba del mejor solvente, debido a que la
diferencia en la concentracidon del solvente delimita el tipo de metabolito
secundario a extraer, dependiendo de la polaridad del mismo, ya que a una
concentracion de etanol al 95% se extraerdn metabolitos con menor polaridad

que los extraidos con etanol al 50%.

Los metabolitos secundarios presentes en las plantas, actian por diferentes
mecanismos de accidon que de forma sinérgica ayudan inhibir las reacciones
oxidativas a nivel bioldgico. Es decir que a mayor cantidad de metabolitos
secundarios, mayor actividad antioxidante presentard un extracto. Por lo que se
realizd el tamizaje fitoquimico por medio de pruebas cudalitativas del extracto
etandlico de Matilisguate para determinar Alcaloides; son el grupo de principios
activos de gran actividad farmacoldgica para el estudio de plantas medicinales.
Taninos; poseen actividad antibacteriana y anticancerigena. Flavonoides vy
Antocianinas; estos inhiben la agregacion plaquetaria, funcionan como
protectores  hepdticos, diuréticos, espasmoliticos,  antiinflamatorios vy
antimicrobianos. Saponinas; las cuales poseen propiedades hemoliticas y
tensioactivas y Cumarinas; estas presentan accidén  antiespasmoddica,

vasodilatadora, antiinflamatoria y vasoprotectora (Tucux, et.al, 2012).
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Se realizé el tamizaje fitoquimico al extracto etandlico de Matilisguate, en el
cual se identificaron los metabolitos; flavonoides (rutina), antocianinas y
saponinas, las cuales no fue posible identificar en la muestra por no contar con los
estdndares adecuados para la identificacion del mismo. Segun estudios previos
realizados en la Universidad de Pereira, Colombia (Garcia & Lopez, 2015) se han
determinado en el exiracto etandlico de hojas de Matilisguate (alcaloides,
flavonoides y taninos), en el extracto metandlico de hojas (alcaloides,
compuestos fendlicos y flavonoides) y en el extracto cloroférmico de la corteza

interna; cumarinas, flavonoides, alcaloides y saponinas.

Por lo que al comparar los resultados obtenidos con los de la investigacion,
se puede observar que para el extracto etandlico Unicamente se obtuvieron los
mismos resultados para flavonoides, asi mismo se observa una mejor extracciéon
de los metabolitos secundarios utilizando solventes mds apolares, esto se puede
deber a que las plantas obtienen diferentes caracteristicas segun el drea de

cultivo, época de colecta, propiedades del suelo, entre ofros.

Se evalud la actividad antioxidante in vitro del exiracto etandlico de
Matilisguate (T. rosea) por medio de una prueba macrométrica (ABTS) y tres
pruebas micrométricas (DPHH, Fenoles totales y FRAP). Donde las primeras dos
miden la capacidad de un extracto de neutralizar los radicales libres formados, la
prueba de fenoles totales nos ayuda a determinar indirectamente la actividad
anfioxidante al ser uno de los metabolitos mds abundantes en las plantas, a los
cuales se les atribuye dicha actividad vy la prueba de FRAP que mide la

capacidad de reducir el ion férrico a ferroso.

En la Tabla No.4 se describe los resultados obtenidos en las pruebas para la
evaluacién de la actividad antioxidante. En primer lugar se realizd la evaluacion
cudlitativa de dicha actividad por medio de cromatografia en capa fina con
revelador DPPH, debido a que los resultados para el exiracto de Matilisguate
fueron positivos respecto a los estdndares utilizados (Quercetina, Rutina, Trolox y
TBHQ)
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Los cuales son en su mayoria metabolitos secundarios que se encuentran
en las plantas y presentan actividad antioxidante significativa, se procedid¢ a la

prueba micrométrica para determinar cuantitativamente su actividad.

El método cuantitativo para la determinacion de la actividad antioxidante
por el método micrométrico de DPPH; consiste en que este radical tiene un
electron desapareado, de color azul-violeta, decolordndose hacia amarillo
pdlido por la reaccién de la presencia de una sustancia antioxidante, siendo
medida en un lector de microplacas ELISA a 517 nm. Expresdndose en base al
valor de Clsy, el cual indica la cantidad de extracto seco que es capaz de
disminuir el 50% de los radicales que forman la oxidacién, donde un valor menor
en esta concentracion indica una mayor capacidad antioxidante presentada por

el extracto.

Presentando el extracto de Matilisguate un porcentaje de inhibicién de
68.47% a una concentracion de 1.16 + 0.05 mg/ml (Clso), al ser comparado el Clso
del extracto respecto a los estdndares (anexo no. 13). Se puede observar que el
estandar de Quercetina es el que mejor porcentaje de inhibicidn tiene con un Clso
de 0.075 mg/ml, seguido de la Vitamina C (0.090 mg/ml), TBHQ (0.115 mg/ml),
Trolox (0.118 mg/ml) y Rutina (0.167 mg/ml). Por lo que el extracto etandlico de T.
rosea presenta una actividad menor respecto a los estdndares, ya que se
necesita mds de 1 mg/ml del extracto para producir el 50% de inhibicién del
radical DPPH.

Segun un estudio presentado por Ospina, et.al. (2013), se reporta que el extracto
etandlico de la corteza interna de T. rosea presenta un Clso de 1.504 mg/mL, el

cual es bastante similar al obtenido en esta investigacion (1.16 mg/mlL).

La prueba micrométrica de fenoles totales; se basa en la capacidad de
los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-
Ciocalteu contiene molibdato vy tungstato sddico, que reaccionan con

cualquier fenol, formando complejos fosfomolibdicofosfotingstico.
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La transferencia de electrones a pH bdsico reduce estos compuestos
en Oxidos, los cuales son cromdgenos de color azul intenso, siendo proporcional
este color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula (Cérdova et.al, 2009).
En esta investigacion se obtuvo una cantidad de fenoles totales bastante baja
1.50 £ 0.04 pg Equivalentes de dcido gdlico por miligramo de extracto seco,
basdndose en la curva de calibracién de dcido gdlico como referencia, ya que
es un dcido fendlico que se encuentra presente en las especies vegetales, en su

forma libre formando parte de la molécula de taninos.

Al ser comparados los ug Equivalentes de dcido gdlico del extracto contra
los estdndares (anexo no. 15), se observa que el exftracto etandlico de
Matilisguate presenta una menor cantidad de fenoles totales respecto a Trolox
que es el estédndar con menor cantidad de fenoles totales (3.54 ug/g) y mucho
menor que quercetina con una cantfidad mayor de fenoles totales por gramo de
estandar (20.74 pg/g).

Asi mismo se realizd la prueba macrométrica para la determinacion de
compuestos apolares por medio del método de ABTS; el cual es generado a partir
de una reaccidén quimica (solucion stock de ABTS con persulfato de potasio) con
una coloracién verde-azulado, el cual al reaccionar con el extracto se torna
incolora si esta presenta actividad antioxidante capaz de oxidarlo, expresdndose

también en base al Clso.

Obteniendo un porcentaje de inhibicion de 68.64% a una concentraciéon
de 0.1084 mg/ml (Clso). Comparando dicho resultado con los estdndares (anexo
No.17), se observa que el Clso del extracto es equivalente al estadndar de
Quercetina (0.1048 mg/ml) por lo que se le puede atribuir una actividad

antioxidante significativa a las moléculas apolares del extracto de Matilisguate.

Por Ultimo se determind la actividad antioxidante por el método
micrométrico de la reduccién de hierro (FRAP); este es un método indirecto, ya
que la presencia de radicales libres producen la pérdida o aparicibn de un
reactivo y por lo tanto, en presencia de un antioxidante se provoca el aumento o

disminucidén de la sefal.
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Este método no evalua la capacidad neutralizadora de radicales libres de
la muestra estudiada, sino su capacidad reductora por fransferencia de
electrones, evaluando la capacidad de un exiracto de reducir el ion férrico (Fe*3)

alion ferroso (Fe*?), formando un complejo azul.

De acuerdo a los resultados obtenidos se determind que a una
concentracion de 1.6 mg/ml del extracto, se forman 0.053 £ 0.05 miligramos del
ion ferroso por cada gramo del exiracto etandlico de Matilisguate, asi mismo se
realizaron las equivalencias del extracto en cuanto a los estdndares, para
cuantificar cuantos miligramos del extracto se necesitan para producir la misma
potencia reductora de extracto de Matilisguate (0.053 mg Fe*?). Dando como
resulfado que cada gramo de extracto equivale a 21.48 mg de vitamina C, 7.19

mg de quercetina, 20.54 mg de trolox y 29.61 mg de rutina (anexo No. 19).

El extracto etandlico de Matilisguate no presenta mayor formacién de ion
ferroso a la presentada por los estdndares empleados, quienes si presentan una
mayor actividad, ya que a menor reduccion del ion ferroso, menor concentracion
habrd del mismo y por lo tanto menor actividad antioxidante presentara el
extracto. Posiblemente se puede atribuir dicho resultado, a que el método implica

la determinacion del poder reductor del extracto bajo condiciones hidrofilicas.

Es importante mencionar que el extracto etandlico de Matilisguate (T.
rosea), presentd mejor actividad antioxidante en sus componentes con
caracteristicas mds apolares, debido a que en la prueba macrométrica del
reactivo ABTS presentd una actividad significativa con un Clso equivalente all
estdndar de Quercetina, lo cual genera valiosa informacion para futuras

aplicaciones.
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10. CONCLUSIONES

La mayor cantidad de sdélidos totales se obtuvo empleado etanol all
50%, el cual permitié obtener un porcentaje de extraccion de
32.88%.

Se identificé por medio de tamizaje fitoquimico en el extracto

etandlico de T. rosea; Flavonoides, antocianinas y saponinas.

El extracto etandlico de T. rosea presentd actividad antioxidante por

medio del método de DPPH en cromatografia en capa fina.

Se determind la actividad antioxidante por medio del reactivo DPPH,

donde el extracto de T. rosea presentd un Clsode 1.16 £ 0.05 mg/ml.

Se cuantificd la cantidad de fenoles totales presentes en la planta

obteniendo 1.50 + 0.04 pg &cido gdlico/g extracto.

Se determind la actividad antioxidante de los compuestos apolares
del extracto de T. roseaq, por medio del reactivo ABTS, obteniendo un
Clsode 0.10 mg/ml.

Se determind en la prueba de ABTS, que el extracto de T. rosea
(0.1084 mg/ml) presenta una actividad equivalente al estdndar de

Quercetina (0.1048 mg/ml).

Se cuantificé el poder antioxidante por medio del ion férrico (FRAP)
en el extracto de T. rosea, obteniendo una reduccion de 0.053 mg

Fe*?/g.

Los compuestos apolares del extracto de T. rosea presentan una

mejor actividad antioxidante que los compuestos mds polares.
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11.RECOMENDACIONES

Realizar fraccionamiento y aislamiento de compuestos quimicos

presentes en T. roseq.

Analizar otra parte del drbol de T. rosea como las flores y/o corteza.
Para determinar si la distribucion de metabolitos secundarios es la

misma y presenta actividad antioxidante.

Evaluar el uso de Tabebuia rosea como preservante de productos

cosméticos y alimenticios.
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13. ANEXOS:

1. Fichas técnicas de las especies en estudio
Tabebvuia rosea

Nombres comunes:
Flor morada, matilishuate, matilisguate, macuelizo, palo de rosa, falso roble,

maculis (Sinchi, 2012. Conabio, 2012)

Esquema:

Descripcion Botdanica:

Arbol caducifolio, de 15 a 25 m (hasta 30 m) de altura, con un didmetro a la altura
del pecho de hasta 1 m. los frutos son cdpsulas estrechas de 22 a 38 cm de largo
por 0.9 a 1.5 cm de ancho, lisas, con 2 suturas laterales, péndulas, pardo oscuras,
conteniendo numerosas semillas.

Hojas: decusadas, digitado compuestas, de 10 a 35 cm de largo, incluyendo el
peciolo. Con 5 foliolos, los dos inferiores mds pequenos, el terminal mds grande,
lanceolados o elipticos, con el margen entero.

Corteza: Externa fisurada y suberificada, de aspecto compacto, con las fisuras
longitudinales mds o menos superficiales que se entrelazan formando un reticulo;
color café grisdceo obscuro a amarillento. Interna de color claro a crema rosado,
fibrosa, con sabor amargo a agridulce. Grosor total: 16 a 30 mm.

Tronco: Eventualmente el arbol llega a formar un excelente fuste sobre todo si hay
sombra lateral de la misma especie. Tronco derecho, a veces ligeramente
acanalado.

Flores: Paniculas cortas con las ramas cimosas, axilares, de hasta de 15 cm de
largo, escamosas. Cdliz blanco verdoso, tubular, de 2 a 2.5 cm de largo; corola de
7 a 10 cm de largo, tubular en la base y expandida en la parte superior en un
limbo bilabiado; tubo de la corola de color blanco; I6bulos color lila a rosado
pdlido o purpura rojizo.
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Semilla: Semillas aladas y delgadas, blanquecinas, de 2 a 3 cm de largo, las alas
hialino-membrandceas, conspicuamente demarcadas del cuerpo de la semilla.
La especie es de rédpida germinacion; se inicia a los 7 dias y se completa a los 27
dias, obteniéndose un 75 % de germinacioén a los 12 dias. El Porcentaje de
germinacion: 80 % (sin pretratamiento). El NUmero de semillas por kilogramo:
35,000 a 50,000. El Tratamiento pregerminativo consiste en inmersién en agua por
24 horas. (Sinchi, 2012)

Habitat:

Se extiende del sur de México al norte de Venezuela y el oeste de los Andes hasta
las costas de Ecuador. Presente en las Antillas. Crece en especialmente en
bosques pantanosos o inundables v sitios planos. Se presentan indiferentemente
en suelos de origen calizo, igneo o aluvial, pero en general con algunos
problemas de drenagje.

Usos Medicinales Atribuidos:

La infusidon de las hojas se utiliza como febrifuga, aceleradora del parto. La
corteza cocida sirve para la diabetes, paludismo, tfifoidea, pardsitos. (Conabio,
2012)

Otros Usos Populares:

La madera es utilizada en decoracidén de interiores de muebles finos, pisos,
gabinetes, chapas decorativas, construccion de botes, ebanisteria, ruedas para
carretas, artesanias, cajas y embalajes (3). Es ufilizada como ornamental, en
parques, jardines y linderos de propiedades. Asimismo es utilizada como planta de
sombra de cultivos en las zonas bajas de la region tropical. (Conabio, 2012)

Composicion Quimica:

Entre sus metabolitos secundarios se encuentran: flavonoides, glucdsidos
cardioténicos y una gran cantfidad de lactonas sesquiterpénicas (Arbelaenz,
Acevedo, Jaramillo & Yepes, 2011)
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2. Recoleccién y maceracion de hojas de T. rosea
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3. Prueba del mejor solvente

4. Percolacion y rotavaporacion para la obtencién de extracto etandlico de
T. rosea.




5. Prueba macrométrica para la deteccién de Taninos

T: Testigo, tubo 1: gelatina 1%, tubo 2: gelatina 1%/NaCl, fubo 3: FeClz 10%
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6. Deteccion de Alcaloides por medio de cromatografia en capa fina

Mx: Extracto acuoso de T. rosea, St1: Atropina, St2: Papaverina.

7. Deteccidén de Flavonoides por medio de cromatografia en capa fina.

Mx: Extracto acuoso de T. rosea, St1: Quercitina, $t2: Rutina, $t3: Acido clorogénico.



8. Deteccion de Antocianinas por medio de cromatografia en capa fina.

Mx: Extracto acuoso de T. rosea, St1: Rojo sudan

9. Deteccion de Saponinas por medio de cromatografia en capa fina.

Mx St1 St2

Mx: Extracto acuoso de T. rosea, St1: Saponinas 0.2%, S$t2: Saponinas 0.5%
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10. Deteccion de Cumarinas por medio de cromatografia en capa fina.

Mx: Extracto acuoso de T. rosea, St1: Cumarina 0.1%, St2: Cumarinas 1%

11. Cromatografia en capa fina para la detecciéon cualitativa de la actividad
antioxidante por medio del reactivo DPPH.

Rutina
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12. Procedimiento para la cuantificacion de la actividad antioxidante por DPPH
(técnica micrométrica)

LTI T—
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13. Actividad antioxidante total (método micrométrico) expresado como mg
del extracto seco necesario para producir el 50% de inhibiciéon del reactivo
DPPH comparado con el Clso de los estandares.

1.160

1.200 -
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“%5E o8
0.000
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14. Cuantificacion de fenoles totales (método micrométrico)
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15. Contenido de fenoles totales (técnica micrométrica) expresado como ug
de dcido gdlico por gramo de exiracto seco comparado contra los
estandares.
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16. Procedimiento para la cuantificaciéon de la actividad antioxidante por ABTS
(Técnica macrométrica).
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17. Actividad antioxidante total (método macrométrico) expresado como mg
del extracto seco necesario para producir el 50% de inhibiciéon del reactivo

ABTS comparado con el CI50 de los estandares.
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18. Procedimiento para la determinacion de la actividad FRAP
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19. Actividad antioxidante total (método micrométrico)
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