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RESUMEN

La actividad antioxidante de los extractos de hexano, éter etilico, cloroformo,
acetato de etilo, acetona y metanol de las semillas de Heliocarpus
terebinthinaceus (cuetla) se determind por el método de poder reductor (FRAP)
y del radical libre estable DPPH®. Cada uno de los extractos presentd una
actividad antirradical y poder reductor significativos. A partir de una
concentracion de 100 pg/mL, los extractos presentaron una absorbencia
significativa (0.10-0.64) en poder reductor a una longitud de onda de 700 nm.
En relacion al secuestramiento del radical libre DPPH®, el porcentaje de
actividad antirradical fue de 25.6% -52.7% a una longitud de onda de 545 nm.
La actividad antirradical y el poder reductor estan relacionados a la polaridad
del disolvente y a la concentracion del extracto. De tal manera que al aumentar
estos valores aumentaron la actividad antirradical y el poder reductor. Esto
indica que los extractos de metanol y acetato de etilo son los que presentan una
mejor actividad antioxidante, atribuible a la presencia de compuestos fendlicos.
La cuantificacion de fenoles totales nos indicé que efectivamente los extractos
de acetato de etilo y metanol contienen la mayor cantidad de estos compuestos
y al determinar los flavonoides se logro establecer que de los fenoles totales,
una parte importante corresponde a flavonoides. Consecuentemente, se
concluye que la actividad antioxidante de los extractos organicos de semillas de
Heliocarpus terebinthinaceus se debe principalmente a la presencia de
flavonoides.
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INTRODUCCION

Actualmente el area de las ciencias de los alimentos y de la nutricion se
ha hecho presente cada vez con mayor intensidad, sobre todo aquella conocida
como la de los "alimentos funcionales" que acepta el papel de los componentes
alimenticios, como nutrientes esenciales para el mantenimiento de la vida asi
como de la salud, y de los componentes no nutricionales pero que contribuyen a
prevenir o retardar las enfermedades crénicas de la edad madura (Best, 1997;
Hollingworth, 1997).

Los alimentos funcionales contienen también sustancias fisioldgicamente
activas que cumplen, al igual que los nutrientes esenciales, una funcién de
beneficio contribuyendo a reducir la incidencia de ciertas enfermedades
cronicas y por tanto son necesarias para una vida saludable (Caragay, 1992).

Un alimento funcional se define como: "todo aquel alimento semejante en
apariencia fisica al alimento convencional, consumido como parte de la dieta
diaria, pero capaz de producir efectos metabdlicos o fisiolégicos, utiles en la
conservacion de una buena salud fisica y mental, reduciendo el riesgo de
enfermedades crénico-degenerativas, ademas de sus funciones nutricionales
basicas". Cabe mencionar, que el alimento con caracter de funcional no

necesariamente esta clasificado como un medicamento.

Dentro de los alimentos funcionales, encontramos productos tales como
los aceites vegetales, los productos de soya y los tés. En relacion a estos
ultimos, es importante resaltar que en la literatura se ha encontrado que el té

verde y el té negro tienen propiedades terapéuticas y quimiopreventivas



(Dufrense et al., 2001; Wiseman et al.,, 2001) atribuidas a la presencia de
antioxidantes, esto también sucede con el té de tila. El té de tila, se obtiene de
las flores del tilo, un &rbol que pertenece a la familia Tiliaceae. EI H.
terebinthinaceus (cuetla) Figura 1, al igual que el tilo, pertenece a la familia

Tiliaceae.

En la familia Tiliaceae, existen especies que poseen propiedades
biolégicas importantes, como la Tilia tomentosa que presenta actividad relajante
muscular (Hosseinzadeh et al.; 2003), y se utiliza generalmente contra los
sintomas de la tos, la gripe y la bronquitis (Gruenwald et al., 2000). Cabe
sefalar que a partir de esta planta se aislaron dos flavonoides, los cuales tienen
propiedades analgésicas y antiinflamatorias (Toker et al., 2004). Otras plantas
que también pertenecen a la familia Tiliaceae son la Micrococos paniculata a
quien se le atribuyen propiedades insecticidas (Bandara et al; 2000) y a la
Triumfetta rhomboidea actividad antimicrobiana y antiviral (Cos et al.; 2002).

Figura 1. Arbol, Izquierda y semillas del H. terebinthinaceus, derecha



La familia Tiliaceae, hasta la fecha ha sido poco estudiada, y del H.
terebinthinaceus no existe informacién cientifica, sélo se tiene la clasificacion
taxonOmica. El H. terebinthinaceus, es un arbol que mide de 5 a 10 m de altura;
Figura 1. La poblacion de la region mixteca lo utiliza en infusiones para
tratamientos de diversas enfermedades de la piel como son el acné, el pafio
facial; también lo utilizan para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales. Es probable que estas propiedades se deban principalmente
a la presencia de compuestos fendlicos, tal y como ha sido sefialado en algunos
estudios previos, vide supra.

Diversos estudios llevados a cabo en los ultimos afios, han puesto de
manifiesto el poder antioxidante de algunos compuestos fendlicos presentes en
distintas bebidas y frutas (zumos de fruta, vino, té, tomate, naranja y pomelo).
Esta propiedad se asocia a su capacidad de capturar radicales libres, que hace
gue presenten un efecto positivo frente a distintas perturbaciones de la calidad
de los alimentos y de la salud. En este Ultimo sentido, son numerosos los
trabajos que muestran su efecto protector frente a determinadas enfermedades
como alteraciones cardiovasculares y cancerigenas (Lindley, 1998; Papas,
1999).

En relacion a esto surge la necesidad de estudiar el Heliocarpus
terebinthinaceus (cuetla) y sus propiedades antioxidantes. Hoy en dia, no se
tienen datos cientificos del arbol Heliocarpus terebinthinaceus, por ello fue
importante realizar un estudio del mismo. Se sabe que extractos de las partes
aéreas de especies pertenecientes a la familia Tiliaceae, poseen compuestos
con actividad antioxidante, por lo cual se planted evaluar ésta propiedad en las
semillas del cuetla.

Para el presente estudio, fue necesario determinar la actividad
antirradical y el poder reductor de las fracciones de hexano, éter etilico,
cloroformo, acetona, acetato de etilo y de metanol de las semillas del
Heliocarpus terebinthinaceus. Adicionalmente, se cuantificaron los fenoles

totales, los flavonoides y taninos.



1 ANALISIS DE FUNDAMENTOS

En el presente capitulo se describe de manera particular el origen de los
radicales libres y los factores que promueven la generacion de estos, asi como
los dafios que causan la presencia de los mismos en los sistemas bioldgicos.
También, se hace un andlisis de la importancia biologica de los antioxidantes, la
funcion que tienen en los alimentos y en los sistemas biolégicos en general.
Adicionalmente, se sefalan algunas de las propiedades de los antioxidantes y
la relacion que guardan con su estructura. Finalmente, se presentan algunas de
las plantas més representativas de la familia Tiliaceae y los estudios
fitoquimicos y de actividad antioxidante reportados en la literatura. Asi como el
fundamento de algunas metodologias para la medicibn de la actividad

antioxidante.

1.1 Estrés oxidativo

El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia (Davis,
1995), representa la fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo y
viabilidad celular al mismo tiempo que involucra un peligro potencial debido a
las caracteristicas paramagnéticas de este gas, responsable de la formacién de
intermediarios parcialmente reducidos y dotados de una reactividad alta
conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés).

Las ROS son radicales libres (RL) o precursores de radicales. En los
orbitales, los electrones giran en pares con un espin particular, esto se conoce
como maxima estabilidad natural; por tanto, si hay electrones desapareados en
un orbital, se generan especie moleculares altamente reactivas que tienden a
robar un electron de cualquier otro atomo para compensar su deficiencia

electrénica.



El oxigeno, es el principal radical libre, ya que el tiene dos electrones

desapareados.

Entre las ROS destacan:

Radicales: i6n superéxido (O,*7), radical hidroxilo (*OH), alcoxilo (RO®),
peroxilo (ROO®) y 6xido de nitrégeno (NO®)

No radicales: peréxido de hidrégeno (H.O.), oxigeno singulete *O, y
peroxinitrito (ONOQO").

Las ROS tienen un origen tanto enddégeno, como exogeno. Entre las
fuentes endbégenas destacan:

1. La cadena respiratoria, donde la reduccion monovalente de la molécula
de oxigeno da lugar a la formacion de la mayoria de las ROS.

2. Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o0 macrofagos), utilizan el
sistema de la NADPH oxidasa generando directamente al i6n superdxido
(O2*). Por otra parte, como mecanismo de defensa, dichas células
también generan éxido de nitrégeno (NO®), por accién de la 6xido-nitrico-
sintasa sobre la arginina intracelular. La combinacion del O, con el NO*®
da lugar a la formacion del ONOO™ capaz de inducir peroxidacion lipidica
en las lipoproteinas.

3. La autooxidacion de compuestos de carbono tales como aminoacidos,
proteinas, lipidos, glicésidos y acidos nucléicos dan lugar también a la
formacién de estos radicales.

4. La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo
intermediario como la hipoxantina, xantina oxidasa, aldehido oxidasa,
monoamino oxidasa Yy ciclooxigenasa, lipoxigenasa, son fuentes

representativas de esta produccién (Fridovich, 1976).
Las fuentes exdgenas de radicales libres pueden ser:

Ambientales. Radiacion electromagnética, luz solar, ozono, tabaco, etc.
Farmacoldgicas. Xenobibticos, drogas, etc.



Nutricionales. Contaminantes, aditivos, pesticidas, etc.

1.2 Dafio oxidativo a biomoléculas

Son muchas las ROS que actiian como oxidantes biolégicos, pero el O,°*~
es el mayor reductor, la simple adicion de un protén da lugar a la formacion de
HO,®, convirtiéndose este en un agente oxidante muy activo. Estas

transformaciones se resumen en la Figura 2:

O +HO + H —— H0, + O,

HO; + HO: —= H,0, + O,

O+ @ 42y — HO, + O

Figura 2. Mecanismo de reaccién del radical superoéxido

Las ROS producen acciones diversas sobre el metabolismo de los

principios inmediatos, que pueden ser el origen del dafio celular:

1. Sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas produciendo pérdida
de fluidez vy lisis celular como consecuencia de la peroxidacién lipidica
(PL).

2. Sobre los glicosidos, actian alterando las funciones celulares tales como
las asociadas a la actividad de las interleucinas y la formacién de
prostaglandinas, hormonas y neurotransmisores.

3. Sobre las proteinas produciendo inactivacion y desnaturalizacién.

4. Sobre los acidos nucleicos mediante la modificacion de bases

produciendo mutagénesis y carcinogénesis.



1.3 Procesos fisiolégicos y fisiopatologicos relacionados con

los radicales libres

Ante el estrés oxidativo el organismo responde con la defensa
antioxidante, pero en determinadas ocasiones puede ser insuficiente,
desencadenando diferentes procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos.

En la actualidad son muchos los procesos relacionados con la
produccién de radicales libres como son: mutagénesis, transformacion celular,
cancer, arteriosclerosis, infarto de miocardio, diabetes, enfermedades
inflamatorias, trastornos del sistema nervioso central, envejecimiento celular,
etc. (Rice-Evans et al., 1995; Halliwell, 1996).

1.4 Funcion de los antioxidantes

Los sistemas bioldgicos en ambientes oxigenados han desarrollado
mecanismos de defensa, tanto a nivel fisiologico como bioquimico. Entre ellos
destacan, a nivel fisiologico, el sistema microvascular, cuya funcién es
mantener los niveles de O, en los tejidos y a nivel bioquimico, la defensa
antioxidante puede ser enzimatica 0 no enzimatica, asi como ser un sistema
reparador de moléculas. A continuacion se resumen los mecanismos de

defensa bioquimicos:

1.4.1 Sistema enzimatico. Los organismos aerobios han desarrollado
enzimas antioxidantes tales como: superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutatién peroxidasa (GPx) y DT-diaforasa, que actian tal y como se

muestra en las ecuaciones siguientes (Figura 3).

La SOD es la responsable de la reaccién de dismutacién del O, a H,O»,
gue en reacciones posteriores, catalizadas por la catalasa o por la GPx, se
convierte en H,O y 0O,. La catalasa se encuentra principalmente en los
peroxisomas, y su funcion principal consiste en eliminar el H,O, generado de la

B-oxidacion de los acidos grasos, mientras que la GPx degrada el H,0O;



citoplasmatico. La DT-diaforasa, cataliza la reduccién de quinona a quinol y

participa en la reduccion de drogas de estructura quinénica (Muiiiz et al., 2000).

1) 20 *
(1) 20, + 2H 4’50[) 2H,0,

(2) 2H,0, 2H,0 + O,

Catalasa

3) H,0, + GSH T’ GSSH + 2H,0
NADPH
: GR
NADP
2 GSH

4 Q+2e+2H ———F QH,

DT-diaforasa

Figura 3. Mecanismo de reaccion de enzimas antioxidantes

1.4.2 Sistema no enzimatico. Las células utilizan una serie de
compuestos antioxidantes o captadores de radicales libres como son: vitamina
E, vitamina C, B-caroteno, ferritina, ceruloplasmina, selenio, glutation reducido
(GSH), manganeso, ubiquinona, zinc, acido urico, flavonoides, coenzima Q,
melatonina, bilirrubina, taurina, cisteina, entre otros. Los flavonoides que son
extraidos de determinados alimentos interactian de manera directa con la
especie reactiva para producir complejos estables o de menor reactividad,
mientras que en otras ejerce la funcién de co-substrato en la accion catalitica de

algunas enzimas.

1.4.3 Sistemas reparadores. A su vez éstos se subdividen en dos

grandes grupos, los directos y los indirectos:



1.4.3.1 Directo. Reduccién de los grupos (S-S) de los aminoacidos azufrados
de las proteinas por enzimas especificas como la disulfuro reductasa y la
sulféxido reductasa.

1.4.3.2 Indirecto. En primer lugar se reconoce el dafio molecular siendo éste
eliminado o degradado, y en segundo lugar se sintetiza la parte eliminada. Esto
ocurre tanto en las proteinas oxidadas y en peroxidos lipidicos de cadenas
hidrocarbonadas, asi como en las oxidaciones del ADN y ARN.

1.5 Caracteristicas de los antioxidantes

Las principales caracteristicas de un compuesto o0 sistema antioxidante
son, la prevencién o deteccion de una cadena de propagacion oxidativa,
mediante la estabilizacion del radical generado y la regeneracion del
antioxidante radicalario ayudando asi a reducir el dafio oxidativo en el cuerpo
humano (Namiki, 1990).

Gordon (1990) da una clasificacién de los antioxidantes, mencionando
qgue; hay dos tipos principales de antioxidantes, el "primario” (ruptura de la
reaccion en cadena, secuestradores de radicales libres) y el "secundario” o
"preventivo". Los mecanismos antioxidantes "secundarios" pueden incluir la
desactivacion de metales, inhibicibn de los hidroperéxidos lipidicos
interrumpiendo la produccion de volatiles indeseables, la regeneracion de
antioxidantes "primarios", eliminar el oxigeno singulete, etc.

Por lo anterior se puede definir como antioxidantes en el &mbito de los
alimentos como “aquellas sustancias que, en bajas cantidades, actian
previniendo o retardando grandemente la oxidacion de materiales facilmente

oxidables tales como las grasas” (Chipault, 1962).

1.6 Antioxidantes en alimentos

En el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes/antioxidantes,

cuando este equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un estrés



oxidativo el cual estd implicado en muchos procesos fisiopatoldgicos, vide
supra. Por tanto, es de vital importancia el consumo de alimentos que
contengan antioxidantes naturales y de esta manera se pueda mantener el
equilibrio entre oxidantes/antioxidantes o incluso esté a favor de los
antioxidantes. Ademas, si tenemos en cuenta que durante la vida se produce un
equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, y a medida que el individuo envejece
dicho balance esta a favor de los oxidantes, es de vital importancia un consumo
de alimentos ricos en antioxidantes naturales para contrarrestarlos (Cao et al.,
1998; Young et al., 1999).

1.7 Antioxidantes indispensables para la salud

En los ultimos afios ha cobrado especial interés, el estudio de la actividad
biolégica de los polifenoles y en especial la evaluacion de la capacidad
antioxidante asociada a ellos. Los polifenoles en vegetales, frutas y té pueden
prevenir enfermedades degenerativas, incluyendo canceres, con la accion
antioxidante.

Se ha comprobado también su capacidad para actuar como donadores
de hidrégenos o quelar iones metélicos como el hierro y el cobre, inhibiendo la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales estan
implicadas en la patogénesis de las enfermedades coronarias (Hertog et al.,
1993). Cabe mencionar que algunos polifenoles (como los aislados del té)
inhiben la oxidacién de las LDL in vitro (Riemersma et al., 2001). En
experimentos in vitro, también se ha confirmado el papel protector de la
guercetina, la cual ejerce efectos de inhibicion frente a células cancerigenas en
humanos: en célon (Ranelleti et al., 1992), glandula mamaria y ovario (Scambia
et al., 1990), en region gastrointestinal (Yoshida et al., 1990) y en la leucemia
(Yoshida et al., 1992; Teofili et al., 1992; Ren et al., 2001). En experiencias con
animales, una dosis oral de polifenoles suprimié la carcinogénesis de varios
agentes carcindgenos (Sakakibara et al.,, 2003). Los polifenoles también
demuestran actividad de vasorrelajacion y antialergénica (Sakakibara et al.,
2003).
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Diversos estudios ponen de manifiesto que los polifenoles presentan
mayor poder antioxidante combinados que de forma aislada (Ueda y Armstrong,
1996). Esta afirmacion justifica el estudio de la actividad antioxidante de los
extractos de semillas de Heliocarpus terebinthinaceus.

1.8 Fuentes naturales de los antioxidantes

Las plantas como fuentes de antioxidantes se pueden utilizar para la
preservacion del valor nutritivo previniendo el deterioro oxidativo de lipidos y
para propoésitos medicinales. La mayor parte de la capacidad antioxidante de los
vegetales puede ser debida a los polifenoles que poseen caracteristicas
bioldgicas extensas y, particularmente, a su propiedad de secuestramiento de
radicales libres (Aquino et al., 2001).

Una gran cantidad de estudios han establecido que los compuestos
fendlicos de las plantas incluyendo los flavonoides son antioxidantes potentes
con efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos (Middleton y Kandaswami,
1994; Rice-Evans et al., 1997).

La actividad antioxidante de los polifenoles es la propiedad de mayor
interés, ya que ha sido blanco de un sin nimero de estudios; este efecto se
debe a que contienen en su estructura quimica un niamero variable de grupos

hidroxilo fendlicos, los cuales reaccionan con los radicales libres (Figura 4).

0,0 s¥e

O,N NO, + ArOH ——M O,N NO. + ArOe
PH 5.0-6.5 2
NO, NO,
DPPH
: DPPH
517 nm (purpura) Amarillo

Figura 4. Antioxidantes como secuestradores de radicales libres
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Consecuentemente es importante determinar la cantidad y especies de
polifenoles en vegetales, frutos y tés. El nimero de polifenoles naturales se ha
estimado en casi mas de un millébn, porque aparecen generalmente como
glicosidos, y las diferentes especies de azucares y sus diferentes formas de
enlaces generan una gran variedad. Sin embargo, la bioactividad se atribuye al

fragmento aglicona no al azlcar (Sakakibara et al., 2003).

1.9 Estudios relacionados con las propiedades biolégicas de

plantas de la familia Tiliaceae

La Tilia argentea (fam. Tiliaceae), también conocida como Tilia
tomentosa, es una planta utilizada mundialmente contra los sintomas de la tos,
gripe y bronquitis (Gruenwald et al., 2000). A partir de las hojas de esta planta
se aislaron dos flavonoides glicosidicos, el 3,7-O-a-L-diramnosilkaempferol y la
3,7-O-a-L-diramnosilquercetina  (Figura 5). [Estos compuestos tienen
propiedades analgésicas y antiinflamatorias en dosis de 50 mg/kg sin inducir

algun dafio gastrico y/o presentar problemas de toxicidad (Toker et al., 2004).

R =H, 3,7-0O-a-L-diramnosilkaempferol
R = OH, 3,7-O-a-L-diramnosilquercetina

Figura 5. Estructura de dos flavonoides aislados de Tilia argentea

Yildirim et al., (2000) realizaron un estudio comparativo de la actividad
antioxidante y antimicrobiana a partir de extractos de tres plantas, Tilia argentea

(té de tila), Salvia triloba L. (salvia griega), y Camelia sinensis (té negro). Para
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medir la actividad antioxidante utilizaron el método de tiocianato y el método de
poder reductor. Los resultados obtenidos por ambos métodos, en un intervalo
de 50 a 500 ug de extracto acuoso liofilizado de la planta correspondiente,
indican que la actividad antioxidante aumenta conforme aumenta la

concentracion del extracto (Figura 6).

0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20

0.15
0.10

0.05

Absorbencia (700 nm)

0 50 100 200 300 400 500
(Mg de extracto acuoso)

Figura 6. Poder reductor del extracto acuoso de Tilia argentea (fam. Tiliaceae)

En ese mismo estudio Yildirim et al., demostraron que Tilia argentea
tiene un efecto antioxidante y reductor equiparable a Camelia sinensis (Figura
7). El estudio se realizé a una concentracién de 100 ug de extracto acuoso.

1.10 Meétodos para evaluar la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de un compuesto puede evaluarse in vitro por
medio de experimentos sencillos que examinan directamente dicha habilidad y
gue a la vez evaltuan el posible efecto prooxidante sobre diferentes moléculas.
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Figura 7. Poder reductor de los extractos acuosos del té de tila (Tilia argentea),
salvia griega (Salvia triloba L.) y algunos tés negros comerciales de Turquia

(Camelia sinensis)

Estos métodos deben ser rapidos, reproducibles y requerir cantidades
pequefias de los compuestos quimicos por analizar, ademas de no estar
influenciados por las propiedades fisicas de dichos compuestos (Marco, 1968).
Los resultados de los ensayos in vitro pueden usarse como un indicador directo
de la actividad antioxidante in vivo; un compuesto que es poco efectivo in vitro,
no serd mejor in vivo (Aruoma et al., 1997). Estos ensayos también pueden
alertar sobre posibles efectos dafiinos de los compuestos quimicos. La mayoria
de los métodos para determinar actividad antioxidante consisten en acelerar la
oxidacién en un sistema lipidico, usualmente por calentamiento, y monitoreando
a continuacién el consumo de oxigeno, la pérdida de sustrato o bien la
formacion de producto. Debido a que muchos factores pueden afectar la
oxidacion, incluyendo la temperatura, la presion de oxigeno y catalizadores
metalicos, los resultados pueden variar dependiendo de las condiciones de

oxidacion empleadas. Los ensayos que miden sustratos o productos, también
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pueden dar resultados variables dependiendo de su especificidad (Fukumoto y
Mazza, 2000).

Los siguientes son ejemplos de los modelos in vitro mas frecuentemente
usados para la evaluacién de la actividad antioxidante total.

a) Método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) (Brand-Williams et
al.; 1995). Limitado por su reproducibilidad interensayos.

b) Ensayo FRAP, (Del inglés ferric-reducing antioxidant power), (Benzie y
Strain, 1996). Mide la capacidad de reduccion.

c) Método ORAC, (Del inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Cao
et al.,, 1997). Cada antioxidante analizado presenta comportamientos
muy dispares.

d) Método del 6-sulfonato-3-etilbenzotiazolina (ABTS) (Re et al., 1999). La
capacidad de captura de radicales libres en este método no es un reflejo
de su verdadera actividad antioxidante.

e) Método del N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) (Fogliano et al., 1999).
Método con reproducibilidad interensayo alta, utili para medios no

lipidicos.

A continuacion se describen los métodos utilizados en el presente

trabajo:

1.10.1  Analisis del poder reductor férrico/antioxidante (FRAP). El
analisis de FRAP fue introducido por Benzie y Strain (Benzie y Strain, 1996;
Pulido-Bravo y Saura-Calixto, 2000) para medir la actividad antioxidante total y
se basa en la capacidad de los polifenoles para reducir Fe** a Fe?'. Este
método fue modificado recientemente para su uso en microplacas de 96-pozos
(Tsao y Deng, 2004), dando una reproducibilidad mejor y un rendimiento de
procesamiento mas alto de muestras. El analisis se basa en el poder reductor
de un antioxidante que reduce el ion férrico (Fe®*) al ion ferroso (Fe?"):;

formando un complejo azul. Una absorcion alta a una longitud de onda de 700
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nm indica un poder de reduccién alto del fitoquimico, es decir una actividad
antioxidante alta (Roginsky y Lissi, 2005).

El valor de FRAP se ha usado para determinar la actividad antioxidante
de vinos rojos (Arnous et al., 2001). El trabajo de Schleisier et al., (2002) fue
disefiado para determinar la actividad antioxidante en jugos y extractos de té en
equivalentes de Fe®". El indice inicial absoluto de la reduccién de la
ferrilmetilmioglobina determinado por espectroscopia en la regién visible fue
sugerido para caracterizar la actividad antioxidante de flavonoides individuales
(Silva et al., 2002).

1.10.2 Método del DPPHe. Brand-Williams et al., (1995) evaluaron la
actividad de compuestos especificos o extractos usando el radical libre estable
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) en una solucibn metandlica. La reduccion
del DPPHe se monitorea por la disminucion en la absorbencia a una longitud de
onda caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPHe absorbe a 515 nmy
cuando sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcion desaparece. En
consecuencia, la desaparicion del DPPHe proporciona un indice para estimar la
capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. EI modelo que
explica la actividad de un compuesto como antirradical se ejemplifica con la

siguiente ecuacion:

DPPH. + (AH), —» DPPH—H + (A)j

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando
atomos de hidrégeno, dando como resultado radicales con estructuras
moleculares estables que detendran la reaccién en cadena, tal es el caso de los
fenoles. El nuevo radical formado (A®) puede interactuar con otro radical para
formar moléculas estables (DPPH-A, A-A). La reaccién entre el DPPHe y un
compuesto depende de la conformacion estructural del mismo, por lo que las

comparaciones cuantitativas no siempre son apropiadas.
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1.11 Cuantificacién de compuestos fendlicos

La cuantificacion e identificacion de los componentes fendlicos en la dieta
ha despertado un gran interés por su importancia nutricional, lo que ha hecho
gue cada dia sean mas los datos que se pueden encontrar en la bibliografia
cientifica sobre el perfil fendlico de los alimentos. Ademas, la gran diversidad de
compuestos fendlicos dispersos en los tejidos vegetales, asi como sus
diferentes estructuras quimicas, han traido consigo la necesidad de desarrollar
un gran numero de técnicas analiticas para su identificacion y cuantificacion
(Martinez-Valverde et al., 2000).

Dentro de las técnicas analiticas para la cuantificacion y/o identificacion
de compuestos fendlicos se encuentran las técnicas cromatograficas como son
la cromotografia de capa fina (TCL), la cromatografia de gases (CG) y la de
liquidos de alta resoluciéon (HPLC) (Escarpa y Gonzalez, 2001), y también se
encuentran las técnicas espectrofotométricas (Martinez-Valverde et al., 2000).

a) Técnicas espectrofotométricas. Los métodos espectrofotométricos no son
nuevos en el campo de la quimica analitica y hasta hoy en dia son usados
frecuentemente para la determinacion de polifenoles (Escarpa y Gonzalez,
2001). Entre este tipo de técnicas, los métodos usados comunmente para
determinar polifenoles en alimentos destacan el ensayo de la vainillina para la
determinacién de compuestos flavan-3-ol, dihidrochalconas y proantocianidinas
gue tienen una unién simple en la posicion 2,3 y poseen grupos hidroxilos en la
posicion meta del anillo B (Martinez-Valverde et al., 2000) y el ensayo de Folin-
Ciocalteu para la cuantificacién de polifenoles totales, esta técnica lleg6 a ser la
mas utilizada para determinar de manera cuantitativa a los polifenoles. Este
método consiste basicamente en generar cierto color a través de la adicion del
reactivo de Folin-Ciocalteu en un medio alcalino a una determinada muestra.
Swain y  Goldstein  (1964), revisaron diversos  métodos
espectrofométricos, y con base en esta revisibn recomendaron el ensayo de
Folin-Ciocalteu como el reactivo mas conveniente para la determinacion

espectrofotométrica de polifenoles totales (Escarpa y Gonzalez, 2001). Por esta
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razén, se decidié usarlo en la determinacién de fenoles en los extractos de H.

terebinthinaceus.

b) Ensayos ultravioleta. Se han realizado numerosos estudios para
desarrollar técnicas rapidas de cuantificacion de compuestos fendlicos mediante
ensayos ultravioletas. Cada grupo de compuestos fendlicos se caracteriza por
tener una o varias absorbencias maximas a distintas longitudes de onda dentro
del espectro ultravioleta. Asi, los fenoles simples tienen una absorbencia
maxima entre 220 y 280 nm, mientras que los compuestos fendlicos
relacionados presentan una amplia variacién en la longitud de onda a la cual
presentan una absorbencia maxima. Una de las técnicas mas empleadas dentro
de este grupo es la determinacion del &cido clorogénico, el cual se cuantifica
después de su extraccion con etanol y posterior lectura de la absorbencia
maxima a una longitud de onda de 325-328 nm (Martinez-Valverde et al., 2000).

c) Técnicas cromatograficas. Las técnicas cromatogréficas han permitido la
separacion, aislamiento, purificacion e identificacion de compuestos fendlicos,
asi como el estudio de la interaccion entre los polifenoles y otros componentes
de los alimentos. Hoy en dia, las técnicas de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) son las mas empleadas para la separaciéon y cuantificacion
de compuestos fendlicos. Existen distintos soportes y fases maviles que
permiten el analisis de antocianinas, procianidinas, flavonas y &cidos fendlicos.
Mediante el empleo de HPLC, se puede determinar un gran numero de
polifenoles de interés nutricional, como fenoles simples, acidos fendlicos y sus
derivados, y los distintos flavonoides; sin embargo, esta técnica requiere la
utilizacion de métodos de extraccion adecuados a cada uno de los compuestos
a analizar. Esto conduce a un tratamiento muy elaborado de las muestras
(Martinez-Valverde et al., 2000).

A continuacién se analizan los fundamentos de los métodos utilizados en

el presente trabajo para la determinacion de compuestos fendlicos.
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1.11.1 Técnica de Folin-Ciocalteu (FC). La determinacion de fenoles
totales no estd directamente relacionada con la medicibn de actividad
antioxidante, pero puede ser Util para tales estudios, en especial si se combinan
con métodos para medir actividad antioxidante.

Entre los métodos para la medicién de fenoles totales se encuentra el de
FC, uno de los métodos mas antiguos para determinar el contenido de fenoles
totales. Esta prueba consiste en mezclar tugstato y molibdato en un medio
altamente basico (Na,CO3 al 5-10 %, acuoso). Los polifenoles son facilmente
oxidables en medio basico quienes reaccionan con el molibdato formando 6xido
de molibdeno MoO, este compuesto puede ser identificado y cuantificado por
espectroscopia de uv/vis debido a que absorbe a una longitud de 750 nm. El
contenido de fenoles totales generalmente, se expresa en equivalentes de acido
galico. La prueba de FC es similar a la de ABTS ya que ambos métodos ayudan
a la determinacion de polifenoles y monofenoles. La ventaja del método de FC
sobre ABTS es que FC esta relacionado con la aparicion de una absorbencia
gue es consecuencia de la aparicion de color debido a la reaccion, no a una
disminucién de la absorbencia como ocurre con la prueba de ABTS. Otra de las
ventajas es que ésta prueba (FC) no requiere de una estandarizacién de las
condiciones del andlisis. Aunque, si bien el método de FC no esta relacionado
con la medicién de actividad antioxidante, parece ser uno de los mejores
métodos para estimar esta actividad antoxidante en alimentos, con la excepcion
de que la muestra no contenga una cantidad de proteinas significativa. En la
literatura se pueden encontrar diversos ejemplos de la aplicacion del método de
FC con respecto a productos alimenticios como es el caso del vino rojo y
blanco, tés y jugos (Roginsky y Lissi, 2005).

1.11.2 Determinaciéon de flavonoides. El compuesto 2-aminoetildifenil
borato reacciona en metanol con el grupo hidroxilo de los flavonoides en la
posicion 2’ del anillo B para formar el 2 -difenilborato del flavonoide

correspondiente, estos compuestos presentan una coloracién amarilla, (Figura
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8). La presencia de ese compuesto, se determina a partir de espectrofotometria
a una longitud de onda de 404 nm. La rutina pertenece al grupo de los
flavonoles y se usa rutinariamente como estandar en esta técnica. Cabe sefialar
que la determinacion de flavonoides se hace en un medio neutro (Robertson y
Hall, 1989).

2-aminoetildifenilborato rutina OH O Az (car

2'-difenilborato de rutina
Producto coloreado

Figura 8. Mecanismo de reaccidn de 2'-aminoetildifenilborato con la rutina

1.11.3 Determinacién de taninos. El método de la vainilina se usa
ampliamente para la cuantificacién de proantocianidinas (taninos condensados)
en frutas y granos. El ensayo de la vainillina es especifico para flavan-3-ol,
dihidrochalconas y proantocianinas, las cuales tienen un enlace simple en la
posicion 2,3 y poseen grupos hidroxilos en la posicibn meta del anillo B. La
catequina es un flavan-3-ol monomérico frecuentemente usado como un
estandar en el ensayo de la vainillina. EI metanol, disolvente usado para el
ensayo de la vainillina, puede afectar la cinética de reaccion de la catequina y
taninos con vainillina diferencialmente. El ensayo de la vainillina en metanol es
mas sensible para los taninos poliméricos que para los flavan-3-oles
monoméricos. Este ensayo es generalmente reconocido como un método (til

para la deteccion y cuantificacion de taninos condensados en plantas debido a
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su sensibilidad, especificidad y simplicidad. Sin embargo, debe ser considerada
la posibilidad de interferencias con dihidrochalconas y antocianinas. EI método
se puede usar para cuantificar taninos condensados en un intervalo de 5-500
Mg con precision y exactitud mayores a 1 pg cuando la concentracion 6ptima de
reactantes y disolventes son elegidos (Shahidi y Naczk, 1995).

Este método se basa en la condensacion de la vainillina con
proantocianinas en una solucion acidificada. La vainillina protonada, un
electrofilo débil, reacciona con el anillo del flavonoide en la posicion 6 u 8. El
producto de esta reaccion se deshidrata facilmente para dar un color rosa ligero
a un intenso rojo cereza (Figura 9). La estabilidad del color del aducto vainillina-
tanino puede incrementarse cuando la luz es excluida y la temperatura de
reaccion es controlada y entonces se obtienen resultados exactos y
reproducibles (Shahidi y Naczk, 1995).

MeQO

H MeO
HO—(E >—< tH »
o) HO

Vainillina

Radical vainillina

OH OH OH

Compuesto intermediario

Producto coloreado

Figura 9. Mecanismo de reaccién de vainillina con taninos
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2 METODOLOGIA

2.1 Equipos
Espectrofotometro UV/Vis, Lambda 35 Perkin Elmer; Espectrofotometro
de Elisa, Stat-Fax-2000, Awareness Technologies Inc., centrifuga, rotavapor y

sonicador.

2.2 Colecta de material vegetal

La colecta se realiz6 aleatoriamente de las plantas que crecen dentro del
area que ocupa la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca (UTM). Esta se hizo
cuando las semillas estaban maduras, lo cual ocurre entre los meses de enero y
febrero. Las semillas se secaron a temperatura ambiente, protegiendo el
material de la accion directa de la luz solar. Las semillas se almacenaron dentro
de bolsas de plastico, perfectamente cerradas con el fin de evitar la presencia

de microorganismos, tales como los hongos.

2.3 Preparacion de las semillas

La semilla se molié con un molino de tornillo.

2.4 Preparacion de los extractos

Se pesaron 37 g de semilla molida y seca, se llenaron los cartuchos para
el equipo Soxhlet con esta semilla pesada, se colocaron los cartuchos en el
equipo Soxhlet agregandoles 150 mL de hexano a cada uno de los cartuchos,
se dejo sifonear por un periodo de 5 horas para llevar a cabo la extraccion,
pasado este tiempo se recupera el disolvente por evaporacién rotatoria

obteniéndose el extracto seco.
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Por otra parte, los cartuchos que aun contienen las semillas se dejan
secar a temperatura ambiente resguardandolos de la luz y una vez secos, se
colocan nuevamente en el equipo y se le agregan 150 mL de éter etilico a cada
uno de los cartuchos, se deja sifonear nuevamente por un periodo de 5 horas y
pasado este tiempo el disolvente se evapora por medio de evaporacién rotatoria
y se obtiene el extracto seco de éter etilico. Nuevamente los cartuchos que
contienen a la semilla, se dejan secar a temperatura ambiente y se repite el
mismo procedimiento siguiendo el orden cloroformo, acetato de etilo, acetona y
finalmente metanol, de acuerdo a la polaridad del disolvente, ver Figura 11 en
apéndice A.

En el caso de los extractos de éter etilico y hexano se realizé un
desengrasado que consistié en agregar 20 mL de metanol tanto al extracto de
hexano como al de éter etilico, después se llevo a cabo un filtrado (filtro de No.
40) y por ultimo el disolvente se recuper6 por medio de evaporacion rotatoria,
ver Figura 11 en apéndice A.

La fraccién de metanol se hidrolizé con acido sulfarico al 1 % por 4 horas
y se hicieron extracciones con acetato de etilo y se llevé a sequedad.

2.5 Poder reductor de los extractos (FRAP)

2.5.1 Preparacion de las diluciones. Se pesé 1 mg de extracto seco y
se diluyé en 3 mL de etanol y después en 7 mL de agua destilada. Esta diluciéon
corresponde a 1000 ug de extracto seco o una concentracion de 100 ug/mL.

Se tomaron 3 mL de la dilucion anterior y se diluyé en 1 mL de agua
destilada. Esta dilucién corresponde a 300 pg o a una concentracion de 75
Mg/mL de extracto seco

Se tom6 1 mL de la dilucién de 1000 ug y se diluyé en 1 mL de agua
destilada. Esta dilucion corresponde a 50 pg/mL, y en extracto seco equivale a
haber pesado 100 ug de extracto seco por haber tomado una décima parte de

la solucién original.
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Se tom6 1 mL de la dilucién de 1000 ug y se diluyé en 3 mL de agua
destilada. La concentracion final es de 25 pg/mL, y en extracto seco equivale a
100 ug de extracto seco porque se toma la décima parte de la solucion original.

Se tom6 1 mL de la dilucién de 1000 ug y se diluyé en 9 mL de agua
destilada. Esta dilucion corresponde a 100 ug de extracto seco o 10 pg/mL.
Cada una de las diluciones se realizé por triplicado.

Al final, se tiene una serie de soluciones con concentraciones de 100, 75,
50, 25y 10 ug/mL, ver Figura 12 en apéndice B.

2.5.2 Método de poder reductor. A cada una de las diluciones se les
agrego6 2.5 mL de buffer de fosfatos de potasio (0.2 M, pH 6.6) y 2.5 mL de
KsFe(CN)g al 1% W/V en agua, después se incuba a 50 °C por 20 min. Una vez
pasado el tiempo de incubacién se le agreg6 2.5 mL de &cido tricloroacético, al
10% WI/V en agua y posteriormente se centrifugé a 3000 rpm por 10 min. De
esta solucion se tomaron 2.5 mL del sobrenadante y se mezclaron con 2.5 mL
de agua destilada. Posteriormente, se agregaron 0.5 mL de FeCl; al 1% y se
dejé reposar por 10 min, para finalmente medir la absorbencia a 700 nm en un
espectrofotometro de UV/Vis, ver Figura 13 en apéndice B.

2.6 Actividad antioxidante de los extractos (DPPHe)

2.6.1 Preparacién de las diluciones. Se pesaron los viales de cada una de
las muestras y se diluyeron en 1 mL de DMSO para obtener soluciones stock de
las cuales se tomaron 100 pL y se diluyeron en 900 yL para obtener la primera
dilucion. De esta dilucién se tomaron 100 uL y se diluyeron en 900 uL para
obtener la segunda dilucion y asi sucesivamente ver figura 14 en apéndice B.

2.6.2 Solucion de DPPHe. Se pesaron 1.23 mg de DPPHe en un matraz
aforado previamente tarado y se disolvieron en 25 mL de DMSO para obtener
una solucion 125 pM, la cual se puso en agitaciébn en un sonicador. Se
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recomienda cubrir de aluminio el vaso o recipiente que contenga la solucién,

para proteccion contra la luz.

2.6.3 Método de DPPHe. En una placa de 96 pozos, se afadieron 20 uL de
extracto y 0.2 mL del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe, 125 uM). Se
agregaron 0.02 mL de BHT (100 uM) como estandar y como absorbencia
control 0.02 mL de DMSO y a cada una se le afiaden 0.2 mL de 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPHe, 125 uM). Las muestras y los estdndares se preparan por
triplicado. La placa se mantiene cubierta y en la oscuridad a temperatura
ambiente por 30 minutos y pasado este tiempo, se lee en un espectrofotémetro
de ELISA a 545 nm, ver Figura 15 en apéndice B.

2.6.4 Calculo de la actividad antirradical. La actividad antirradical (AAR)
se calcul6 como porcentaje de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH?e), usando la ecuacion siguiente:

% AAR = (Acontrol - Amuestra )I(OO )

ontrol

Donde:

AAR = actividad antirradical

A muestra = absorbencia de la muestra a 545 nm

A control = absorbencia del control (ausencia del antioxidante)

2.7 Andlisis estadistico de los resultados

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existia
diferencia significativa, en el poder reductor y actividad antirradical, entre los
diferentes extractos organicos de semilla de H. terebinthinaceus. El estudio se

realizé sobre los datos obtenidos a las concentraciones mas altas.
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2.8 Estudio fitoquimico

2.8.1 Determinacién de fenoles totales. Se preparé una solucién stock de
1 mg/mL de acido galico. Se prepararon las siguientes diluciones para obtener
la curva de calibracion ver Apéndice C.

A 20 ulL del extracto o estandar correspondiente, por triplicado, se le
agregaron 1.5 mL de agua destilada, 100 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu,
después de 5 minutos se agregaron 300 uL de solucién de carbonato de sodio
al 20 %, se dej6 reposar por 2 h a temperatura ambiente o 30 min a 40°C.
Posteriormente se midi6 la absorbencia a 765 nm. La concentracion de fenoles
se calcula con base en la curva de calibracion y se expres6 como mg

equivalentes de &cido galico/mL, Tabla 1.

Tabla 1. Diluciones para preparar la curva de calibracion de fenoles totales

Concentracion Solucién stock Agua destilada

mg/mL (bL) (bL)
0.00 0 1000
0.05 50 950
0.10 100 900
0.15 150 850
0.20 200 800
0.25 250 750
0.30 300 700
0.40 400 600
0.45 450 550
0.50 500 500

2.8.2 Determinacién de flavonoides. Se prepar6 una soluciéon stock de 0.1
mg/mL de rutina. Posteriormente se prepararon las diluciones para la curva de
calibracién, Tabla 2 ver Apéndice C.

A 100 uL del extracto o estandar correspondiente, por triplicado, se le

agregaron 1 mL de CH3OH y 50 pL de 2-aminoetil difenilborato al 1%, se dejo
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reposar a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente se midi6 la
absorbencia a 404 nm. La concentracién se calculé con base en la curva de

calibracion y se expresa como mg equivalentes de rutina/mL.

Tabla 2. Diluciones para preparar la curva de calibraciéon de flavonoides

Concentracién Solucién stock Metanol

mg/mL (bL) (bL)
0.00 0 1000
0.10 100 900
0.20 200 800
0.30 300 700
0.40 400 600
0.50 500 500
0.60 600 400
0.70 700 300
0.80 800 200
0.90 900 100
1.00 1000 0

2.8.3 Determinacién de taninos condensados. Se prepard una solucion
stock de 0.2 mg/mL de (+)-catequina en metanol. Posteriormente se prepararon
las diluciones para la curva de calibracion, Tabla 3 ver Apéndice C.

A 100 uL del extracto o estandar correspondiente, por triplicado, se le
agregaron 1 mL de reactivo de vainillina en CH30OH (1 volumen de reactivo de
vainillina al 1% con 1 volumen de HCI al 10% en CH3OH), se dej6 reposar por
30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se midié la absorbencia a
500 nm. La concentracién se calculé con base en la curva de calibracién y se

expresé como mg equivalentes de (+)-catequina/mL.
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Tabla 3. Diluciones para preparar la curva de calibracion de taninos

Concentracién Solucién stock Metanol

mg/mL (bL) (bL)
0.00 0 1000
0.01 100 900
0.02 200 800
0.03 300 700
0.04 400 600
0.05 500 500
0.06 600 400
0.07 700 300
0.08 800 200
0.09 900 100
0.10 1000 0
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3 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Rendimiento de los extractos

En la Tabla 4 podemos observar que el rendimiento mas alto se obtuvo
del extracto de hexano ya que se obtuvieron 0.6530 g de peso seco,
equivalentes al 1.8 %, a partir de 37 g de semilla, en segundo orden esta el
extracto de éter etilico con 0.2558 g (0.69 %), después el extracto de acetato de
etilo con 0.1967 g, en orden descendente sigue el extracto de metanol con
0.1812 g de extracto seco, y al final con un valor similar cloroformo y acetona.
Estos resultados sugieren una mayor proporcion de compuestos no polares en

las semillas de H. terebinthinaceus.

Tabla 4. Rendimiento de los extractos de semilla del H. terebinthinaceus

Extracto Peso de extracto (g) Rendimiento (%)
Hexano 0.6530 1.8
Eter etilico 0.2558 0.69
Cloroformo 0.1699 0.46
Acetato de etilo 0.1967 0.53
Acetona 0.1600 0.40
Metanol 0.1812 0.49

3.2 Poder reductor (FRAP)

De acuerdo a los resultados de la prueba FRAP realizada a los extractos
organicos de H. terebinthinaceus, descritos en la Figura 10, podemos
establecer que los extractos mas activos son el de metanol y acetato de etilo.
Como era de esperarse, el extracto menos activo fue el de hexano. Esto,
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posiblemente se puede atribuir, entre otras cosas, a que el método implica la
determinacién del poder reductor del extracto bajo condiciones hidrofilicas.
Consecuentemente, se presentd una solubilizacion limitada de los metabolitos
presentes en los extractos menos polares.

Del analisis estadistico, se desprende que si existe una diferencia
significativa de poder reductor entre todos los extractos.

Los extractos de metanol y acetato de etilo son idéneos para realizar una
separacién y caracterizacion espectroscépica de metabolitos secundarios,
debido a que tienen los compuestos que le confieren el mayor poder reductor a

las semillas de H. terebinthinaceus.
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Figura 10. Poder reductor de extractos de semilla de H. terebinthinaceus

Los extractos organicos polares de H. terebinthinaceus, al presentar

poder reductor, consecuentemente tienen la capacidad de donar electrones al
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Fe®* para convertirlo en Fe?'. Esto conlleva, finalmente a decir que dichos
extractos tiene actividad antioxidante.

Al hacer un andlisis comparativo de los datos obtenidos para H.
terebinthinaceus con datos reportados en la literatura, tal como el descrito por
Yildirim et al. (2000). Encontramos que para el extracto acuoso de Tilia
argentea, a una concentraciéon de 50-500 ug se tienen absorbencias de 0.1 a
0.4 aproximadamente a 700 nm. Esto nos indica que los extractos organicos
polares (de acetato de etilo y metanol) de H. terebinthinaceus a
concentraciones menores, de 10-100 ug, tienen una absorbencia mayor que los
extractos acuosos de T. argentea, por lo que se puede sugerir que los extractos
polares derivados de H. terebinthinaceus tienen un poder reductor mayor que el
extracto acuoso de Tilia argentea (té de tila).

Se debe de considerar que en el caso del té de tila se trata de una
muestra liofilizada a partir del extracto acuoso, mientras que en el caso del H.
terebinthinaceus son extractos que concentran a los principios activos,
mediante una lixiviacion de la materia prima con disolventes organicos con
polaridad ascendente.

Cabe seialar que se realizaron estudios preliminares donde se
involucraron muestras con concentraciones de extractos superiores a los 100
Mg/mL (valores hasta de 500 ug/mL), sin encontrarse cambios importantes en el
poder reductor de las mismas.

3.3 Actividad antirradical (DPPH®)

Los extractos estudiados, tanto los polares como los no polares, Tabla 5,
tienen actividad antioxidante. En este ensayo se analizé el efecto inhibidor, de
radicales, por los extractos y se puede observar que los extractos polares
(metanol y acetato de etilo) nuevamente muestran una actividad mayor para
atrapar al radical libre DPPH®. Dicha actividad, va disminuyendo de acuerdo a la
polaridad.
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En esta prueba se toma en cuenta el ICsy, es decir, el indice de
concentracion necesario para decolorar en un 50% la concentracién inicial de
DPPH?®, con el fin de tener un parametro de referencia entre los extractos. En
esta prueba hay una concentracién constante de DPPH® por lo cual aunque se
incremente la concentracion del extracto habra un limite de decoloracién. Al
realizar el analisis estadistico se observo que existe diferencia significativa entre
la mayoria de los extractos, excepto entre los extractos de metanol y acetato de
etilo.

Por otro lado, la presencia de color en los extractos debido a la oxidacién
de metabolitos secundarios, provoca interferencias al momento de llevar a cabo
la lectura del DPPH?®, esto puede conducir a una disminuciéon aparente de la
actividad antirradical de los extractos.

Con respecto al BHT, se utiliz6 como estandar por ser uno de los
mejores antioxidantes. En la Tabla 5, podemos observar que a una
concentracion de 0.26 mg de BHT/mL DMSO tiene una actividad antirradical del
50 %.

Tabla 5. Actividad antirradical de los extractos de la semilla del H.

terebinthinaceus

Concentracidon de extracto

Extracto %AAR* (xo)" (mg/mL)
Hexano 25.63 +£0.29 65.3
Eter etilico 27.54 +0.56 25.58
Cloroformo 36.86 £ 0.59 16.99
Acetato de etilo 51.38 £0.33 19.67
Acetona 49.19 + 0.88 13.08
Metanol 52.67 £0.71 18.12
BHT 50.00 £ 0.90 0.26

*porcentaje de actividad antirradical
" desviacién estandar
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Los extractos de metanol, acetato de etilo y cloroformo presentan la
misma tendencia en poder reductor y actividad antirradical, adicionalmente los
dos primeros, en ambas pruebas, tienen la mayor actividad. Por otra parte, los
extractos de acetona y éter etilico manifiestan un comportamiento irregular.
Esto se puede atribuir a que los extractos de metanol, acetato de etilo y
cloroformo transfieren electrones e hidrogenos con relativa facilidad. Sin
embargo, el extracto de acetona transfiere con mayor facilidad hidrégenos que
electrones, para el extracto de éter etilico sucede todo lo contrario.

No se encontraron reportes en la literatura, de estudios de plantas
pertenecientes a la familia Tiliaceae donde se haya utilizado el método del
DPPH?® para determinar su actividad antioxidante.

3.4 Determinacién de compuestos fendlicos

En la Tabla 6 podemos observar que, como era de esperarse de acuerdo
a los resultados obtenidos para la actividad antioxidante y poder reductor, los
extractos mas polares presentan una cantidad mayor de fenoles totales ya que
estos compuestos debido a su estructura tienen un grado alto de polaridad.

Tabla 6. Contenido de fenoles totales en extractos de semilla de H.

terebinthinaceus

Extracto mqg /mL mg/g extracto* mg/100g semilla*
Hexano 1.96 3.00 8.10

Eter etilico 9.33 36.49 98.63
Cloroformo 7.55 44.44 120.12
Acetato de etilo 21.95 111.59 301.60
Acetona 20.62 128.87 348.36
Metanol 11.81 65.18 176.21
Total 73.22 389.57 1053.02

* mg equivalentes de acido gélico por g de extracto o por 100 g de semilla respectivamente.
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Scogings et al. (2004) determinaron fenoles totales en Grewia
occidentales (tiliaceae) por el método de azul de prusia (Price and Butler; 1977)
utilizando como estandar al acido galico. La cantidad de fenoles totales
obtenida para el extracto acuoso de esta planta fue de 5000 mg/100 g de hoja.
Al comparar a esta cantidad con el valor obtenido de la suma total de los
fenoles presentes en los extractos de H. terebinthinaceus, 1053.02 mg/100 g de
semilla, se aprecia que G. occidentales tiene aproximadamente 5 veces la
cantidad de fenoles totales presentes en H. terebinthinaceus. Esto puede
atribuirse a que el estudio de G. occidentales se realiz6 con el extracto acuoso,
mientras que para H. terebinthinaceus se usaron los extractos organicos. Es
importante mencionar que los extractos acuosos pueden contener una
concentracion mayor de taninos que los extractos organicos y esto se puede
reflejar en la medicién de fenoles totales.

Adicionalmente, Caramori et al. (2004), determinaron fenoles totales,
usando el mismo método, presentes en el extracto acuoso de Apeiba tibourbou
(Tiliaceae) llamada comunmente Pau jangada, obteniendo 22.7 mg/100 g de
hoja lo que nos indica que esta planta tiene una concentracion de fenoles baja
respecto al H. terebinthinaceus.

Con base en la cantidad de fenoles totales, se sugiere que H.
terebinthinaceus tiene una mayor actividad antioxidante que Apeiba tibourbou,
pero no que Grewia occidentales.

3.4.1 Determinacién de flavonoides. En la Tabla 7, podemos apreciar
gue los extractos mas polares (metanol, acetato de etilo y acetona) son los que
contienen una cantidad mayor de flavonoides, con respecto a los menos polares
(cloroformo, éter etilico y hexano).

Resulta importante destacar que en el caso de las fracciones de éter
etilico y hexano a pesar de ser disolventes no polares estan presentes los

flavonoides. Cabe recordar que los flavonoides son compuestos quimicos
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polares y que generalmente estan presentes en los extractos de metanol,

acetona y acetato de etilo.

Tabla 7. Contenido de flavonoides en extractos de semilla de H. terebinthinaceus

Extracto mg/mL mg/g extracto* mg/100g semilla*
Hexano 0.25 0.38 1.04

Eter etilico 1.71 6.68 16.79
Cloroformo 1.22 7.16 21.47
Acetato de etilo 3.34 16.96 41.60
Acetona 2.70 20.66 59.25
Metanol 4.30 23.73 59.93

Total 200.08

* mg equivalentes de rutina por g de extracto o por 100 g de semilla respectivamente.

Estos resultados confirman que de los fenoles totales encontrados en el
extracto de metanol, Tabla 6, el 36.41 % son flavonoides (4.30 mg de
flavonoides/11.81 mg de fenoles totales), mientras que en el extracto de acetato
de etilo, los flavonoides representan el 15.22 % (3.34 mg de flavonoides/21.95
mg de fenoles totales) indicando que hay una proporcion mayor de flavonoides
en el extracto de metanol que en el extracto de acetato de etilo.

Toker -a- et al. (2004), reportaron que el contenido de flavonoides en Tilia
argentea, es de 610, 980 y 730 mg/100 g de extracto acuoso de flores, ramas 'y
hojas respectivamente. Al comparar estos valores con el valor obtenido para H.
terebinthinaceus se puede apreciar que la T. argentea tiene entre 3 y 4 veces
mas flavonoides. Sin embargo, al comparar el poder reductor de estas plantas
(Yildirim et al., 2000) se encontr6 que los extractos organicos polares de H.
terebinthinaceus presentan mayor poder reductor con respecto al extracto
acuoso de las flores de T. argentea. Este resultado, aparentemente
contradictorio puede atribuirse a que los extractos de H. terebinthinaceus
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contienen flavonoides con mayor poder reductor que los presentes en T.

argentea.

3.4.2 Determinacién de taninos condensados. En la Tabla 8
podemos notar que, como es de esperarse, los extractos menos polares
(hexano y éter etilico) presentan menor cantidad de taninos con respecto a los
mas polares (metanol, acetona, acetato de etilo y cloroformo). Es importante
resaltar que en el caso de los extractos de hexano y éter etilico a pesar de ser
no polares, contienen taninos; tomando en consideracién que estos compuestos

son hidrofilicos.

Tabla 8 Contenido de taninos condensados en extractos de semillas de H

terebinthinaceus

Extracto mg/mL mg/g extracto* mg/100g semilla*
Hexano 0.11 0.17 0.46
Eter etilico 0.22 0.88 2.37
Cloroformo 1.01 5.94 16.07
Acetato de etilo 0.47 237 6.43
Acetona 0.54 4.10 11.08
Metanol 0.73 4.03 10.88
Total 47.29

* mg equivalentes de (+)-catequina por g de extracto o por 100 g de semilla respectivamente

Estos resultados ratifican que de los fenoles totales encontrados en el
extracto de metanol, tabla 6, el 6.2 % son taninos (0.73 mg de taninos/11.81 mg
de fenoles totales), mientras que en los extractos de acetato de etilo y acetona,
representan solamente el 2.1 % (0.47 mg de taninos/21.95 mg de fenoles
totales) y el 2.6 % (0.47 mg de taninos/21.95 mg de fenoles totales)
respectivamente. Con respecto al extracto de cloroformo, se observé que existe
la mayor cantidad de taninos. Estos representan el 13.4 % de los fenoles totales
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(1.01 mg de taninos/7.55 mg de fenoles totales), valor equiparable al obtenido
para flavonoides, 16 % de flavonoides (1.22 mg de flavonoides/7.55 mg de
fenoles totales), Tabla 7.

Es importante resaltar que el extracto de cloroformo al presentar una
cantidad de taninos importante, podria ser el factor determinante de la actividad
antioxidante baja de ese extracto (% AAR= 36.86 = 0.59), Tabla 5.

Scogings et al. (2004), determinaron taninos condensados en hojas de
Grewia occidentales (tiliaceae) por el ensayo de proantocianidina-acido-butanol
(Porter et al., 1986), utilizando como estandar a taninos de sorgo. La cantidad
de taninos condensados obtenida para el extracto acuoso de esta planta fue de
3000 mg/100 g de hoja (30 mg/g). Al comparar a esta cantidad con el total de
taninos, 47.29 mg de taninos/100g de semilla, en H. terebinthinaceus, podemos
apreciar que Grewia occidentales tiene una mayor cantidad de taninos
condensados. La diferencia tan grande se debe a que en el caso de Grewia

occidentales se us6 el extracto acuoso.

Bajpai et al., (2005); compararon el contenido de fenoles totales de hojas
con el de semillas de cinco especies de plantas. En ese estudio se observé que
hay una diferencia importante en la concentracion de fenoles. Las plantas
presentaron de manera sistematica una cantidad mayor de fenoles en las hojas
gue en las semillas. En este mismo estudio midieron el poder reductor y el 1Csg
de actividad antirradical frente a DPPH encontrando de manera general que las
hojas de esas plantas tienen menor actividad antioxidante que las semillas. Lo
anterior sugiere una relacion directa entre los fenoles totales y la actividad
antioxidante.

Adicionalmente, podemos suponer que las hojas de H. terebinthinaceus
tienen una concentracion mayor de fenoles totales que las semillas y

consecuentemente una mayor actividad antioxidante.

Por otra parte, en la literatura existen varios estudios donde sefalan que

regularmente los extractos organicos polares tienen de 3 a 4 veces mas fenoles
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totales que los extractos acuosos (Moreno et al., 2006; Canadanovic-Brunet et
al., 2006). Esto quiere decir que el extracto acuoso, generalmente tendra una

menor actividad antioxidante que los extractos organicos polares.
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4 CONCLUSIONES

Derivado del presente estudio se logro establecer:

Una metodologia para la obtencion de extractos organicos a partir de las
semillas de Heliocarpus terebinthinaceus, obteniendo las fracciones organicas
de hexano, éter etilico, cloroformo, acetato de etilo, acetona y metanol.

La actividad antirradical y poder reductor de cada uno de los extractos de
las semillas de Heliocarpus terebinthinaceus como parametro para establecer la
actividad antioxidante. Los extractos con actividad antioxidante mayor fueron los
de acetato de etilo y metanol.

La cantidad de fenoles totales, flavonoides y taninos tienen una relacion
directa con el poder reductor y actividad antirradical de los extractos.
Consecuentemente, se puede establecer que la actividad antioxidante de los
extractos organicos de Heliocarpus terebinthinaceus se debe a los compuestos
fendlicos. Particularmente, esto se refleja en los extractos de metanol y acetato
de etilo, los cuales presentan el porcentaje mas alto de fenoles. Cabe resaltar
gue los flavonoides son los compuestos fendlicos mas abundantes en esos
extractos. Por lo tanto, se concluye que las semillas de Heliocarpus
terebinthinaceus tienen actividad antioxidante derivada principalmente de los
flavonoides.

39



5 PERSPECTIVAS

Aislar y caracterizar metabolitos secundarios a partir de los extractos de
semillas de Heliocarpus terebinthinaceus.

Determinar la actividad antioxidante del extracto acuoso de semillas y
otras partes aéreas de Heliocarpus terebinthinaceus.

Implementar nuevas metodologias para la medicion de la actividad

antioxidante como son el ABTS y ORAC.

Mejorar el sistema de extraccion para disminuir los tiempos de extraccion
y asi atenuar la degradacion de los antioxidantes. Esto se podria lograr con el

uso de un sistema de extraccion por microondas.
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APENDICE A

Pesar 37 g de semilla molida y seca

v

Rellenar cartuchos

!

Montar equipo Soxhlet [¢

v

Agregar 150 mL del disolvente correspondiente a cada
uno de los cartuchos

v

Sifonear por 5 h Secar cartucho a
temperatura
> ambiente
\ 4

Recuperar disolvente en el rotavapor

v

Extracto seco

Extracto seco ﬁ
de hexano Recuperar
Agregar 20 y| Filtrar > disolvente
mL de MeOH ¢
Extracto seco
de éter 4f Extracto seco
desengrasado

Figura 11. Preparacion de los extractos
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APENDICE B

Pesar 0.001 g
de extracto
seco

—>

Diluir en 3 mL de alcohol
etilico y 7 mL de agua
destilada (dilucién A, 100
Mg/mL)

3 mL de la dilucién A se
mezclan con 1 mL de
H,O destilada (75 pg/mL)

1 mL de la dilucion A se
mezclan con 1 mL de
H,O destilada (50 pg/mL)

1 mL de la dilucion A se
mezclan con 3 mL de
H,O destilada (25 pg/mL)

1 mL de la dilucion A se
mezclan con 9 mL de
H,O destilada (10 pg/mL)

Figura 12. Preparacion de las diluciones
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Diluciéon A

h

Agregar 2.5 mL de solucién Buffer de fosfatos
(0.2 M, pH 6.6)

'

Agregar 2.5 mL de K3 Fe(CN)g al 1%

'

Incubar a 50 °C por 20 min

!

Aplicar con el resto de
las diluciones

A

Agregar 2.5 mL de CI;,CCOOH al 10%

!

Centrifugar a 3000 rpm por 10 min

!

agua destilada

Mezclar 2.5 mL del sobrenadante con 2.5 mL de

h 4
Agregar 0.5 mL de FeCls (1%)

v
Reposar por 10 min

'

Leer absorbencia a 700 nm

Figura 13. Esquema para la medicion de poder reductor
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) 100 uL de la dilucién
Pesar viales || AdregaracadaviallmL | | A se mezclan con 900

de DMSO (dilucién A) uL de DMSO

Figura 14. Preparacion de diluciones para el método de DPPHe

> Afiadir 20 uL de
extracto
Placa de 96 pozos || Afadir 20 uL de Anadir 0.2 mL de
BHT, 100 uM DPPHe, 125 uM

p| Afadir 20 uL de
DMSO

v

Preparar por
triplicado

v

Cubrir placa,
por 30 min

v

Leer en un espectrofotometro
de Elisa a 545 nm.

Figura 15. Esquema del método de DPPHe
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APENDICE C

©
g
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|

Absgybensia (765 niy)
D
|

N
|

0.0 0.1 0.2 03 0.4 05
Acido gélico (mg/mL)

Figura 16. Curva de calibracién de fenoles totales

Y = 1.3051X + 0.0183
R?=0.9959

o0 =0.01699
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Figura 17. Curva de calibracién para flavonoides

Y =0.31953 X + 0.0083

R? = 0.9994

o = 0.00332
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Figura 18. Curva de calibracién para taninos

Y = 0.3739X + 0.00048
R? = 0.98526

o =0.0041
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