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RESUMEN

Ipomoea murucoides (casahuate), pertenece a un género que se caracteriza por
contener sustancias con propiedades tales como antimicrobianas, antifingicas,
herbicidas, asi como actividad sobre el sistema nervioso central. Estas
propiedades estan asociadas con alcaloides y compuestos fendlicos. Por lo
anterior, en esta investigacion se cuantificaron alcaloides, fenoles y flavonoides
totales por métodos espectrofotométricos de extractos metandlicos de las hojas de
I. murucoides. También se cuantificaron el poder antioxidante como reduccion
férrica (FRAP, Ferric Reducing Antioxidant Power), la actividad antirradicalar
(ECsp) Y la eficiencia antirradicalar (AE, Antiradical efficiency) empleando el radical
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH¢) de dichos extractos metandlicos. La cantidad
encontrada de alcaloides totales fue de 28.90 + 1.10 umoles ECCN/100 g ms,
mientras que fenoles totales 100.20 + 2.64 mg GAE/100 g ms y de flavonoides
totales de 45.15 + 2.25 mg CE/100 g ms. La actividad antioxidante por el ensayo
FRAP fue de 92.00 £+ 4.31 pg/mL TE/100 g ms, ECso de 3 296.59 + 61.20 pg/mL
mSs, Tecso 51 minutos y AE 1.19 e’ kg DPPH</g ms-min.

Vi
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1. INTRODUCCION

En México el género Ipomoea comprende especies diversas que se han usado
durante afios en la medicina tradicional. De acuerdo con Diaz-Pontones (2009),
estas plantas poseen una cantidad grande de componentes denominados
metabolitos secundarios que potencialmente pueden utilizarse como principios

activos de medicamentos.

El género Ipomoea comprende especies que se caracterizan fitoquimicamente por
la existencia de diferentes alcaloides tipo ergolina (Jenett-Siems et al., 2003). Las
semillas de I. violacea contienen isoergina, chanoclavina y elimoclavina, todos
estos alcaloides son derivados del acido lisérgico y estan presentes ampliamente
en el género Ipomoea y cerca de 50 especies se usan con propositos medicinales.

En I. batatas se han evaluado algunas propiedades bioactivas y funcionales como
su actividad antioxidante, contenido de antocianinas y fenoles asi como su efecto
antimicrobiano (Lobaina-Rodriguez et al., 2007). En el caso de I. reniformis,
utilizada en la India frecuentemente, los estudios realizados muestran la presencia
de resinas, glicésidos, azlcares reductores y almidones. Segun Mehul et al.
(2010), las investigaciones quimicas detectaron ésteres de &cidos cafeicos y

ferdlicos en sus semillas.

En el caso de Ipomoea murucoides, se sabe que los cocimientos de sus hojas,
tallos, flores y cortezas se emplean en el tratamiento de dolor e inflamacién por

golpes y reumas, o en picaduras de algunos insectos (Argueta & Gallardo, 1994).




Basados en el hecho de que el género Ipomoea se caracteriza por tener
metabolitos secundarios con propiedades bioldgicas importantes, en este estudio
se cuantificaron de los extractos metandlicos de hojas de Ipomoea murucoides,
alcaloides, fenoles y flavonoides totales. También se evaluo el poder antioxidante
para reducir iones Fe*" a Fe?*, la actividad antirradicalar frente al radical DPPHe y
la eficiencia antirradicalar. De esta manera, se puede determinar si las hojas de la
planta objeto de estudio, poseen el suficiente potencial para ser consideradas

como una fuente importante de compuestos bioactivos.

En una primera etapa de esta investigacion, se realizo la remocion de clorofilas del
extracto metandlico de las hojas de Ipomoea murucoides, para evitar
interferencias en la cuantificacion espectrofotométrica de alcaloides, fenoles y
flavonoides totales. La cuantificacion de los metabolitos secundarios en el extracto
metandlico se realizé6 por métodos espectrofotométricos. El contenido de
alcaloides totales se determind formando un complejo colorido con verde de
bromocresol (Shamsa et al., 2008). Para cuantificar fenoles totales se empleé el
reactivo de Folin-Ciocalteau, cuyas sales de molibdato y tungstato sédico en
presencia de compuestos fenodlicos se reducen formando un complejo
fosfomolibdico-fosfotingstico de color azul. En relaciébn a la cuantificacion de
flavonoides totales, se realiz6 empleando cloruro de aluminio el cual forma un
complejo de color rosa con los flavonoides en medio basico. Todos estos
complejos coloridos se miden espectrofotométricamente para cuantificar los

metabolitos de interés.

Con la finalidad de evaluar el potencial antioxidante del extracto metandlico de las
hojas de Ipomoea murucoides, en una segunda etapa de este trabajo se evalud su
poder antioxidante in vitro por dos métodos. Uno de estos métodos implica la
transferencia de electrones por parte del compuesto o extracto con potencial
antioxidante. Esta evaluacion se realiz6 por la transferencia de un electron del
extracto para reducir el ion férrico (Fe®*") a ion ferroso (Fe?") y la consecuente

formacion de un complejo con la 2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ). Por otra




parte, para evaluar la capacidad reductora del extracto mediante el mecanismo de
transferencia de radicales hidrogeno, se cuantific la actividad antirradicalar frente
al radical DPPHes.

El ensayo FRAP y el radical DPPHe fueron empleados por ser métodos
reproducibles, rapidos y porque son de los mas comunes en diferentes
investigaciones. Por ultimo, se calculo la eficiencia antirradicalar a partir de los

valores obtenidos para ECso Y Tecso.

1.1 Hipotesis
Los extractos metandlicos de las hojas de Ipomoea murucoides son una fuente de
compuestos bioactivos, tales como alcaloides y fenoles, con actividad

antioxidante.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general
Cuantificar alcaloides, fenoles y flavonoides totales, FRAP, actividad antirradicalar
frente al radical DPPHe y eficiencia antirradicalar, en los extractos metandlicos de
hojas de Ipomoea murucoides (casahuate), por métodos espectrofotométricos.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Obtener los extractos metandlicos a partir de hojas de |. murucoides
usando la técnica de ultrasonido.
Remover las clorofilas presentes en el material vegetal.

3. Cuantificar alcaloides totales empleando verde de bromocresol
(Shamsa et al., 2008).

4. Cuantificar fenoles totales utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Julian-Loaeza et al., 2011).

5. Cuantificar el contenido de flavonoides totales empleando tricloruro de
aluminio (Julidn-Loaeza et al., 2011).

6. Cuantificar el poder antioxidante como reduccion férrica, para reducir




Fe** a Fe?* utilizando el reactivo FRAP (Ghasemzadeh et al., 2012).

7. Evaluar la actividad antirradicalar frente al radical DPPHe (Gramza et
al., 2005).

8. Calcular la eficiencia antirradicalar a partir de los valores obtenidos de
ECso Y Tecso (Gramza et al., 2005).

1.3 Importancia del estudio

En la literatura se describe que el género Ipomoea se caracteriza por sus
metabolitos secundarios entre los que se destacan alcaloides y compuestos
fendlicos. Asi mismo, se ha reportado para este género una actividad antioxidante
de importancia generada en gran parte por los compuestos fendlicos (Maurya &
Srivastava, 2009), (Konczak et al., 2004).

También se ha descrito que Ipomoea murucoides investigada mediante técnicas
cualitativas, posee compuestos fitoquimicos como saponinas, terpenos, alcaloides,
fenoles y flavonoides entre otros. Estos metabolitos secundarios estan distribuidos
en distintas partes de la planta y le confieren accion antimicrobiana e insecticida
(Lina-Garcia, 2006), (Thomas et al., 2004).

La importancia de este estudio radica en la cuantificacion de alcaloides, fenoles y
flavonoides asi como la evaluacién de su poder antioxidante. Con esto se logra
evaluar el potencial que poseen las hojas de esta planta como una fuente de

compuestos bioactivos.

1.4 Limitaciones del estudio

El estudio se limit6 a muestras de hojas de |. murucoides recolectadas en el
campus de la Universidad Tecnologica de la Mixteca a finales del mes de
noviembre de 2010, por ser la época del afio en que ocurre la defoliacion natural
de la planta. Los extractos metandlicos de las hojas de I. murucoides, se

obtuvieron mediante extraccion por ultrasonido.




La cuantificacion de alcaloides totales, fenoles totales y flavonoides totales se
realizé en los extractos metandlicos de hojas de Ipomoea murucoides. También se
evalub el poder antioxidante como reduccion férrica (FRAP), la actividad
antirradicalar frente al radical DPPHe y la eficiencia antirradicalar de los extractos

metandlicos de las hojas de Ipomoea murucoides.




2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

En la presente seccion se describen las caracteristicas taxonémicas de Ipomoea
murucoides. También se hace referencia a su bioactividad y se enlistan algunas
propiedades de los metabolitos secundarios del género Ipomoea, tales como los
alcaloides, fenoles simples y flavonoides. Finalmente se mencionan algunos
métodos para la cuantificacion de alcaloides, fenoles y flavonoides, asi como la
evaluacion del poder antioxidante como reductor férrico y la actividad

antirradicalar.

2.1 Generalidades de Ipomoea murucoides

La planta I. murucoides pertenece a la familia Convolvulaceae, Figura 1. El reporte
taxondmico en México de esta especie se obtuvo de plantas encontradas entre las
localidades de Tejupan-Coixtlahuaca, Oaxaca, latitud 17.683, longitud -97.433 y
altitud 2320, de acuerdo a los datos aportados por el Instituto de Biologia de la
UNAM, Figura 2.

Figura 1. Ipomoea murucoides.




Reino Plantae

Familia Convolvulaceae
Género I[pomoea
Epiteto especifico murucoides
Nombre cientifico Ipomoea murucoides Roem & Schult
Autor del nombre Roem & Schult

*Instituto de Biologia. “Ipomoea murucoides Roem & Schult—
BUNAM:MEXU: OAX408134".

Figura 2. Criterios taxondmicos de Ipomoea murucoides*.

El género Ipomoea comprende 650 especies nativas de zonas templadas y
célidas. La mayoria de ellas habita en Africa y América tropical. Casi todas las
especies del género son arbustos trepadores, aunque existen unas pocas que son
arbustivas o arborescentes, tal como |. murucoides. Este género es el mas
representativo de la familia Convolvulaceae, son abundantes en el continente
americano e importantes por los niveles de toxicidad que muestran al ser ingeridos
por los animales (Tecanhuey-Fernandez, 2005). Dentro de los usos de estas
plantas se pueden mencionar su empleo como cercas vivas de cultivos, como
sustrato de produccion para hongos seta, como productos ornamentales y con

distintas aplicaciones dentro de la medicina tradicional (Lina-Garcia, 2006).

La poblacion de |I. murucoides es endémica de Meéxico y se distribuye
principalmente entre los estados de Morelos, Guerrero, Querétaro y Oaxaca,

debido a que crecen en matorrales xeréfilos (Tecanhuey-Fernandez, 2005).

Las Ipomoeas son plantas silvestres que cuentan con una gran capacidad de
tolerancia a las condiciones extremas. Esto se debe al desarrollo de complejos
mecanismos de defensa, lo que las hace diferentes de otras plantas domesticadas
que no desarrollaron o perdieron esa habilidad (Diaz-Pontones, 2009). Esto
coincide con lo escrito por Rey (1999), quien menciona que algunas especies del
género Ipomoea spp han sido reportadas como malezas dificiles de manejar en

los cultivos del tropico. Estas poseen semillas con una cubierta de gran dureza,




dando como consecuencia una germinacion no uniforme y una produccion en casi

todas las épocas del afio.

Debido a que las caracteristicas de las hojas del género Ipomoea son un
parametro importante en el presente estudio, en la Tabla 1 se describen algunas

caracteristicas.

2.2 Propiedades biologicas del género Ipomoea
Actualmente, las plantas del género Ipomoea son de gran interés cientifico debido

a que poseen metabolitos secundarios con potente actividad bioldgica.

Segun lo descrito por Jung et al. (2011), de los extractos etandlicos de flores,
hojas, tallos y raices de |. batatas se determinaron propiedades bioactivas y
funcionales. Se evalué la actividad antioxidante frente al radical DPPHe, el
contenido de antocianinas y fenoles utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau, asi

como su efecto antimicrobiano.

En el caso de I. reniformis, que se ha utilizado en la medicina tradicional de la
India, las investigaciones mostraron la presencia de resinas, glicosidos y azucares
reductores. En las semillas se detectaron ésteres de los acidos caféico, feralicos y

del &cido sinapico (Mehul et al., 2010).

El género Ipomoea comprende especies que se caracterizan fitoquimicamente por
la existencia de diferentes alcaloides tipo ergolina, Figura 3. Este heterociclo esta
constituido por un fragmento indélico, producto de la transformacion bioquimica de
la serotonina (Jenett-Siems et al., 2003). La estructura mas comun de los
alcaloides ergoticos es el anillo de ergolina metilado en el nitrégeno 6 y con
sustituyentes de estructura diversa en el carbono 8 (Flieger et al., 1997).




Tabla 1. Descripcion comparativa entre varias especies arbustivas del género Ipomoea*.

Ipomoea Ipomoea Ipomoea Ipomoea Ipomoea
murucoides chilopsidis intrapilosa pauciflora rzedowskii
Habito Arbol, Arbusto, Arbol, Arbol, Arbusto,
3al3m 2a6m 3al0m 3a8m la3(®B)m
L Lanceolada a Ovado-lanceolada
Formadela Lanceolada, eliptica :
hoi . Linear estrechamente Ovada a anchamente
oja a linear
ovada lanceolada
Namero d_e 162 las3 la3 hastab lab 1 hasta 3
flores por cima
Ovados, a
Ovados, o
. Ovados, obtusos, oblongos, obtusos . .
Forma de los ampliamente Ovados, obtusos o b b d Ovados con apice
sépalos oblongos, obtusos 0 agudos en el &pice apice obtuso 0 agudos, obtuso
’ o mucronado agudo mucronados en el
agudos en el apice L
apice
Color de la Blanc_a, la garganta Blanca, la garganta Blanca,. con tonos Blan_ca, la ga(ganta
roja oscura a ; amarillentos y roja a purpurea Blanca
corola - purpurea
purpurea verdosos oscura
. Pilosa en los . . Pilosa en los
: Pilosa en los . Pilosa en los Pilosa en los .
Semillas margenes dorsales margenes dorsal y margenes dorsales margenes dorsales A JENes dorsal'y
9 ventral 9 9 ventral
Mese; ,de Octubre — Abril Julio - Septiembre Octubre — Abril Septiembre - Julio — Septiembre
floracién Febrero

*Datos tomados del Acta Botanica Mexicana (Carranza-Gonzélez et al., 1998).




Las semillas de I. violacea contienen isoergina, chanoclavina y elimoclavina,
Figura 3, todos estos compuestos son derivados del acido lisérgico y estan
presentes ampliamente en el género Ipomoea y cerca de 50 especies se usan con
propésitos medicinales. Los efectos que producen estos alcaloides son

somnolencia y vaguedad mental (Witters, 1975).

Otro alcaloide presente en plantas del género Ipomoea es el lisergol, Figura 3, que
se emplea como hipotensivo, analgésico psicotrépico y como droga estimulante
del intestino y el Gtero. El lisergol también se emplea para sintetizar cabergolina,
una droga empleada en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Maurya &
Srivastava, 2009).

Las ipomoeas se usan ampliamente en la medicina tradicional de muchos paises
para tratar desérdenes intestinales, como diarreas, espasmos, debido a sus
propiedades antiespasmadicas. La |. pes caprae se emplea contra la inflamacién,
desérdenes gastrointestinales y como agente analgésico (Emendorfer et al.,
2005).

I. carnea, induce severas intoxicaciones a mamiferos tales como los borregos, las
vacas Yy las cabras que ingieren las partes aéreas de esta planta. Las
caracteristicas clinicas de la intoxicacidbn son: inapetencia y pérdida de peso;
ademas sufren una alteracion del sistema nervioso central manifestado como

temblores de cabeza, hiperestesia y la muerte (Hueza et al., 2003).

Los principales alcaloides de I. carnea son de tipo nortropano, calistegina B2 y C1,
y de tipo indolizidina, swainsonina (Hueza et al., 2003). La swainsonina, que s un
derivado de la lisina, Figura 4, también se ha aislado de Swainsona canescens.
Las investigaciones realizadas demuestran que inhibe a la enzima glicosidasa, la
cual, forma parte de la sintesis de glicoproteinas que influyen en la proliferaciéon
del virus del VIH (Arango, 2008).
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Figura 3. Estructuras quimicas de la ergolina y derivados.

Por otra parte, los &cidos cafeoilquinicos en |. batatas, han mostrado actividad
antifangica. También se ha encontrado que el acido 3,4,5-tricafeoilquinico (3,4,5-
TCQA) y los isémeros del acido dicafeoilquinico (DCQA), Figura 5, presentes en
raices de |. batatas tienen capacidad antimutagénica contra la mutacion inducida
por Trp-P-1 en Salmonella typhimurium TA98. Asi mismo, se ha encontrado que
los isbmeros de DCQA inhiben irreversiblemente al virus VIH (Konczak et al.,
2004).
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Figura 4. Estructura quimica de la swainsonina.

Los acidos cafeoilquinicos en plantas comestibles promueven propiedades
nutracéuticas. Sin embargo, la calidad de los mismos depende de la
biodisponibilidad o la degradacién efectuada durante el proceso digestivo
(Konczak et al., 2004).

R o .
' H O N /\\
HO,C R Cafeoil = Ij/\/lo \
HO
OH R"

Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (R = R" = cafeoil, R = OH)
Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (R = R” = cafeoil, R = OH)
Acido 4,5-di-O-cafeoilquinico (R = R = cafeoil, R = OH)

Figura 5. Acidos di-O-cafeoilquinicos presentes en las raices de Ipomoea batatas.

En México, las infusiones de I. stans se usan en la medicina tradicional para el
tratamiento de ataques epilépticos, como sedativo, purgativo, hipotensivo,
abortivo, asi como en el tratamiento de desdrdenes renales y dolores de cabeza,
debido a su efecto sobre el sistema nervioso central (Herrera-Ruiz et al., 2007).
Las raices de esta planta contienen resinas glicosidicas, las cuales poseen
propiedades citotoxicas y antimicrobianas. Esto sugiere la potencialidad de los
extractos de esa planta para modular la fisiologia del sistema nervioso central
(Herrera-Ruiz et al., 2007). Pereda-Miranda & Bah (2003), mencionan que estas
glicorresinas, tienen actividad contra varias especies vegetales competidoras, por

lo que se han utilizado como herbicidas.

Se ha descrito que los extractos de hojas de |. murucoides contienen terpenos,

acidos grasos y alcaloides tipo pirrolizidinico. Esta informacion se obtuvo por el
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andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa (Lina-
Garcia, 2006).

Por otra parte, los extractos crudos obtenidos con hexano, cloroformo y metanol
de corteza, hojas, flores y semillas de cinco especies arboreas del género
Ipomoea (I. murucoides, |. intrapilosa, |. cuernavacensis, |. carnea e |I.
arborescens) mostraron actividad insecticida contra plagas de importancia agricola
en México (Thomas et al., 2004).

Todas las caracteristicas antes mencionadas hacen del género Ipomoea una
fuente potencial de compuestos fitoquimicos. Siendo las industrias alimentaria y
farmacéutica las potenciales beneficiarias de estos componentes bioactivos

debido a su gran demanda.

2.3 Componentes bioactivos

De acuerdo a lo que menciona Drago-Serrano et al. (2006), los fitoquimicos o
componentes bioactivos tienen un valor terapéutico alto y se encuentran en
diversas plantas. Estos vegetales presentan efectos farmacolégicos en el
tratamiento de infecciones flingicas, bacterianas y enfermedades croénico-

degenerativas.

La bioactividad en los alimentos puede ser perjudicial o benéfica dependiendo de
la dosis y la frecuencia de consumo. Un fitoquimico no puede ser considerado un
nutriente. El ingerir compuestos bioactivos resulta benéfico a largo plazo, sobre
todo en el caso de las enfermedades degenerativas. En cambio, la deficiencia de
los nutrientes, condiciona la presencia de enfermedades. Es importante seguir una

dieta rica en antioxidantes para prevenir enfermedades (Schroder, 2003).

Los alimentos funcionales son proveedores de nutrientes y de compuestos
fitoquimicos. Su ingestidn hace que el organismo funcione de manera adecuada y

al mismo tiempo ayudan a mejorar la salud y a prevenir enfermedades (Drago-
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Serrano et al., 2006). De acuerdo con el Instituto Internacional de Ciencias de la
Vida, ILSI, un alimento funcional “es aquel que contiene un componente, nutriente
0 no nutriente, con efecto sobre una o varias funciones del organismo, con un
efecto afadido por encima de su valor nutricional y cuyos efectos positivos

justifican que pueda reivindicarse el caracter funcional o incluso saludable”.

En el caso de I. murucoides, se ha reportado en la literatura que los cocimientos
de las flores, hojas, tallos y cortezas se emplean en el tratamiento de dolor e
inflamacion por golpes y reumas, o en picaduras de algunos insectos (Tecanhuey-
Fernandez, 2005). En el caso de inflamacion de estbmago se agregan a la infusion
el cuajiote (Bursera fagaroides) y el palo mulato (Bursera simaruba) y se toma en
ayunas durante 3 dias. Para problemas de paralisis, se hierven las hojas y se
agregan al bafio bien caliente. Otros padecimientos en los que se aplican sus
propiedades medicinales son el dolor de muelas, para la tos y la hidropesia.
Ademas en procesos inflamatorios de vientre, ovarios y pies y como diurético
(Argueta & Gallardo, 1994).

2.4 Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios que han impactado en la historia, la
medicina, la politica y la economia del mundo. Algunos constituyen agentes
terapéuticos de gran importancia debido a sus efectos fisioldégicos potenciales en
mamiferos y otros organismos (Shamsa et al., 2008). Se les suele encontrar en
insectos, organismos marinos, microorganismos y plantas superiores e inferiores
(Roberts & Wink, 1998). El intervalo de sus pesos moleculares oscila entre los 100
y 900 g/mol (Arango, 2008). Son bases organicas que contienen uno 0 mas
nitrégenos y que pueden estar como una amina o amida, los nitrogenos pueden
conformar grupos funcionales distintos en la misma molécula y generalmente
provienen de los aminoacidos. La mayoria son incoloros, sélidos cristalinos,
Opticamente activos, levorrotarios con excepciéon de la cinconina y la laudanosina
(Shamsa et al., 2008). Los alcaloides se pueden encontrar en hojas, flores, frutos,

semillas, cortezas y raices (Arango, 2008). Los estudios realizados han
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demostrado que los alcaloides son parte importante dentro de un sistema de
defensa quimico complejo para el organismo que los sintetiza. Ese
comportamiento se ha observado en plantas, vertebrados, invertebrados y en
microorganismos (Roberts & Wink, 1998). Otras funciones realizadas por estos
metabolitos incluyen la proteccién contra los rayos ultravioleta, ser medio de
transporte o almacenamiento de nitrégeno no metabolizado, como reguladores de
crecimiento y protectores contra sus depredadores naturales. Asi mismo, se ha

comprobado que los alcaloides no son prioritarios en las plantas (Arango, 2008).

Dado que el género Ipomoea se caracteriza por su contenido de alcaloides, en el
presente trabajo se cuantificaron estos metabolitos de extractos metandlicos y
mediante una separacion selectiva, se separaron de los compuestos fendlicos

para evitar interferencias en su cuantificacion.

2.5 Métodos utilizados para determinar alcaloides totales

Las técnicas cualitativas mas empleadas se basan en la capacidad que los
alcaloides tienen para formar sales; al combinarse con el yodo y los metales
pesados se forman precipitados. Los reactivos mas comunes para detectarlos son
los siguientes: de Dragendorff, de Hager, de Bertrand, de Ehrlich y de Vitali-Morin,

este Ultimo se usa para la deteccion de alcaloides basicos (Arango, 2008).

Entre los métodos oficiales para la determinacién de alcaloides totales se pueden
mencionar la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), la fluorometria,
la cromatografia i6nica, la cromatografia de gases y la electrocromatografia.
Muchos de estos métodos tienen la desventaja de emplear elevadas temperaturas
para extraerlos, necesitar prolongados tiempos para completar la reaccion, o que

el producto colorido es inestable (Shamsa et al., 2008).

Un método publicado recientemente por Shamsa et al. (2008), consiste en la
formacion de un complejo de transferencia de carga alcaloide-verde de

bromocresol a un pH 4.7, que absorbe a 470 nm, Figura 6. Este método es
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sencillo, r4pido, sensible, requiere de un espectrofotometro de UV-Vis, el complejo
obtenido es muy estable y es nula o escasa la interferencia por otros compuestos.
Por las ventajas mencionadas, en el presente trabajo se utilizd6 este método para

determinar alcaloides totales.

Cinconina protonada  Verde de bromocresol Complejo de transferencia iénica

Figura 6. Estructura propuesta del complejo de verde de bromocresol—cinconina
(Rajendraprasad et al., 2010).

2.6 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un grupo amplio de sustancias
quimicas, con estructuras, propiedades quimicas y actividad biol6gica diferente,
englobando mas de 8,000 compuestos distintos. También constituyen un grupo
representativo de micronutrientes derivados del reino vegetal, y son parte
importante dentro de la dieta tanto humana como animal (Martinez-Valverde et al.,
2000).

Gran parte de los compuestos fendlicos que se encuentran en la naturaleza
poseen cierta actividad biolégica o farmacoldgica. La funcién de estos compuestos
en las plantas es diverso, se encuentran como precursores de compuestos de

mayor complejidad o interviniendo en procesos de regulacién y control del
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crecimiento de las plantas ademas de servir como medio defensivo de las mismas
(Barrera et al., 2004).

Se ha demostrado que los componentes fendlicos son los principales
antioxidantes derivados de plantas. La actividad quimica de estos compuestos se
ha comprobado en estudios de modelos in vitro para inhibir la oxidacion. Algunos
meétodos utilizados para evaluar la inhibicion del estrés oxidativo incluyen la
inhibicion de la peroxidacion del acido linoléico, la captacion de radicales libres,
transferencia de electrones y quelacion metalica (Rumbaoa et al., 2009). El estrés
oxidativo se define comunmente como el desequilibrio entre las especies

oxidantes y reductoras a nivel celular en un organismo (Miller et al., 1993).

Entre los compuestos fendlicos mas importantes se encuentran los flavonoides,
los cuales, ademas de su comprobada actividad antioxidante, se les han atribuido
efectos terapéuticos, tales como actividades cardiotonica, antiinflamatoria,
hepatoprotectora, antineoplastica, antimicrobial, entre otros. Quimicamente, estos
compuestos son sustancias que poseen un anillo aromético, con uno o mas
grupos hidroxilos (Narayana et al., 2001). La naturaleza de los mismos incluye
desde moléculas simples hasta compuestos altamente polimerizados.
Generalmente estan unidos a los azUcares, aunque también se les encuentra
unidos a acidos carboxilicos, aminas, lipidos asi como a otros compuestos

fendlicos (Martinez-Valverde et al., 2000).

Por todo lo anterior, la cuantificacion de fenoles y flavonoides fue importante en
este trabajo para determinar si Ipomoea murucoides, es una fuente potencial de

compuestos bioactivos antioxidantes.

2.7 Métodos utilizados para determinar actividad antioxidante
El método usado comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales en
alimentos es el que emplea el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este método se basa en

la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de
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Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con
cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotliingsticos
(Peterson, 1979). La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotingsticos en 6xidos de tungsteno (WgOy3) y molibdeno
(MogO33). Los cuales son cromogenos de color azul intenso, siendo proporcional
este color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula (Julkunen-Tiitto, 1985).

Para cuantificar flavonoides totales se empled el tricloruro de aluminio. El
fundamento de esta metodologia esta basado en la reaccién de los iones aluminio
con los flavonoides en medio alcalino y en presencia de nitrito de sodio,

formandose un complejo de color rojo (Cruz-Gallegos, 2012). Figura 7.

O/rAI3+
I

1. NaNOg
2. AlCl3

3. NaOH

Catequina

Figura 7. Estructura del complejo tricloruro de aluminio—flavonoide.

Un método que permite la cuantificacion de la actividad antioxidante es el ensayo
FRAP desarrollado por Benzie & Strain (1996). Este ensayo se basa en el poder
de un compuesto o extracto para reducir la 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ). Un
antioxidante potencial puede reducir el ion férrico (Fe®*") a ion ferroso (Fe?"); este
Gltimo forma un complejo azul (Fe?*/TPTZ), cuya absorbencia se lee a 590 nm,
Figura 8. La reaccion debe llevarse a cabo en condiciones acidas (pH 3.6) para
conservar la solubilidad del hierro. El poder reductor esta relacionado con el grado
de hidroxilacién y la conjugacién en los fenoles (Ghasemzadeh et al., 2012). El

método es rapido, facil y reproducible (Rojas-Barquera et al., 2008).
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Figura 8. Mecanismo de reaccion para el ensayo FRAP frente a un antioxidante
(Prior et al., 2005).

Un método muy usado para medir la capacidad antirradicalar de una especie o
sustancia, se basa en la reduccién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH?e),
Figura 9. La estabilidad relativa de este radical se atribuye a la deslocalizacion del
electron desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloraciéon
violeta caracterizada por una banda de absorcion, en disolucién etandlica a 520
nm. Cuando una disolucion de DPPHe esta en contacto con una sustancia que
puede donar un atomo de hidrdgeno o con otra especie radical (R¢) se produce la
forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo
tanto la disminucion o pérdida de la absorbencia. El parametro ECsp, que es la
concentracion necesaria para obtener un 50% de efecto, es generalmente usado

para la interpretacion de este método (Gutiérrez-Avella et al., 2008).

NO, NO,

Figura 9. Reaccion de reduccion de DPPHe por antioxidantes.

El fundamento de esta metodologia se centra en medir la captacion de los

radicales libres por compuestos antioxidantes con el radical DPPH+. Se ocupan
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diferentes concentraciones y el tiempo de la reaccion (30 minutos o hasta alcanzar
el estado estacionario). Hasta el momento no hay reportes acerca de la existencia
de un modelo cinético matematico que ayude a entender el comportamiento de los
antioxidantes (Sanchez-Moreno et al., 1998). Los modelos experimentales hasta el
momento emplean el porcentaje de DPPH+ remanente para obtener las cantidades
necesarias que se requieren para disminuir la concentracién inicial al 50%. De
manera adicional se realizan cinéticas para determinar a partir de las graficas el
valor de Tecso (Time needed to reach the steady state to ECsp). Posteriormente a
partir de ECso y Tecso Se calcula AE (Antiradical efficiency), Ecuacion 1. Valores
bajos de ECsy (Effective concentration 50) y una reduccion rapida del DPPHe
indican una eficiencia alta de los antioxidantes (Gramza et al., 2005). La eficiencia

antirradicalar se estima con base en la escala contenida en la Tabla 2.

AE = !

= - Ecuacion 1
ECs50 X TECs0

Las ventajas de los métodos descritos anteriormente, permitieron escoger las
técnicas de referencia confiables y mas empleadas para la cuantificacion de

componentes antioxidantes en las hojas de Ipomoea murucoides.

Tabla 2. Escala de la eficiencia antirradicalar (AE).

Intervalo de AE Clasificacion de la
(kg DPPHe¢/g*min) eficiencia antirradicalar
AE <1 x 10° Baja
1 x 10° < AE =5 x 10° Mediana
5 x 10° < 10 x 10° Alta
AE > 10 x 103 Muy alta

Datos tomados del Polish Journal of Environmental Studies (Gramza et al., 2005).
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3. METODOLOGIA

3.1 Equipos, reactivos y disolventes

El trabajo experimental del presente proyecto se realiz6 en los laboratorios de
Ciencias Quimico-Biologicas del Instituto de Agroindustrias de la Universidad
Tecnolégica de la Mixteca. Los equipos y reactivos utilizados se enlistan a

continuacion.

Balanza analitica Sartorius™ BL210S, termobalanza Sartorius™ MA45, molino
ciclénico Foss™ Cyclotec 1093, congelador General Electric FUM 17DRBRWIT,
refrigerador Across-Whirlpool ARMO7NP, sonicador-degasificador Branson 8510,
centrifuga IEC HN-SII, lector de microplacaS BioTek® ELx808, espectrofotometro
de UV-Vis Perkin-Elmer Lambda 35, espectrofotémetro Hach® DR 5000™,
parrillas de calentamiento Barnstead Thermolyne CIMAREC®, vértex Barnstead
International type 16700 Mixer e IKA® vortex 3, rotavapor Heildoph Laborota 4000
efficient, bomba de vacio Vacuubrand MZ2C, recirculador de agua SEV Eco 10,
Mio™ Moov M400, placas de 96 pozos Costar de media &area, celdas de cuarzo de
3 mL, micropipetas de volumen ajustable, micropipeta multicanal Labnet/BioPette,
tamiz del #60, potenciometro Conductronic pH10, cronometro Cole-Parmer®,
campana de extraccion Manufacturera metalica Argos, balanzas granatarias,

material de vidrio en general.

Acido galico monohidratado 98%, metanol 99.8%, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH?e), acido acético glacial 99.8%, rutina hidratada 94%, () acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico 97% (trolox), (marca Sigma-Aldrich®);
etanol 99.9%, cloruro de aluminio en cristales 97.8%, cloroformo 99.9%, acido
clorhidrico 37.65%, sulfato de sodio anhidro granular 100%, cloruro de sodio en

cristales 96.5%, sulfato ferroso heptahidratado granular 99.5%, cloruro férrico en
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trozos 97%, &cido citrico, (marca J. T. Baker®); (+)-catequina hidratada 96%,
reactivo de Folin-Ciocalteau 2 M, 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) granular
99%, (marca Fluka); hidréxido de sodio en lentejas 99%, marca Merck; carbonato
de sodio anhidro en polvo 99%, nitrito de sodio granular 97%, acetato de sodio en
cristales 99%, (marca Productos Quimicos Monterrey); éter dietilico anhidro 99%,
marca Reactivos Analiticos; cinconina, marca MC & B; verde de bromocresol en
polvo, marca May & Baker LTD Dagenham; fosfato dibasico de sodio anhidro,
marca Wako Pure Chemical Industries, LTD; tiras para medir pH 0-14, marca

Fermont.

Todos los reactivos y disolventes empleados fueron grado analitico. Los
disolventes incluido el agua, fueron destilados y degasificados antes de ser

usados.

3.2 Obtencion de la muestra

La recoleccion se realizd a finales del mes de noviembre de 2010 en el campus de
la Universidad Tecnolbgica de la Mixteca, Carretera a Acatlima km 2.5 (latitud
norte 17.8319, longitud oeste -97.8035 y altitud 1789 msnm), Huajuapan de Ledn,

Oaxaca, México, donde existen varios ejemplares de Ipomoea murucoides.

El muestreo se enfocd en identificar especimenes completamente sanos o
minimamente enfermos. La recoleccién de muestras se dificulté debido a que la
mayoria de los arboles presentaron acaros en las hojas. Pocos fueron los
ejemplares exentos de plagas, asi que las hojas recolectadas fueron las exentas
de plagas y las que tenian la menor cantidad de acaros. Los arboles muestreados
fueron sefalados con una etiqueta y para el corte se empled una tijera de podar.
Con el material recolectado se preparé una muestra homogénea. En la Tabla 3 se

muestran las coordenadas de los arboles muestreados.

Por las caracteristicas propias del terreno, el acceso a todos los especimenes de I.

murucoides fue restringido y las principales razones fueron:
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e Arboles que perdieron la mayor parte de sus hojas
e Completamente infestados por acaros

e Localizados en matorrales de dificil acceso

e Con hojas muy quemadas por el sol

e Con hojas roidas por insectos

Tabla 3. Coordenadas de arboles muestreados de |. murucoides.

Latitud Longitud Altitud
17.829 -97.805 1767
17.832 -97.805 1801
17.832 -97.803 1789
17.825 -97.803 1726
17.826 -97.802 1750
17.826 -97.801 1741
17.827 -97.801 1730
17.827 -97.802 1762
17.828 -97.806 1788

Las hojas frescas recolectadas pesaron 495.10 g, para secarlas fueron colocadas
en papel periddico a temperatura ambiente. Se hicieron recambios de papel cada
3 dias por 2 semanas. Se usaron 2 hojas de periddico entre cada capa de hojas.

El peso de las hojas secas fue de 171.90 g, se trocearon manualmente y se
obtuvo 169.00 g con un rendimiento aproximado del 98.30%. Se utiliz6 un molino
ciclonico para reducir el tamafio de particula de las hojas y los polvos obtenidos se
hicieron pasar a través de un tamiz de malla #60, estos fueron almacenados en

frascos ambar a -20°C hasta su analisis.

3.3 Determinacion de humedad en hoja frescay seca
Para determinar la humedad de las hojas en fresco y en seco se tomaron réplicas

de 59, se cortaron finamente, se distribuyeron en la termobalanza a 60°C y se
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registro el porcentaje de humedad, Tabla 4. Con estos datos se calcularon las

concentraciones de los compuestos de interés en base seca.

Tabla 4. Contenido de humedad en hoja fresca y seca de |. murucoides.

i o Humedad Humedad
Numero de Masa inicial _ .
o hoja fresca hoja seca
réplica (9)

(%) (%)

1 4.99 77.65 6.12

2 4.99 68.45 4.80

3 5.00 71.67 5.59
Promedio 4,99 £+ 0.01 72.59 + 4 .67 5.50 + 0.66

3.4 Andlisis quimico

3.4.1 Obtencion de los extractos metandlicos. Se pesé 1 g de polvo de hoja
seca molida y tamizada y se le adicioné MeOH (3 x 20 mL), la mezcla se sonic6
por 20 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd por 15 minutos a 4000 rpm.
Los sobrenadantes se combinaron, filtraron a través de papel filtro Whatman #1 y

evaporaron a 40°C en un rotavapor al vacio.

3.4.2 Remocion de clorofilas. Al extracto metandlico evaporado (Eo), Apéndice
la, se le adicionaron 10 mL de agua y HCI 1 M, hasta alcanzar un pH 2 y se
realiz6 una extraccion liquido-liquido en un embudo de separacién utilizando Et,O

(3 x 10 mL) para eliminar las clorofilas.

Al extracto libre de clorofilas (E1), Apéndice 1b, se le cuantificaron alcaloides,

fenoles y flavonoides totales, asi como FRAP y actividad antirradicalar.

3.4.3 Separacion de alcaloides de compuestos fendlicos. La fase acuosa acida
libre de clorofilas, se basific6 con NaOH 1 N hasta alcanzar un pH 12 para extraer
los alcaloides, los cuales se extrajeron con CHCI;3 (3 x 15 mL) separandose de los

compuestos fendlicos. Los extractos cloroférmicos se combinaron, secaron con
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Na,SO,, filtraron y evaporaron en el rotavapor al vacio hasta sequedad, para
obtener un residuo incoloro viscoso. Este extracto libre de clorofilas y compuestos

fendlicos (E3), Apéndice 1c, se utilizé para cuantificar alcaloides totales.

La fase acuosa basica libre de alcaloides, se acidulé con HCI 1 M hasta un pH 5, y
se aforé a un volumen de 25 mL con MeOH. Este extracto libre de clorofilas y
alcaloides (E.), Apéndice 1c, se emple6 para cuantificar fenoles totales,

flavonoides totales, FRAP y actividad antirradicalar.

3.4.4 Cuantificacion de alcaloides totales. Preparacion de disoluciones. Acido
citrico 0.2 M: se pesaron 840 mg de &cido citrico, se disolvieron en agua y se aforé
a un volumen de 50 mL con agua. Buffer de fosfato (p/v): Se pesaron 7.16 g de
Na;HPO,, se disolvieron en agua y se afor6 a un volumen de 100 mL. Se ajusto el
pH a 4.7 con &cido citrico y se llevd a la sobresaturacion con NaCl. NaOH 1 N: Se
pesaron 400 mg de NaOH, se disolvieron en agua y se afor6 a un volumen de 10
mL. Verde de bromocresol (p/v/v): se pesaron 34.9 mg de verde de bromocresol,
se midieron 0.25 mL de agua y 0.15 mL de NaOH 1 N, se disolvieron en agua, se
afor6 a un volumen de 50 mL y se llevéd a bafio Maria hasta su completa
disolucién. Estandares de cinconina de 2, 4, 6, 8 y 10 ppm: Para la curva de
calibracion se preparé una disolucion patron de cinconina de 1000 ppm
disolviendo 1 mg de cinconina en agua, se afor6 a un volumen de 10 mL y se llevé
a bafio Maria hasta disolverse completamente. A partir de ella se prepararon los

estandares antes mencionados.

Cuantificacién. La cuantificacion se realizé6 modificando el método colorimétrico de
Shamsa et al. (2008). Al residuo del extracto cloroformico o al estandar, se le
adicionaron 5 mL de buffer de fosfato, 5 mL de disolucién de verde de bromocresol
y 2 mL de CHCIl; y se mezclaron. Esta mezcla se trasvasé a un embudo de
separacion para realizar extracciones liquido-liquido. La fase cloroformica se
separdé y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer para ser combinada con las

extracciones subsecuentes. A la fase acuosa tamponada se le adicionaron 2 mL
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de CHCI3, se agitd y se realiz6 la segunda extraccion. Se agregd CHCI3 (2 x 3 mL)
para las siguientes extracciones hasta ocupar 10 mL de CHCI; la fase organica se
secO con NaySOy filtré y aforé a un volumen de 10 mL con CHCI3. La absorbencia
del extracto y del estandar se ley6o a 420 nm en un espectrofotdmetro Hach. Para
la curva de calibracion se utiliz6 cinconina como estandar y a partir de ella se
obtuvo la cuantificacion de alcaloides totales expresada como mg equivalentes de
cinconina ECCN/100 g de muestra seca (ms). Se utiliz6 CHCI; como blanco de la

muestra. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, Apéndice 2.

3.4.5 Cuantificacién de fenoles totales. Preparacion de disoluciones. EtOH
acuoso al 90% (v/v): se mezclaron 90 mL de EtOH con 10 mL de agua. Na,COg3 al
0.5% (p/v): se pesaron 50 mg de Na,COg, se disolvieron agua y se aforé a 10 mL.
Reactivo de Folin-Ciocalteu 0.1 M: se midieron 0.5 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu 2 M, se disolvieron en agua en ausencia de luz y se afor6 a 10 mL.
Acido gélico 100 ppm: se pesé 1 mg de acido gélico, se disolvié en EtOH al 90%
hasta un volumen de 10 mL. Los estandares de acido galico de 5, 10, 15, 20 y 25

ppm se prepararon a partir de la disolucion de acido galico de 100 ppm.

Cuantificacién. La cuantificaciébn se realiz6 modificando ligeramente el método
colorimétrico que utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteau (Julian-Loaeza et al.,
2011). A 40 pL de extracto o del estandar se le adicionaron 40 uL de reactivo de
Folin-Ciocalteau 0.1 M en una microplaca. La mezcla se dejé en reposo por 3
minutos a temperatura ambiente en el lector de microplacas y se agitdo por 15
segundos a baja velocidad. Pasado este tiempo, a la mezcla anterior se le
adicionaron 40 pL de Na,COg3 al 0.5% que se incorporaron mediante succién (tres
veces) con la micropipeta multicanal. La mezcla se dejé reposar 30 minutos a
40°C y se agité por 1 minuto a velocidad media en el lector de microplacas. La
absorbencia de la muestra y de los estandares se leyd con un filtro a 630 nm. Al
blanco de la muestra o del estandar se le adicioné agua en lugar del reactivo de
Folin-Ciocalteu. El estandar de 25 ppm se utilizé para el blanco del estandar. Para

la curva de calibracion se utilizé acido galico como estandar y a partir de ella se
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obtuvo el contenido de fenoles totales expresados como mg equivalentes de 4cido
gélico GAE/100 g ms. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Apéndice 3.

3.4.6 Cuantificacion de flavonoides totales. Preparacién de las disoluciones.
NaNO, al 1.5% (p/v): se pesaron 375 mg de NaNO,, se disolvieron en agua y se
afor6 a un volumen de 25 mL. AICI; al 3% (p/v): se pesaron 300 mg de
AlCI3*6H,0, se disolvieron en agua y se afor6 a un volumen de 10 mL. NaOH 1 N:
se pesaron 400 mg de NaOH, se disolvieron en agua y se afor6 a un volumen de
10 mL. Catequina 1000 ppm: se pesaron 10 mg de (+)-catequina, se disolvieron
en MeOH y se aforé a un volumen de 10 mL en ausencia de luz. Los estandares
de catequina utilizados fueron de 10, 20, 30, 40 y 50 ppm y se prepararon a partir
de la disolucion de 1000 ppm.

Cuantificacién. La cuantificacidon se realizd segun lo descrito por Julian-Loaeza et
al. (2011). A 1 mL del extracto o del estdndar contenido en un tubo ambar se le
agregd 1 mL de NaNO; al 1.5%. La mezcla se agitd por 5 minutos en un vortex a
temperatura ambiente. De esta mezcla se midieron 50 pL que se colocaron en una
microplaca. A esta mezcla se le agregaron 50 pL de AICI; al 3% y se agit6é por 1
minuto a temperatura ambiente y velocidad media en el lector de microplacas.
Pasado este tiempo a la mezcla anterior se adicionaron 50 pL de NaOH 1 N que
se incorporaron mediante succion (tres veces) con la micropipeta multicanal. Se
agitd por un minuto a temperatura ambiente y velocidad media en el lector de
microplacas. La absorbencia de la muestra y de los estandares se leydé con un
filtro a 490 nm. Al blanco de la muestra o del estandar se le adicion6 agua en lugar
del reactivo de AICl3. El estandar de 50 ppm se utilizé para el blanco del estandar.
Para la curva de calibracion se utilizé catequina como estandar a partir de ella se
obtuvo el contenido de flavonoides totales expresados como mg equivalentes de
catequina CE/100 g ms. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Apéndice 4.
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3.4.7 Cuantificacion del poder antioxidante expresado como reduccién
férrica (FRAP). Preparacion de disoluciones. Buffer de acetato 400 mM: Se
pesaron 103 mg de AcONa*3H,0, se midieron 0.532 mL de AcOH glacial y
disolvieron en agua y se aforé a un volumen de 25 mL. TPTZ 30 mM: se pesaron
93.6 mg de TPTZ, se midieron 6 mL de agua y 0.1 mL de HCI concentrado, se
disolvieron y se afor6 a un volumen de 10 mL con agua. La disolucién de TPTZ se
filtr6 a través de un embudo con algodon. FeClz*6H,0O 60 mM: se pesaron 162 mg
de FeCl3*6H,0 y disolvieron en agua a un volumen de 10 mL. Reactivo FRAP
(v/viv): se midieron 10 mL de buffer de acetato, 1 mL de TPTZ 30 mM y 1 mL de
FeCl;*6H,O 60 mM se agitaron en el vortex. Este reactivo se prepard antes de
iniciar cada ensayo. Trolox 5 mM: se pesaron 12.5 mg de trolox, se disolvieron en
EtOH y se afor6 hasta un volumen de 10 mL. Los estandares de trolox 0.05, 0.10,
0.15, 0.20 y 0.25 mM se prepararon a partir de esta disolucion. FeSO4+7H,0O 1000
mM: se pesaron 2.75 mg de FeSO,*7H,0, se disolvieron en agua y se afor6 hasta
un volumen de 10 mL. Los estandares de FeSO,+7H,0, 150, 200, 300, 400 y 500
mM se prepararon a partir de esta disolucion. Disoluciones metandlicas: E;
(extractos metandlicos libres de clorofilas): 40 000, 20 000, 10 000, 5 000 pg/mL y
E, (extractos metandlicos libres de alcaloides): 40 000, 8 000, 5 714, 3 636, 3 077
y 2 667 ug/mL para obtener linealidad.

Cuantificacién: La cuantificacion se realizé segun lo descrito por Ghasemzadeh et
al., (2012) con ligeras modificaciones. A 30 pL del extracto o del estandar se
adicionaron 110 pL del reactivo FRAP en una microplaca. Se mezclaron mediante
succion (3 veces) con la micropipeta multicanal, se incubaron por 4 minutos a
temperatura ambiente en ausencia de luz y se mezclaron con velocidad media por
1 minuto en el lector de microplacas. La absorbencia de la muestra y de los
estandares se leyd con un filtro a 630 nm. Al blanco de las muestras se le adicion6
MeOH en lugar del reactivo FRAP vy al blanco del estandar se le adicioné agua.
Como blanco del estandar se utiliz6 el estandar de menor concentracion. A partir
de la curva de calibracion del estandar y la curva generada por la muestra, se

obtuvo la capacidad antioxidante basada en la reduccidon de iones férricos de la
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muestra expresada como mmoles equivalentes de trolox/g ms. Las

determinaciones se realizaron por triplicado. Apéndices 5y 6.

3.4.8 Cuantificacion de la actividad antirradicalar. Preparacion de disoluciones.
Se prepar6 un patron de DPPHe al 0.1% (p/v), se pesaron 10 mg de DPPHe, se
disolvieron en MeOH y se afor6 a un volumen 10 mL en ausencia de luz. De esta
disolucidon se preparé DPPHe al 0.004%, que se resguardd de la luz y dejo en
refrigeracion entre mediciones. Estandares de acido galico: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0y 2.5
ppm. Se prepar6 un patron de 100 ppm de &cido gélico: Se pes6 1 mg de &cido
gélico, se disolvié en EtOH al 90% y se afor6é a un volumen de 10 mL. De esta
disolucién se prepararon los estandares en las concentraciones ya mencionadas.
Estandares de rutina: 5, 10, 15, 20 y 25 ppm. Se prepard un patron de 2000 ppm
de rutina: se pesaron 12.2 mg de rutina hidratada y se disolvieron en MeOH y se
aforé a un volumen de 10 mL. De esta disolucién se prepararon los estandares en
las concentraciones antes mencionadas. Disoluciones metandlicas: E; (extractos
metandlicos libres de clorofilas): 40 000, 6 667, 3 636, 1 905y 1 290 pg/mL y E;
(extractos metandlicos libres de alcaloides): 40 000, 10 000, 5 715, 4 000 y 2 667
pg/mL.

Cuantificacién. La cuantificacion se realiz6 segun lo descrito por Julidn-Loaeza et
al. (2011). A 70 uL del extracto o del estandar se le agregaron 70 uL de DPPHe al
0.004% en una microplaca, quedaron en reposo por 30 minutos a temperatura
ambiente en ausencia de luz y se mezclaron con velocidad media por un minuto
en el lector de microplacas. El porcentaje de disminucion de la absorbencia se
graficé para cada concentracion y el porcentaje del DPPHe consumido se calculd
con base en el decremento observado en la absorbencia del radical DPPHe. Los
cambios en la absorbencia de las muestras se leyeron con un filtro a 515 nm en el
lector de microplacas. La disolucion de DPPHe al 0.004% mas MeOH se usé como
blanco de DPPHe. El blanco de las muestras o del estdndar contenia MeOH en

lugar de DPPHe.. Para el blanco del estandar se utilizé el estdndar menos
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concentrado. La actividad antirradicalar se expres6 como porcentaje de inhibicion

y se calculé usando la férmula siguiente, Ecuacion 2:

% Inhibicién = [W] x 100 Ecuacion 2

donde:
ApppH. = valor de la absorbencia del blanco con DPPHe

Aext = valor de la absorbencia del extracto a evaluar

El valor ECsp se reporta como g de muestra/kg de DPPHe. Las determinaciones se
realizaron por triplicado (Gramza et al., 2005). Apéndices 7 y 8.

3.4.9 Cinética de eficiencia antirradicalar. Preparaciéon de disoluciones. Las
disoluciones empleadas en este ensayo fueron las mismas que las utilizadas para

la cuantificacion de la actividad antirradicalar.

Cuantificacién. La cuantificacidén se realizd segun lo descrito por Julian-Loaeza et
al. (2011). A 70 uL del extracto o del estandar se le adicionaron 70 uyL de DPPH-
0.004% en una microplaca, quedaron en reposo por 60 minutos a temperatura
ambiente, en ausencia de luz y se mezclaron con velocidad media por un minuto
en el lector de microplacas. Este método se adaptd a un lector de microplacas. El
porcentaje de disminucion de la absorbencia se graficd para cada concentracion y
el porcentaje del DPPHe consumido se calculé con base en el decremento
observado en la absorbencia del radical DPPHe. El porcentaje de DPPH-
remanente se leyo al minuto 30 para cada curva de DPPHe, el cual fue graficado
contra el tiempo para obtener la concentracién al 50% de inhibicion del DPPH«
(ECsp). Por otra parte, utilizando la curva mas cercana al 50% de inhibicion, se
identifico el tiempo en el cual inicié el estado estable. Ese punto se denomind
Tecso. Con los valores de ECsp y Tecso Se calculd el valor de la eficiencia
antirradicalar (AE o efficient antiradical) expresada como kg de DPPH</g de

antioxidante-min (Gramza et al., 2005), de acuerdo a la férmula, Ecuacion 1:
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_ 1
ECs50 X TECs0

AE Ecuacién 1

Las absorbencias se leyeron a 515 nm cada 0.5 minutos a partir del minuto cero
hasta el minuto 60. La absorbencia de la muestra y de los estandares se leyo a
515 nm. La disolucion de DPPH- al 0.004% mas MeOH se us6 como blanco de
DPPHe. El blanco de las muestras o del estandar llevd MeOH en lugar de DPPHe-.
Para el blanco del estandar se utiliz6 el estandar menos concentrado. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

3.5 Analisis estadistico

Los valores presentados son un promedio *+ la desviacién estandar (8) de tres
réplicas obtenidas con el programa Microsoft Excel. Se realiz6 un analisis de
comparaciéon de medias aplicando la prueba t de Student de dos muestras para un
a < 0.05 (Harris, 2007).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Obtencion de los extractos

Los extractos metandlicos de las hojas de I. murucoides se obtuvieron con la
asistencia de ultrasonido. Algunas ventajas de emplear ultrasonido son el uso de
temperaturas bajas (20-30°C) y tiempos cortos de extraccion (20 min). Esto evita
la degradacion de los compuestos fendlicos, en especial de los flavonoides que

son compuestos termolabiles.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se seleccion6 como disolvente al
MeOH debido a su naturaleza polar y consecuente afinidad con los compuestos de
interés. A este extracto se le denominé Eg; y de este, se obtuvieron extractos libres
de clorofilas (E1), extractos libres de clorofilas y alcaloides (E) y extractos libres
de clorofilas y fenoles (E3), Apéndice 1, Tabla 5, Figura 10.

Tabla 5. Tipos de extractos conteniendo clorofilas y metabolitos secundarios.

Nombre del extracto Clasificacion Caracteristicas

Extracto metandlico crudo Eo Clorofilas, alcaloides y

compuestos fendlicos

Extracto libre de clorofilas E: Alcaloides y compuestos
fenolicos
Extracto libre de clorofilas y E, Compuestos fenolicos
alcaloides
Extracto libre de clorofilas y Es Alcaloides

compuestos fendlicos

A los extractos Eo, E; y E; se les cuantifico fenoles y flavonoides totales, asi como

FRAP, actividad antirradicalar expresada como ECs y eficiencia antirradicalar.
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Mientras que al extracto E3 se le determiné alcaloides totales. Para hacer eficiente
la extraccion, se realizaron tres extracciones secuenciales y al final los extractos

se combinaron.

En el extracto Eg, las bandas espectrales de absorcion de las clorofilas en las
regiones del rojo y azul (Gitelson et al., 1999) generan interferencias durante la
cuantificacion de fenoles y flavonoides totales. Para eliminarlas, se llevé a cabo
una remocion de clorofilas utilizando éter dietilico. Este tratamiento permitio la

cuantificacion de fenoles y flavonoides totales en E; y Ex.

Clorofilas

Compuestos
Alcaloide E. fenolicos

= Es

Figura 10. Obtencién de extractos Ej, E> y Es.

4.2 Cuantificacion de alcaloides, fenoles y flavonoides totales
Las cantidades de alcaloides, fenoles y flavonoides totales contenidas en los

diferentes extractos se enlistan en la Tabla 6.

4.2.1 Alcaloides totales. Actualmente no se cuenta con reportes sobre la
cuantificacion de alcaloides totales en el género Ipomoea. En ciertas especies solo
se ha reportado la cuantificacion de alcaloides especificos como en el caso de .

muricata donde se aislaron y cuantificaron al lisergol, 52.6 pmoles/100 g de
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semillas, y la chanoclavina, 49.4 umoles/100 g de semillas (Maurya & Srivastava,
2009), con un total de 102 umoles/100 g de semillas. Esta cantidad corresponde a
4 veces la cantidad encontrada en las hojas de I. murucoides, 25 pmoles
equivalentes de cinconina (ECCN)/100 g de hoja, Tabla 6. Segun Zamora-Natera
et al. (2009), en las semillas hay mayor concentracién de alcaloides por ser éstos
una fuente de reserva de nitrégeno que es utilizada durante la germinacion,
ademas protegen a las semillas contra depredadores preservando la regeneracion

natural de la especie.

Tabla 6. Contenido de alcaloides y compuestos fendlicos en extractos de hojas

secas de |. murucoides.

Extracto Alcaloides totales Fenoles totales (FT) Flavonoides totales (FVT)
(umoles ECCN/100 g ms) (mg GAE/100 g ms) (mg CE/100 g ms)
E: 114.89 £ 5.15 62.29 + 2.22
E. 100.20 £ 2.64 45.15 £ 2.25
Es 28.90+1.10

Las concentraciones son el promedio de tres mediciones + desviacion estandar. E; y E, son
significativamente diferentes (p<0.05). Se usoé la prueba t de Student para el analisis estadistico.
ECCN, equivalentes de cinconina. GAE, equivalentes de &cido galico. CE, equivalente de catequina.,
ms, muestra seca.

4.2.2 Fenoles totales (FT). Una vez cuantificados los fenoles totales en los
extractos E; y E,, se utilizé la prueba t de dos muestras a un nivel de significancia
de a < 0.05, Apéndice 9, y se encontro que dichos extractos son estadisticamente
diferentes. Esta diferencia puede atribuirse a que el extracto E; utilizado para
obtener el E, requiere de una etapa de extraccion para remover los alcaloides.
Esto puede inducir una degradacion de fenoles en E,. También, los alcaloides
presentes en Ei, reaccionan con el tungsteno para formar precipitados (Arango,
2008), y estos ultimos dispersan la luz induciendo una lectura de absorbencia
mayor que la esperada. Cabe mencionar que el tungsteno es un constituyente del

reactivo de Folin-Ciocalteau, usado para la cuantificacion de FT.
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El contenido de FT expresados como mg GAE/100 g ms (masa seca) encontrados
en |. murucoides se compararon con los reportados en hojas de plantas del género
Ipomoea. El extracto E, presenta 100.20 + 2.64 mg GAE/100 g ms y est4 dentro
del intervalo reportado para especies de este género, tales como |. aquatica, |.
batatas Composite y Tis 3030 (Lako, et al., 2007), e I|. batatas Centennial
(Ghasemzadeh et al., 2012). La cantidad de FT encontrada en |. aquatica, indica
que tiene aproximadamente menos de la mitad que |. murucoides y ésta a su vez,

tiene aproximadamente cuatro veces menos que |. batatas Centennial, Figura 11.

447 +1.88
500

400 - 280 270
300
200
100

100 + 2.64

65

mg GAE/100 g ms

*Ghasemzadeh et al., 2012, **Lako, et al., 2007. ***Extracto E, libre
de clorofilas y alcaloides.

Figura 11. Contenido de fenoles totales en especies del género Ipomoea.

Estas diferencias pueden atribuirse a que en I. batatas, planta de cultivo, no se
han detectado alcaloides en sus hojas. Anaya-Lang et al. (2001), afirman que las
plantas cultivadas pasaron por un proceso de domesticacion. Este proceso de
seleccién artificial provocé cambios genéticos en las plantas conduciendo a una
reduccion de sus defensas naturales, como los alcaloides. Para compensar esta
pérdida, es posible que las plantas cultivadas incrementaran la cantidad de
compuestos fendlicos, tal como en variedades de |. batatas. Contrariamente, en
especies silvestres como |. aquatica e |. murucoides, conservan todos sus
mecanismos de defensa (Meira et al. 2012), incluyendo a los alcaloides y

compuestos fenalicos.
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Por otra parte, la preparacion de la muestra pudo contribuir a la variabilidad en el
contenido de FT entre especies. En el caso de I. batatas Centennial, que presento
el mayor contenido de FT, las hojas se deshidrataron por liofilizacion minimizando
la degradacion de los FT. Cabe recordar que la liofilizacion es un método de
deshidratacion que minimiza las pérdidas de compuestos fendlicos (Ghasemzadeh
et al.,, 2012). Para |. batatas Tis 3030 y Composite e I. aquatica (Lako, et al.,
2007), el método de preparacion incluyé calentamiento por vapor lo que pudo
degradar a los compuestos fendlicos. Por ultimo, en |. murucoides se realizaron
extracciones por ultrasonido, minimizando las pérdidas de metabolitos, pero sin la

interferencia de otros compuestos.

4.2.3 Flavonoides totales (FVT). En la Tabla 6 aparecen las cantidades
correspondientes a FVT para los extractos E; y E,. El analisis comparativo de
medias determind que estos extractos son significativamente diferentes, Apéndice
9. La explicacion es igual que en el caso de fenoles, debido a que los flavonoides
son parte de los compuestos fendlicos. Asi mismo, se realiz6 un comparativo del
contenido de FVT expresados como equivalentes de catequina (CE)/100 g ms de
I. aquatica, |. batatas Composite y Tis 3030 (Lako, et al., 2007) con |. murucoides,
Figura 12. De igual manera que en el caso de FT, el contenido de los FVT estan

en el intervalo reportado para especies del género Ipomoea.
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Figura 12. Contenido de flavonoides totales en especies del género Ipomoea.
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A patrtir del calculo del cociente FVT/FT se observé una relacion entre I. aquatica e
I. murucoides, presentando un cociente de 0.45, Tabla 7. Cabe recordar que los
flavonoides son un subgrupo de compuestos fendlicos. Por lo que al tener dos
especies del mismo género con cocientes FVT/FT iguales o muy parecidos, esto
nos puede dar indicios que los flavonoides presentes en esas dos especies son

estructuralmente muy parecidos y en cantidades similares.

Tabla 7. Relacion flavonoides-fenoles totales en especies de Ipomoea.

Ipomoea Relacion FVT / FT Cociente
aquatica* 29/65 0.45
batatas Composite* 136 /270 0.50
batatas Tis 3030* 751280 0.27
murucoides 45/100 0.45

*Lako, et al., 2007

4.3 Evaluacion de la actividad antioxidante

En esta investigacion se emplearon métodos de tipo indirecto para obtener la
actividad antioxidante. El ensayo FRAP y el radical DPPH+ se utilizaron para
determinar la transferencia de electrones o de radicales hidrégeno a los radicales

libres respectivamente. Los valores estan contenidos en las Tablas 8 y 9.

4.3.1 FRAP. Se realiz6 un analisis comparativo de medias de los extractos E; y E;
y se encontr6 una diferencia significativa, a un nivel de significancia a < 0.05,
Apéndice 9. El extracto E; reporta menor poder antioxidante que el extracto E,,
esto se podria explicar debido a la existencia de un efecto antagénico entre los
alcaloides y los compuestos fendlicos. Lo que significa que las aminas en el medio
de reaccién y en presencia de TPTZ, oxidan al Fe* a Fe*. También pueden
competir con la TPTZ por el Fe?, disminuyendo el valor de absorbencia. Cabe
sefalar que en la literatura no se menciona la remocién de alcaloides al realizar el

ensayo FRAP en otras especies de Ipomoea.
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Tabla 8. Valores FRAP en extractos de hojas secas de |. murucoides.

m mM
Extracto PP
(TE/g ms) (Fe*'Ig ms) (TE/g ms) (Fe*'Ig ms)
E, 67.05 + 2.32 2.51+0.07x10* 0.27+0.04 450.47 + 20.05
E, 92.00 + 4.31 3.88+0.09x10* 0.37+0.01 695.48 + 31.15

Las concentraciones son el promedio de tres mediciones + desviacidn estandar. E; y E, son
significativamente diferentes (p<0.05). Se us6 la prueba t de Student para el andlisis estadistico.
TE, equivalentes de trolox. ppm, partes por millébn. ms, masa seca.

4.3.2 Actividad antirradicalar frente al DPPHe En la Tabla 9 se muestran los
valores correspondientes a la actividad antirradicalar para los extractos E; y E> y
se comprobd mediante la prueba t de dos muestras a un nivel de significancia a
< 0.05, que ambos extractos son diferentes. Esto se puede evidenciar con el
comportamiento de las curvas de DPPH- inhibido vs concentracion de extracto
E1y E, las cuales presentaron tendencias logaritmica y lineal, respectivamente,
Figura 13. En la curva del extracto E;, se observa que a concentraciones
mayores a 3 636 ppm de extracto se presenta un cambio drastico en la reaccion
entre el extracto y el DPPHe. En base a los resultados obtenidos, este
comportamiento se atribuye a los alcaloides, quienes participan en la etapa de
propagacion de radicales. Por tanto, los compuestos fendlicos contenidos en el
extracto son insuficientes para inhibir a los radicales libres presentes en el medio
de reaccion. Esto es evidente al observar en la curva que el % maximo de
DPPH?- inhibido fue del 89%.
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Figura 13. Curvas del radical DPPH- inhibido en los extractos E; y E.
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Esto puede evidenciarse calculando la estequiometria antioxidante, n, que se
refiere al ndmero de moles de DPPHe que se reducen por cada mol de
antioxidante (Villafio et al., 2006). Este valor se calcula con la Ecuacion 3. Los
resultados se muestran en la Tabla 9. Cabe mencionar que los célculos de n para
los E; y E,, se realizaron con los valores de fenoles totales expresados como

moles equivalentes de acido gélico.

1 .,
n= Ecuacion 3
ECSO X2

Tabla 9. Estequiometria antioxidante, n, de extractos de hojas secas de I.

murucoides y de algunos compuestos fendlicos representativos.

Compuesto n
(moles DPPH¢/moles de antioxidante)

E,? 0.56
E,? 1.45
Acido feralico® 1.30
Kampferol® 1.60
Acido galico® 5.00
Rutina® 4.80

®Moles equivalentes de acido galico (GAE). "Valores de referencia (Villafio et
al., 2006). “Controles de la muestra.

Los resultados indican que el extracto E;, transfiere aproximadamente el triple de
atomos de H al radical DPPH+ que el extracto E; Cabe la posibilidad que en el
extracto E; existan alcaloides como la chanoclavina, o lisergol. Los cuales se
han aislado en plantas del género Ipomoea. Estos alcaloides por la posicion de
sus grupos amino, pueden convertirse en radicales en la etapa de propagacion.
Como se menciond anteriormente, los compuestos fendlicos existentes en el

extracto serian insuficientes para inhibir a los radicales.

De acuerdo con la Tabla 9, el extracto E, tiene valores n aproximados al acido

feralico y kampferol.
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Las actividades antirradicalares de los extractos E; y E, presentaron valores de
ECso de 136.63 + 0.04 x 10° y 142.86 + 0.02 x 10° pg de hoja seca/mL de
disolucion, respectivamente. Estas actividades antirradicalares son del orden de
diez veces menores para E; y veinte veces para E, que las reportadas para

Ipomoea batatas Centennial, Figura 14.
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*Ghasemzadeh et al., 2012. **Corresponde al extracto E; libre de clorofilas
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Figura 14. Actividad antirradicalar en especies del género Ipomoea.

Al asociar la actividad antirradicalar con el contenido de fenoles totales en los
extractos de |. murucoides de alguna manera justifican la actividad antirradicalar
obtenida en los extractos E; y E,. Siendo posible que las hojas contengan poca
cantidad de compuestos fendlicos por recolectarse en el periodo de defoliacion,
qgue los compuestos fendlicos existentes aun cuando son potentes estén en baja

concentracion o que la capacidad antioxidante es baja, Tabla 10.

4.3.3 Eficiencia antirradicalar (AE). Se calcularon las eficiencias
antirradicalares a partir de los valores de ECsg y Tecso para los extractos E; y Eo,
Tabla 10. Los valores de Tecso Se obtuvieron a partir de las curvas de tiempo vs

DPPH- remanente, Figura 15.
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Tabla 10. Valores de actividad antirradicalar en extractos de hojas secas de |I.

murucoides.
ECs
Extracto (ug/mL) (g de extracto metanélicoskg™
de DPPH)

E: 136.63 + 0.04 x 10° 2712.20 £ 37.08

E, 142.86 + 0.02 x 10° 1236.22 + 22.95
Acido feralico® 4.79 £ 0.07 163.00 = 10.00
Kampferol® 5.38 £ 0.00 269.00 + 0.00

Acido gé1|icob 1.75+£0.01 87.59 = 0.50
Rutina” 10.16 + 0.07 508 + 3.50

Las concentraciones son el promedio de tres mediciones * desviacién estdndar. E; y E, son
significativamente diferentes (p<0.05). Se usé la prueba t de Student para el analisis
estadistico. ®Valores de referencia (Villafio et al., 2006). "Controles de la muestra.

Los valores n del extracto E, estdn muy proximos a valores reportados para el
acido ferdlico y el kampferol, Tabla 9. Sin embargo, los valores de ECs, Tecso Y
AE son distintos entre ellos. Esto depende de mecanismos complejos
involucrados en cada reaccién, como la concentracion y estructura de los
analitos involucrados, asi también la energia de activacion. Asi mismo, el Tgcso,
asegura que la reaccién no continie mas alla del punto de equilibrio. (Villafio et
al., 2006), Figura 15.
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Las cantidades en ppm corresponden a las concentraciones del extracto E,.

Figura 15. Determinacion grafica de los tiempos Tecso para el extracto Es.
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Por otro lado, también es posible que en la matriz del extracto E,, existan
compuestos que estén causando interferencia en la determinacion de la

actividad antirradicalar.

Por ultimo, de acuerdo a la clasificacién de la eficiencia antirradicalar reportada

por Gramza et al. (2005), los extractos E; y E;, se consideran de baja eficiencia.

Tabla 11. Valores de la eficiencia antirradicalar usando radical DPPHe+ en

extractos metandlicos de hojas secas de |I. murucoides y controles.

Extracto Tecso AE x10°3
(minutos) (kg DPPHe/g*min)
E, 48 0.0077 £ 0.52
E, 51 0.0016 + 0.85
Acido ferdlico® 53 0.80 + 0.00
Kampferol® 6 8.90 + 0.01
Acido gélico® 9 1.27 + 0.22°
Rutina® 29 0.07 +£0.01

®Las concentraciones son el promedio de tres mediciones + desviacion estandar. E;
y E, son significativamente diferentes (p<0.05). Se us6 la prueba t de Student para
el anlisis estadistico. "Valores de referencia (Villafio et al., 2006). “Controles de
muestra.
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5. CONCLUSIONES

Ipomoea es un género conocido por su contenido de alcaloides y compuestos
fendlicos entre otros, en |. murucoides se esperaba encontrar este tipo de
metabolitos. Al término de este trabajo, puede concluirse que en las hojas de
Ipomoea murucoides se presentan cantidades de fitoquimicos, especificamente
alcaloides, fenoles y flavonoides, equiparables a las reportadas para otras
especies del género Ipomoea. Los resultados indican que la presencia de los
alcaloides disminuye la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos, siendo

necesario removerlos.

El contenido de alcaloides totales encontrados, no se pudieron comparar con otras
especies del género Ipomoea, ya que hasta el momento no hay reportes en la
literatura de esta cuantificacion. En el caso de los fenoles totales y flavonoides
totales, la comparacion con otras especies de este género, nos indica que estan
dentro del intervalo de lo esperado. La actividad y eficiencia antirradicalar, |I.
murucoides, fueron bajas. Asi que la hipétesis planteada en esta investigacion se

retiene.
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6. PERSPECTIVAS

Dentro de las recomendaciones para el seguimiento de esta investigacion estan:

Separar y determinar la estructura de los alcaloides y compuestos fendlicos

presentes en |. murucoides.

Comparar las concentraciones de alcaloides y compuestos fendlicos en plantas

libres o infestadas de acaros.

Comparar las concentraciones de alcaloides y los compuestos fenélicos en plantas

en distintas estaciones del afio.

Determinar las concentraciones de alcaloides y compuestos fendlicos en

decocciones de hojas de |. murucoides.
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8. APENDICE

Apéndice la. Obtencion de extracto metandlico crudo Eg

Hojas de Ipomoea

murucoides

Secar
(temperatura
ambiente)

Moler
(Molino ciclonico)

|

Centrifugar

(4 000 rpm, 15 min)

|

Filtrar

Extraer
ultrasonido
(20 min, 30°C
MeOH, 3 x 20 mL)

Extracto
metandlico crudo
Eo

Almacenar
(-20°C, frascos
ambar)
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Apéndice 1b. Obtencion de extracto libre de clorofilas E;

Extracto
metandlico crudo

Eo

Extracto E;

!

Cuantificar:
Fenoles totales,
Flavonoides totales,

FRAP,
Actividad antirradicalar

Evaporar Acidular
(rotavapor 40°C, HCI 1 M.,
1200 rpm) H,0 10 mL, pH 2
Fase
acuosa
Extraer
Aforar
(a 25 mL MeOH) — (Et,0 4 x 20,1 x 15
mL)
Fase
etérea
Clorofilas
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Apéndice 1c. Obtencién de extractos E, y E3

Extracto libre
de clorofilas

Basificar

NaOH 1 N, pH =12

|

Extraer
(CHCl3 x 15 mL)

Fase Fase
acuosa cloroférmica

E.

. Secar
Acidular
(Na,SO,)
HCI1M, pH S Filtrar
Evaporar
Aforar 0
(rotavapor 40°C,
(a 25 mL MeOH) 1200 rpm)
Extracto E, Extracto E;

Cuantificar:
Fenoles totales,
Flavonoides totales

Cuantificar:
Alcaloides totales

FRAP,
Actividad antirradicalar
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Apéndice 2. Curva de calibracion de estandares de cinconina para la

0.900

0.800

0.700

Absorbencia
o
N
o
o

0.300

0.200

0.100

0.000

cuantificacion de alcaloides totales.

y =0.072x + 0.0723

R2=0.9978

2 4 6 8
Concentracién (ppm)

10 12
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Apéndice 3. Curva de calibracion de estandares de acido gélico parala

0.500

0.400

o
w
o
S

Absorbencia
o
N
o
o

0.100

0.000

cuantificacion de fenoles totales.

y = 0.0157x - 0.0198

R2 =0.9995

5 10 15 20
Concentracion (ppm)

25 30
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Apéndice 4. Curva de calibracion de estdndares de (+)-catequina para la

Absorbencia

0.400

0.300

0.200

0.100

0.000

cuantificacion de flavonoides totales.

y = 0.0077x - 0.0278

R2=0.9994

10

20 30 40
Concentracion (ppm)

50 60
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Apéndice 5. Curva de calibracion de estandares de trolox para la

1.000
0.900
0.800
0.700

©

5 0.600
[
(]

2 0.500

2 0.400

<
0.300
0.200
0.100

0.000

cuantificacién FRAP.

y =3.0253x + 0.127

R2=0.9974

0.05

0.1 0.15 0.2
Concentracion (mM)

0.25 0.3
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Apéndice 6. Curva de calibracion de estandares de Fe,SO, para la

0.900

0.800

0.700

0.600

Absorbencia
o o
AN al
o o
o o

0.300

0.200

0.100

0.000

cuantificacién FRAP.

y = 0.0018x - 0.0994

R2=0.999

100

200 300 400
Concentracion (mM)

500 600

57



Apéndice 7. Curva de calibracion de estandares de acido gélico parala

70

% Inhibicion DPPH-
w N o o
S S ) o

N
o

[EEY
o

cuantificacion de DPPHe.

y = 14.937x + 23.826

R2=0.9914

0.5

1 1.5 2
Concentracién (ppm)

2.5 3
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Apéndice 8. Curva de calibracion de estandares de rutina para la

% Inhibicién DPPH-

100

80

60

40

20

cuantificacion DPPHe.

y = 2.2677x + 26.969

R2 =0.9959

10 15 20
Concentracion (ppm)

25 30
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Apéndice 9. Analisis estadistico.

En las determinaciones de este trabajo se compararon dos valores promedios. Se
utilizé la prueba t de Student, empleada cuando las mediciones son menores a 30,
para comprobar si habia diferencias significativas entre ellos. Existen tres casos
en los cuales se puede aplicar un comparativo de medias utilizando la prueba t de

Student:

e Caso 1. Comparacion de un resultado medido con un valor conocido.
e Caso 2. Comparacion de medidas replicadas.

e Caso 3. Comparacion de pares de medidas.

Los datos de esta investigacion corresponden al Caso 2, porque se tienen dos
valores promedio con tres réplicas cada uno (n = 3): x; (Ei, extracto libre de

clorofilas) y x, (E2, extracto libre clorofilas y alcaloides).

Posteriormente, se definié la hipétesis nula H,, “La presencia de alcaloides en el

extracto E; no afecta la cuantificacion de antioxidantes y su actividad”.

Ho: E]_ = Ez
Hi: E1 # Ez

La prueba de hipotesis se realizé a un nivel de confianza del 95%, mediante la
determinacién del valor de tcaculada @ partir de la Ecuacion 4 6 6 y su comparacion
con el valor de tpuiada. Si tealculada < ttabulada 1@ Ho S€ retiene. La Ecuacion 4 se utiliza

cuando las desviaciones estandares s; y S, son estadisticamente iguales.

|3?1 —le nin; E 1A 4
t — cuacion
Calculada Scombinada \| N1t N2
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Siendo:

X, = valor promedio 1
X, = valor promedio 2
n; = 3 mediciones

n, = 3 mediciones

Scombinada = desviacion estandar combinada

La Scombinada S€ Obtiene a partir de la ecuacion 5.

_[s2(n;—-1D+(n-1) .,
Scombinada = ’# Ecuacion 5

Para comparar a la tcaculada CON la tapulada, €S NEcesario obtener los grados de

libertad (gl = n; + n, - 2) y utilizar las tablas de valores criticos de t.

Cuando las desviaciones estandar s; y s, son estadisticamente diferentes, la

tealculada S€ Obtiene con la ecuacion 6.

tealculada = Ecuacion 6

Mientras que los grados de libertad (gl) se calculan con la Ecuacion 7. Este valor
se utiliza para obtener la tanuada- ESta Ultima se utiliza especificamente para

compararla con la teaicuada, Obtenida con la Ecuacion 6.

2 2
51,5252
)

gl ={3+"2—1-2 Ecuacion 7

2 2
(S_l) 2 (S_Z) 2
nj np

ni+ing+1
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Valores criticos de t

a .40 .25 A0 .05 0.025 .01 .005 .0025 .001
v
1 .325 1.0000 3.078 6.314 12.706 31.821 63.657 127.32 318.31
2 .289 .816 1.886 2.920 4,303 6.965 9.925 14.089 23.326
3 277 .765 1.638 2.353 3.182 4541 5841 7.453 10.213
4 271 741 1.533 2.132 2.776 3.747 4604 5.598 7.73

v = grados de libertad. a = nivel de significancia. Datos tomados del Apéndice Il (Montgomery, 2006).

Para determinar si las s; y S, eran estadisticamente iguales o diferentes, se utilizd
la prueba F, la cual consiste en obtener una Fcacuada CON la Ecuacion 8 y
compararla contra una Fpulada- Si Fcalculada > Ftabulada, 1@S desviaciones estandar

son significativamente diferentes.

st

Feaiculada = g Ecuacioén 8

La Fiabuiada S€ Obtiene a partir de una tabla que relaciona los grados de libertad (gl

=n-1) para s; y S, con valores criticos de F.

2
Valores criticos de F = z—z para un nivel de confianza del 95%.
2

Grados de Grados de libertad de s;
libertad s,
2 4 6 8 10 12 15 20 0
2 19,0 | 19,2 |193 | 194 19,4 (194 |19,4 | 194 19,5
3 955| 9,28 | 894 | 8,84 | 8,79 8,74 | 870 | 866 | 853
4 6,94 | 6,39 | 6,16 | 6,04 | 5.96 591 | 586 | 580 | 4,36

Datos tomados de la tabla 4.5 (Harris, 2007).




