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Estimacion de la actividad antioxidante de extractos vegetales
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Resumen: En este trabajo se determinaron los diferentes tipos de metabolitos secundarios presentes en
extractos metanolicos de muestras vegetales de chaya, nispero, mezquite y guayaba, asi como el contenido de
flavonoides totales, % actividad antioxidante y un analisis cromatografico mediante HPLC-DAD. El ensayo
del radical ABTS fue utilizado para determinar el porcentaje de actividad antioxidante de las muestras. Los
resultados revelan que cada uno de los extractos vegetales contiene al menos dos tipos de metabolitos
secundarios de interés: flavonoides y flavonas, mismos que les confieren propiedades antioxidantes a las
muestras vegetales. La prueba de actividad antioxidante indica que la guayaba presenta el mayor porcentaje
de actividad con respecto al té verde. Con respecto al analisis cromatografico, este revelé que la guayaba
poseé picos de interés con valores superiores a los encontrados en el té verde, lo cual podria relacionarse con
las propiedades antioxidantes e hiperglucémicas de la guayaba.
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Introduccién

Nuestros ancestros utilizaban diversos ingredientes de origen natural para el cuidado de la salud, principalmente
por la alta eficiencia que pueden presentar diversas plantas. La mayoria de las propiedades medicinales de las plantas
(antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes, por mencionar algunas) se debe a unos compuestos denominados
fitoquimicos. Los fitoquimicos son metabolitos secundarios que tienen propiedades defensivas o preventivas de
enfermedades; entre estos se encuentran los alcaloides, antocianinas, carotenoides, flavonoides, entre otros
(Lemus, Vega, Zura, & Ah, 2012). Los flavonoides son compuestos quimicos, y se ha descubierto que poseen una
actividad antioxidante, es decir, neutralizan los radicales libres generados por el cuerpo o factores externos como
puede ser la exposicion a la luz solar, principalmente los rayos ultravioletas, debido a que pueden atravesar la capa
de ozono y las capas profundas de la piel, asi como también por factores atmosféricos (O5, CO, CO,, SO,) (Andrade,
Delgado, Herrera, Arévalo, & Caso, 2018).

La produccion no equilibrada de radicales libres en el organismo puede conducir al dafio en moléculas como
ADN y ARN, de igual manera, contribuye a la generacion de complejos inestables que pueden producir dafios
perjudiciales en el organismo (Middleton, 2000). Asimismo, se ha descubierto que las plantas medicinales que
contienen antioxidantes, como es el caso del té verde, pueden tratar complicaciones crénicas como es el caso de
diabetes mellitus (Salas, 2015). Esta enfermedad destruye gradualmente las defensas antioxidantes, haciendo que
otras células se vean comprometidas, por ejemplo, la glucosa y sus productos de glicacion son potentes reductores
que generan radicales libres (Gonzélez, Cabafias, Arana, Hernandez, & Ortiz, 2011). En diversos estudios se ha
investigado la relacion que existe entre el consumo de té verde y su actividad antioxidante, a su vez, ayudan a
reducir el estado hiperglucémico en la diabetes (Middleton, 2000).

En la presente investigacion se planea realizar la extraccion de metabolitos secundarios a partir de muestras
vegetales de chaya, nispero, mezquite y guayaba, con el objetivo de identificar los tipos de metabolitos
secundarios presentes por medio de técnicas analiticas y determinar tanto el porcentaje de humedad presente en
las plantas, asi como el contenido de flavonoides presentes y la actividad antioxidante de las mismas. Para ello, se
utilizara un estandar de té verde, mismo que permitiran identificar los extractos. La finalidad de utilizar extractos de
dichas especies es implementar el uso de plantas que no tienen uso comercial ni agroindustrial.
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Desarrollo

Prueba de porcentaje de humedad

Las muestras vegetales de chaya, nispero, mezquite y guayaba fueron recolectadas en un periodo comprendido
entre octubre-noviembre del afio 2019 en la ciudad de Guanajuato. Posteriormente fueron lavadas, secadas, pesadas,
etiquetadas y almacenadas, al cabo de un periodo de tiempo, las muestras fueron nuevamente pesadas y mediante
la Ecuacion 1 se calcul6 el porcentaje de humedad para cada una de estas. Finalmente, las muestras fueron molidas
y almacenadas.

% humedad =1 — ( ecuacion 1

masa final )
masa inicial

Preparacion de muestras

La preparacion de los extractos vegetales se llevd a cabo de la siguiente manera: Se pes6 0.5 g de material
vegetal seco, se diluyd en 5 mL de etanol 96%, dejandose en la oscuridad durante 48 h. Posteriormente, se tomo 1
mL de la muestra anterior y se evapord a temperatura ambiente por 48 h. Finalmente, el sélido evaporado se pesoy
se resuspendié en etanol 30% hasta conseguir una concentracion final de 100 mg/mL. Los extractos obtenidos se
etiquetaron y se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento de su uso. Se prepararon estandares de quercetina y
acido galico a concentraciones de 1000 ppm, cuyas curvas de calibracién fueron de 0 a 200 ppm. El solvente
utilizado fue metanol 75% V/V.

Identificacion de tipos de metabolitos secundarios

Para la identificacion de los tipos de metabolitos secundarios presentes en los extractos se utilizaron
principalmente tres reactivos: acido sulfirico [5 M], hidréxido de amonio (28%) e hidroxido de sodio [5 M]. Se tomé
1 mL de cada extracto y se adicionaron 2 gotas de cada reactivo, de modo que se gener6 una coloracion caracteristica
acorde al tipo de metabolito presente, tal como se muestraen la Tabla 1,2y 3.

Color Tipo de metabolito secundario
Amarillo Flavonas y flavonoides
Anaranjado Flavonas
Rojo Chalconas

Tabla 1. Tipo de metabolito utilizando H2SO4.
Color Tipo de metabolito secundario
Amarillo Flavonas, flavonoides, xantonas
Rojo Chalconas
Anaranjado Dihidroflavonas
Azul Antocianinas

Tabla 2. Tipo de metabolito utilizando NH4OH.

Color Tipo de metabolito
Amarillo Flavonas y flavonoides

Rojo Flavonas e isoflavonas
Anaranjado Flavonoles

Azul Antocianinas

Tabla 3. Tipo de metabolito utilizando NaOH.
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Contenido de flavonoides totales utilizando cloruro de aluminio

Se utiliz6 una solucion de quercetina y acido galico como estdndar interno y externo, respectivamente, para
construir curvas de calibracion (200 ppm). El contenido de flavonoides totales en cada especie fue determinado
usando el método de cloruro de aluminio, los reactivos utilizados fueron NaNO. (5% p/v), AICls (10% p/v), NaOH
1My agua destilada. Para la preparacién de las muestras (vegetales y quercetina) se mezclaron 50 pL del extracto
vegetal, 2.5 mL de agua y 150 puL de NaNO2 (5% p/v), dejandose reposar por 6 min, una vez transcurrido el tiempo,
se adicion6 300 pL de AICI; (10% p/v), por 5 minutos mas, finalmente se adicion6 1 mL de NaOH [1 M]; cada
muestra se leyo por duplicado a 510 nm en un espectrofotometro UV-Vis HACH DR600. El uso de quercetina
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como estandar interno fu e debido a que es uno de los polifenoles presentes en el té verde, es asi como se permitira
cuantificar el contenido de flavonoides que hay presentes en los extractos a analizar. Los resultados se expresaron
en mg equivalentes de quercetinay acido galico por gramo de muestra seca (mg/g).

% Actividad antioxidante utilizando ABTS

La generacidn del radical ABTS (acido 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), se realiz6 mediante la
mezcla de volimenes iguales de una solucién de 7.0 mM de ABTS y 2.45 mM de persulfato potasico, después se
prosiguié a su almacenamiento en la oscuridad durante un periodo de 12-16 h para completar la reaccion.
Posteriormente, la solucion resultante se diluy6é con metanol 75% hasta conseguir una absorbancia de 0.70 + 0.35
UA a 735 nm. Las muestras se prepararon mezclando 120 pL de agua desionizada, 10 pL de buffer de fosfatos (100
mM, pH=7), 50 uL de solucion ABTS y 10 uL de muestra (tanto vegetal como estandares), después de 10 minutos
la absorbancia fue medida a 470 y 735 nm. Por otro lado, se construyeron dos curvas de calibracién con
quercetina y acido galico como estandar interno y externo, las cuales fueron leidas a 370 y 289 nm,
respectivamente. La concentracién de los extractos vegetales utilizados para esta prueba fue de 100 mg/mL.

Cromatografia de liquidos para extractos vegetales

HPLC-DAD (High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector, por sus siglas en inglés): Se
tomaron 20 pL de cada extracto se centrifugan a 10 000 g se diluyeron 20 veces con acetonitrilo 30% y 20
ML de &cido formico 0.1%. En un cromatégrafo Agilent 1200 con detector DAD (diode-array detector, por sus siglas)
se inyectan 10 pL de cada muestra en una columna, donde se encontraron los siguientes resultados: Symmetry c18
(3.5um x 4.6; 7.5 cm); Flujo de 1.2 ml/min; Temperatura: 40°C y un gradiente: 10 a 40% de acetonitrilo de 0 a 10
min; 10-12 min disminuyendo 60-10% de aguay reestableciendo el equilibrio de columna a condiciones. Las muestras
fueron leidas a diversas longitudes de onda (254, 280, 310 y 350 nm) para analizar la absorbancia en cada una de éstas.

Pruebas y Resultados

Los tipos de metabolitos secundarios presentes en los extractos vegetales fueron flavonas y flavonoides, tal como
se muestra en la Tabla 4. En el caso de los flavonoides, se encontrd una estrecha relacion entre dicho metabolito y su
actividad antioxidante, debido principalmente a la presencia de grupos fendlicos, mismos que mediante reacciones
complejas neutralizan los radicales libres generados por diversos factores. En relacion con la prueba de porcentaje de
humedad, esta indicé que la muestra con mayor humedad fue la chaya con un 84%, seguido de nispero, guayaba
y mezquite, con valores de 45%, 42% y 22%, respectivamente. En la Tabla 5 se indican las masas iniciales y finales
de cada una de las muestras, ademas del porcentaje de humedad de éstas.

Prueba H2S04 NH40H NaOH
Flavonas + + +
Flavonoides + + +
Chalconas - - -

Dihidroflavonas
Antocianinas - - -
Antocianidinas - - -
Tabla 4. Resultados de las pruebas del tipo de metabolito secundario presente en los extractos, + (positivo) y - (negativo) a la
especie.

10

Muestra Masa inicial (g) | Masa final (g) | % de humedad
Nispero 7.27 3.98 45.23
Chaya 5.10 0.77 84.92
Mezquite 4.46 3.48 21.97
Guayaba 6.81 2.90 42.59

Tabla 5. Porcentaje de humedad de cada muestra vegetal.
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En cuanto a la aplicacion de métodos espectrofotométricos, se consiguié determinar el contenido de flavonoides
totales en las muestras metandlicas asi como conocer su porcentaje de actividad antioxidante.
Con respecto al porcentaje de actividad antioxidante se determind que el extracto vegetal de guayaba presenta un
valor mayor en comparacion al té verde, siendo de 95.35 % y 93.93 %, mientras que mezquite, nispero y chaya les
preceden con valores del 93.78% y 93.57%, respectivamente. En la Tabla 6 se muestran los resultados de dicho
ensayo.

Muestra % Actividad antioxidante
Guayaba 95.3591
Nispero 93.7884
Mezquite 93.7884
Chaya 93.5742
Té verde 93.9312

Tabla 6. Porcentaje de actividad antioxidante de muestras vegetales de interés.

En relacién a los resultados obtenidos por cromatografia de liquidos, se encontré que la guayaba cuenta con picos
cromatogréficos de interés entre los que se escogieron principalmente dos: un pico con un tiempo de retencion de 2.031
y 830.5 mUA y el otro con un tiempo de retencion de 7.387 y 69.6 mUA. En la Figura 1 se muestra el cromatograma
de la guayabay en la Figura 2 se muestra el cromatograma del té verde.

DAD1 A, Sig=254.8 Ref=400,20 (ALEJANDRAVA-PLANTA 2019-09-27 15-13-533\PLANTAO00005.0)
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Figura 1. Cromatograma de guayaba a 254 nm.
DAD1 A, Sig=254.8 Ref=400.20 (ALEJANDRAA-PLANTA 2019-09-27 15-13-53\PLANTA000004.0)
maLl | T
200 —|
150 |
100 | g
E & o T Sen
50 | = - = on 8 @ = mm 2 om 8 b o 2 B =
: LI R wppes@ie ! ¢ i o
0] L har Lo, i I - T . Lz o ke oo
T ; T T T : . .
2 4 -] a8 10 12 14 min

Figura 2. Cromatograma de té verde de 254 nm.

Conclusiones

Las especies propuestas presentan dos clases de metabolitos secundarios de interés: flavonoides y flavonas,
mismas que les confieren propiedades antioxidantes. En el caso particular de los flavonoides, se ha encontrado que
este metabolito puede representar una alternativa terapéutica para la regulacion de la hiperglucemia, siendo posible
que sea utilizado como agente antihiperglucemiante, ademas, en el caso particular de la guayaba se encontr6é que
posee una buena actividad antioxidante en comparacion con el té verde. Los cromatogramas indican que, de igual
manera, la guayaba también presenta picos cromatogréficos con valores de mUA superiores a los encontrados en el
té verde.

Limitaciones

Las principales limitaciones que tuvimos al realizar nuestra investigacion se basan en no haber podido continuar
con ella, esto debido a la contingencia sanitaria que se ha presentado, por otro lado, otra de las limitaciones fue no
contar con el equipo necesario en nuestras instalaciones, ya que es necesario el uso de un cromatografo de gases
acoplado a masas para poder determinar cudles son los componentes de las muestras alcohélicas evaluadas. Al
continuar la investigacion se podrian definir diferentes ensayos para la identificacion de metabolitos secundarios, asi
como calcular el % actividad antioxidante con otro tipo de antioxidante estandarizado.
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Recomendaciones

Aquellos investigadores interesados en continuar con nuestra investigacion podran centrarse en estudiar los efectos
de los extractos de guayaba con respecto a la glucosa, asi como realizar el analisis en MS para caracterizar las especies
presentes en los extractos de guayaba.
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