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RESUMEN

La determinacion de la actividad antioxidantes de los extractos y fracciones de
hojas de la especie Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, fue realizada por los dos métodos de decoloracién de los radicales
DPPH* y ABTS*". Ambos métodos se utilizaron sobre los extractos de hojas (eter
de petréleo, diclorometano, acetato de etilo y etanol) y fracciones de los extractos
de hojas (éter de petréleo, diclorometano, acetato de etilo y metanol).

Las concentraciones usadas fueron 12.5, 25, 62.5 125 y 250 miligramos de
extracto por litro de Metanol. Presentando mayor actividad antioxidante por el
método DPPH* y ABTS*" a la fraccion metanol del extracto etanol con un ICs, de
1.51 miligramos por litro de metanol por el ensayo de DPPH* y 20.15 miligramos
por litro de metanol para el ensayo de ABTS*" respectivamente, siguiéndole la
fraccion de acetato de etilo del extracto acetato de etilo con un ICso de 29.90
miligramos de extracto por litro de metanol por el ensayo de DPPH* y 20.87
miligramos de extracto por litro de litro de metanol por el método ABTS*".

Las fracciones con los solventes de menor polaridad por ambos métodos no
presentan una actividad antioxidante.

La preparacion de los extractos y fracciones de hojas de la especie vegetal
Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, fue realizada
en conjunto por el grupo de investigacion de productos naturales PRONAUDCA y
la facultad de ingenieria ambiental de la Universidad El Bosque.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los productos naturales provenientes de plantas son valorados por el hombre como
fuente de principios activos para uso medicinal (Farnsworth et al., 1992); en la
actualidad estos productos vuelven a tomar un lugar preponderante en nuestro
entorno. Existen importantes factores que se convierten en el punto de partida para
la busqueda de nuevos compuestos de origen natural, que puedan contribuir a la
disminucién en el consumo de productos obtenidos por sintesis quimica.

Las plantas liberan al medio una gran cantidad de sustancias biolégicamente
activas denominadas metabolitos secundarios, que generan una serie de
interacciones conocidas como aleloquimicas; estas interacciones actian como
antioxidantes, repelentes, antimicrobianos, citotoxicos, etc. Los productos finales de
metabolitos secundarios no son esenciales ni de presencia universal en las plantas.

Una actividad importante que se aprovecha de estos metabolitos secundarios
presentes en las plantas es la presencia de compuestos antioxidantes; metabolitos
que actuan contra los radicales libres. Moléculas que desempefian un importante
papel como mediadores en la regulacion de varios procesos. Conocer este tipo de
propiedades presentes en las plantas, nos permitiria obtener un nuevo compuesto
gue favorezca la captura de radicales libres.

Un considerable nimero de estudios han sido encaminados hacia la evaluacion de
actividades antioxidantes en extractos de especies Colombianas. Se ha escogido la
especie del género Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Rob,
gue ha mostrado potencialidad medicinal y que prospera en Colombia; a la que se
le ha demostrado actividades bioldgicas como: antiprotozoaria (leishmaniosis y
chagas) y citotéxicas y que produce variedad de metabolitos secundarios, a los que
se les atribuye las actividades antes descritas. (Rodriguez y Torrenegra ,2007)

En Colombia se reportan veintisiete especies de Chromolaena entre las cuales esta
la Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, que prospera
en la zona Cundiboyacense Santander y Bolivar y que pueden ser una especie
potencialmente utilizada. Este trabajo busca evaluar la capacidad antioxidante de
los extractos y fracciones de diferentes polaridades de las hojas de ésta especie,
para poder ser aprovechadas en la formulacion de nuevos compuestos cosmeéticos,
farmacos o alimenticios.

El estudio de estas interacciones quimicas debe conducirnos hacia unas metas
naturales y hacia la busqueda de mayor informacion que nos permita aprovechar
dicho potencial en beneficio de la humanidad y de los ecosistemas.



Por estas razones expuestas, se generd la necesidad de investigar la actividad
antioxidante de estos extractos y fracciones de las hojas de esta planta.

La presente investigacion consiste en extraer y fraccionar con solventes de diferente
polaridad las hojas de la especie vegetal Chromolaena perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson; y determinar su actividad antioxidante por los métodos de
decoloracién de radicales libores DPPH* y decoloracion del radical ABTS*".



2. INTRODUCCION

La mayoria de los compuestos de origen vegetal con alguna actividad biologica
provienen de los denominados metabolitos secundarios, estas sustancias se han
desarrollado durante millones de afios a través de evolucion, como respuesta a
factores externos como ambientales, depredadores, patdgenos, interaccion planta-
animal, proteccion, entre otros. Ante ello los metabolitos secundarios presentan
diversas actividades de tipo quimico y bioldgico, de interés en el sector de
alimentos, farmacoldgia, farmacognosia, polimeros, pinturas, cosméticos,
agroquimica y toxicologia, entre otros. (Hostettmann, K., 1999; Horan, |. et al,
2003).

Del género Chromolaena, han identificado compuestos de tipo sesquiterpenos,
triterpenos, flavonoides, flavanonoles, acidos grasos de la forma prostaglandina,
sesquiterpenlactonas, diterpenos, ent-clerodanos, chalconas metiladas,
germacranolidos y derivados del labdano y actividades como: plaguicida,
repelente, insecticida, tripanomicida, antibacterial y antimicobacterial, efecto
antiprotozoario, antioxidante; citotoxicidad, mutagenicidad, proliferacién de
gueratocitos humanos y proliferacion de fibroblastos entre otros.

De Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, se
evidencio la actividad de un flavonoide que induce la muerte celular en células
tumorales y proliferacion en células normales. (Arango et al 2007)

En los ultimos afios el interés por los antioxidantes naturales se ha incrementado
drasticamente, debido a varias razones como son la baja seguridad que ofrece el
consumo de antioxidantes obtenidos por sintesis quimica, la eficacia antioxidante
de una variedad de agentes fitoquimicos, y la idea generalizada de que el
consumo de ciertos agentes fitoquimicos pueden afectar de manera positiva la
patologia de las enfermedades crénicas y el proceso de envejecimiento; ademas,
la creencia de que los compuestos naturales son innatamente mas seguros que
los compuestos sintéticos y por consiguiente son comercialmente mas aceptados.
(Dorman et al., 2004).

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico
pueden ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos
fendlicos, flavones, flavonoles, catequinas, antocianinas y proantocianinas los
cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar como donadores de
hidrogenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades
degenerativas. (Marwah et al., 2007)

La identificacion de antioxidantes en productos naturales, exalta el reciente interés
en la promocién de la salud, la conservaciéon de productos alimenticios, farmacos y
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cosmeéticos entre otros productos que dependen de la estabilidad de sus
compuestos. La relacion que se obtiene entre los radicales y el envejecimiento
celular y la estabilidad de los productos, que se reflejan en muchas enfermedades
como la arteriosclerosis y enfermedades vasculares relacionadas, etc., y el
enrranciamiento de productos alimenticios y el deterioro de productos de
consumo, se ha traducido en el desarrollo de numerosos ensayos para identificar
propiedades que puedan prevenir el dafio de estos productos e identificar
deficiencias en el organismo, para poder salvaguardar la salud.

Dado los anteriores argumentos toma importancia la biusqueda y la medida de
antioxidantes, se han generado una serie de técnicas para la evaluacion de los
mismos, entre la mas usadas estan las espectrofotométricas, que se basan en la
medida de la reaccion con radicales libres estables, tales como son: el cation
radical del acido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-bencenosulfénico-6) (ABTSY), el
2,2- difenil-1-picrilhidracilo (DPPH¥*)

Ante esto, ésta investigacion se enfocd en la evaluacion de la actividad
antioxidante de extractos y fracciones de diferentes polaridades de las hojas de la
especie vegetal Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, por los métodos de decoloracién de los radicales ABTS*" y DPPH*
mediante el uso de la técnica espectrofotométrica UV-VIS (Ultravioleta-Visible).

2.1Justificacion

En Colombia contamos con cerca del 15% del total de especies vegetales a nivel
mundial, también contamos con una gran variedad de ecosistemas debido a
nuestra ubicacion geogréfica en la zona ecuatorial, por ello a lo largo de los afios
se han estudiado las propiedades medicinales de dichas plantas para el
tratamiento de enfermedades debido a su amplio uso generacion tras generacion
en diversas comunidades, sin tener en cuenta un principio activo responsable de
estas facultades. Hoy en dia la busqueda de compuestos que tengan
caracteristicas antioxidantes, y la tendencia de obtener productos de origen
natural, ha conllevado a investigaciones de origen fitoquimico.

Este proceso ha generado la necesidad de encontrar especies vegetales que
presenten esta actividad biolégica para poder ser aprovechadas en la obtencion
de nuevos alimentos o fitofarmacos. La presente investigacién se orienta para el
conocimiento biolégico de la especie vegetal Chromolaena perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson. El propoésito fundamental es preparar
extractos por extraccion fraccionada con solventes de diferentes polaridades de
las hojas de la especie seleccionada, evaluarle su actividad antioxidante para una
posible aplicacion en el campo de la medicina y la farmacologia; de esa forma se



pretende comprobar si el uso de ella es similar al de otras especies de uso
reconocido con propiedades medicinales.

Se obtendra informacién bésica y aplicada que podra ser aprovechada por grupos
de investigacion multidisciplinarios para el desarrollo de nuevos productos, dentro
de una visién de uso sostenible de los recursos vegetales endémicos nativas
colombianas. Esta investigacion busca evaluar la capacidad antioxidante en los
extractos y fracciones de diferentes polaridades en hojas Chromolaena perglabra
(B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.

2.2Delimitacion

En la presente investigacion se estudiaron los extractos y fracciones de diferentes
polaridades de hojas de la especie vegetal Chromolaena perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson, obtenidas por el grupo de investigacion de
productos naturales PRONAUDCA vy la facultad de ingenieria ambiental de la
Universidad El Bosque; se determind por los métodos de decoloracion del radical
DPPH* y método de decoloracion del radical ABTS*" la capacidad antioxidante de
fracciones y extractos de hojas de la planta en estudio.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante mediante analisis por los método ABTS*" y
DPPH* de extractos y fracciones de hojas de la especie vegetal Chromolaena
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.

3.2. Objetivos especificos

e Extraer con solventes de distintas polaridades y obtener fracciones de
diferente polaridad de las hojas de Chromolaena perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson.

e Determinar por método de decoloracion de radicales libres DPPH* la
actividad antioxidante de los extractos y fracciones de hojas de
Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.

e Determinar por método de decoloracion del radical ABTS*" la actividad
antioxidante delos extractos y fracciones de hojas de Chromolaena
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.



4. MARCO DE TEORICO
4.1 Familia Compositae (Asteraceae)

La familia Asteraceae o Compositae se distribuye en todos los continentes,
excepto en el Antartico, y comprende cerca de. 24000 especies, por lo cual es
considerada la familia de plantas con mayor nimero de especies descritas en el
planeta. Entre las Asteraceae no existen especies marinas y la acuaticas
dulceacuicolas muy escasas; suelen ser abundantes en zonas montafiosas y
zonas aridas, mientras que son escasas en las selvas tropicales bajas (Cabrera
1978). La familia Asteraceae comprende 1535 géneros agrupados 17 tribus en
tres subfamilias y, mientras que la clasificacion recientemente propuesta por (Funk
et al. 2009), con base en caracteres morfolégicos y moleculares, reconoce 1600-
1700 géneros, 43 tribus y doce subfamilias.

4.1.1 Habitats

La familia esta distribuida en todo el planeta, por lo tanto esta considerada como
cosmopolita, donde las especies de esta gran familia se encuentran desde zonas
frias, templadas, sub-tropicales, hasta zonas tropicales. Se encuentran
especialmente en regiones aridas, semiaridas abiertas y regiones montafiosas de
latitudes tropicales.

4.1.2 Genero Chromolaena

El género Chromolaena pertenece a la tribu Eupatorieae, subtribu Praxelinae (King
& Robinson, 1970a; Funk et al., 2009) y comprende cerca de 170 especies (King &
Robinson, 1970b; Prusky, 1997; Badillo, 1995; Turner, 1991a, 1991b), de las
cuales 27 se registran para la flora colombiana. Este grupo se distribuye entre el
nivel del mar y los 3900 m de altitud, desde el sur de los Estados Unidos hasta el
sur de Argentina, con mayor concentracion de especies en Brasil.

Las especies de Chromolaena se reconocen morfologicamente por ser hierbas,
arbustos o, raras veces, lianas, con hojas opuestas, sin florescencias de capitulos
corimbosos o tirsoideos, raramente solitarios, involucro cilindrico alargado con
filarias decrecientes, fuertemente imbricadas y con el apice coloreado, las cuales
permanecen agrupadas hasta después de la antesis, cuando se abren y
desprenden dejando el receptaculo completamente desnudo; el estilo es glabro y
no se engrosa en su base, las ramas estigmaticas son lineales o ligeramente
engrosadas distalmente, el aquenio es prismatico y generalmente presenta cinco
costillas; el papo presenta abundantes cerdas escabridas y persistentes (King &
Robinson, 1970; Bremer, 1994). De acuerdo con King & Robinson (1970),
Chromolaena se diferencia de los demas géneros de Praxelinae por presentar
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papo con numerosas cerdas capilares escabridas, receptaculo liso a ligeramente
convexo, asi como corolas con tubo delgado y I6bulos tan largos como anchos.

Este género de Chromolaena es una planta herbacea con arbustos erectos o
dispersos en el suelo, distribuida en Colombia, la especie en estudio se encuentra
en el departamento de Cundinamarca, Valle del Cauca, Antioquia y Boyaca, cuyo
origen es silvestre.

4.1.2.1 Etimologia

Chromolaena proviene del griego chroma que significa color y laina que significa
capa, lo cual hace referencia a las filarias coloreadas observadas en algunas
especies del género.

4.1.2.2 Propiedades bioldgicas del género Chromolaena

Durante los ultimos afios, las especies de Chromolaena han sido estudiadas en
Colombia en el campo de la fitoquimica y la medicina, dado su potencial como
productora de sustancias antifingicas, antibacterianas y antitumorales. Asi por
ejemplo, Sanabria-Galindo et al. (1989), Sanabria-Galindo & Carrero (1995),
Rodriguez-A. & Torrenegra (2007) y Garcia-Sanchez et al. (2008) aislaron y
corroboraron la efectividad de sustancias responsables de la actividad antimicética
y antibacteriana en Chromolaena tequendamensis, Chromolaena tacotana,
Chromolaena perglabra, Chromolaena subscandens y Chromoleana bullata,
respectivamente. Rodriguez-Aguirre. (2008) evalué los compuestos quimicos y
potencial de los extractos, fracciones 0 sustancias puras en actividad
antiparasitica (Chagas y Leishmaniasis), actividad citotoxica y antitumoral de
Chromolaena perglabra, Chromolaena tacotana, Chromolaena bullata,
Chromolaena subscandens, Chromolaena. leivensis y Chromolaena scabra,
encontrando que estos poseen potencial para ser utilizados en medicina.

Entre las sustancias aisladas de Chromolaena scabra se encuentran Esteres de
acidos grasos: Hexadecanoato de metilo, Hexadecanoato de etilo, Linoleato de
etilo, 9, 12, 15 Octadecatrienoato de etilo, Octadecanoato de etilo. Terpenos: Fitol
Esteroles: Estigmasterol; 7,16-dien-3-Estigmasterol; 7,25-dien-3-Estigmasterol
gamma Sitosterol y beta Sitosterol; Fenoles simples: Catecol, Flavonoides:
Quercetina Mientras que de las flores se identificaron: los esteroles Estigmasterol
y gamma Sitosterol. (Garzon 2008)

En relacién con lo anterior vale la pena sefialar que de acuerdo con lo registrado,
algunas especies de Chromolaena son utilizadas en la medicina popular de
Colombia, asi por ejemplo, tenemos que en Cundinamarca, Chromolaena leivensis
es utilizada como diurético o en remedios caseros anticancerigenos y contra la
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sifilis Por su parte Chromolaena odorata es utilizada en Narifio como remedio para
el paludismo, en el Cauca se emplea para quitar dolores neuralgicos; para ello se
toma en infusion o se realizan masajes sobre la parte del cuerpo adolorida, en San
Andrés Islas con las hojas se prepara un té que se toma para el dolor del cuerpo o
del estbmago y en el Huila se toma en infusibn como descongestionante y se
utiliza ademéas como cataplasma antirreumatico. (Rodriguez, C. Betsy. 2013)

Asi mismo, se encontr6 que Chromolaeba tacotana es considerada como una
hierba medicinal ya que sus hojas machacadas con agua y aplicadas sobre una
herida tienen accién coagulante, especificamente en el Huila esta especie es
utilizada para calmar el dolor de estbmago, dolores bajos (matriz) y la vaginitis |,
mientras que Chromolaena subscandens en Cundinamarca se utiliza para aliviar
las inflamaciones. (Rodriguez, C. Betsy., 2013)

Con respecto a la Chromolaena bullata se identificé que un flavonoide (CB2)
induce la activacion de células dendriticas humanas, este proceso es fundamental
para identificar y determinar si este flavonoide posee actividad antitumoral o
inmunorreguladora.

4.1.2.3 Propiedades quimicas de las Chromolaenas

El Grupo de Investigacion Fitoquimica de la Universidad Javeriana (GIFUJ) ha
desarrollado estudios de especies del género Chromolaena, estudiando
especificamente la, Chromolaena subscandens, (Guzman et al. 2007) Chromolaena
perglabra (Rodriguez 2007) y Chromolaena tacotana (Rodriguez et al 2005). A
continuacion en la tabla 1 se consignan diferentes compuestos quimicos entre ellos
flavonoides, lactonas sesquiterpenicas y triterpenos identificados en especies del
genero Chromolaena.

Estructuray nombre Tipo Fuente

~ C. arnottiana

‘ X Sesquiterpenoide C. pseudoinsignis

C. corymbosa
B-farneseno

| on _ _ C. pseudoinsignis
Diterpenoide o
C. christieana
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Fitol

@]
CHs0 N~ 0oH Acido hidroxicinamico
HO
Acido ferulico C. odorata .
0. OH
Acido hidroxicinamico
OH
OH
Acido protocatéquico
[EJ[ _ _ C. chasleae
1 } __/ Triterpenoide L
JQUL C. christieana
HO" ™7
Estigmasterol

HO

CI ; O

| Chalcona C. chasleae
OH (o]
5,7-dihidroxichalcona
) O O
C | Flavanona C. chasleae
OH (0]
5,7-dihidroxiflavanona
i O O
O oH Flavanonol C. chasleae
H,C—0 \
OH o)
5,7-dihidroxi-6 —metoxi-flavanonol
Flavona C. heteroclinium

5,6,7,4’,5'-pentametoxiflavona
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HaC—O o
O ‘ OH

| oH oH Flavonol C. meridensis
HO

5,4’ 5-trihidroxi -7-metoxiflavonol

Tabla 1. Ejemplos de metabolitos secundarios aislados de especies del género Chromolaena.
(Fuente: Autor).

4.1.2.4 Ensayos de antioxidantes sobre el género Chromolaena

Del género Chromolaena se han desarrollado diferentes pruebas identificando la
actividad antioxidante de algunas de las plantas de este género, varias de estas
pruebas se han desarrollado por el método de actividad de radicales libres,
método de decoloracién de radicales DPPH*, por el método FRAP y ABTS ™.

e En 1992 Irobi et al en 2000, en 2001 Phan et al, en 2004 y Suksamrarn et al,
realizaron analisis al género Chromolaena, a las especies Chromolaena
odorata, C. hirsute y C. moritziana donde se evaluaron diferentes
actividades de cada una de ellas entre estas estan su actividad pesticida,
repelente, antiprotozoaria, insecticida, tripanocida, anti-bacterial, anti-
micobacterial, citotoxica, antioxidante, mutagénica, de proliferacion de
keratocitos humanos y proliferacion de fibroblastos entre otras.

e En el afilo 2000 investigadores de la Universidad de Port Harcourt, de la
facultad de ciencias, del departamento de bioquimica de Nigeria
conformada por Igboh et al., identificaron el perfil quimico de la
Chromolaena odorata.

e En el afio 2001 un grupo de profesionales del Hospital de Singapore, del
departamento de cirugia plastica y del departamento de farmacia de la
universidad nacional de Singapore y del Laboratorio Jodrell, Jardin Botanico
Real de Kew, Surrey, de Inglaterra, conformado por Toan-Thang Phan et
al., hallaron los compuestos fenolicos de Chromolaena odorata que pueden
proteger las células de la piel cultivada del dafio oxidativo: Implicaciones
para la curacién de heridas cutaneas.

e Desde el 2003, 2004 y el 2006 Taleb-Contini et al, estudio las propiedades
de dos diferentes especies de Chromolaena, la Ch. Squalida y la Ch.
Hirsuta, donde identifico propiedades antimicrobianas y antioxidantes.

e En el 2007 un grupo de estudiantes del Federal University of Technology,
Nigeria, conformado por Akinmoladun, et al., desarrollaron un proyecto
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sobre los constituyentes fitoquimicos y propiedades antioxidantes de las
hojas de Chromolaena odorata.

e A finales del 2010 un grupo de estudiantes del instituto de Roland de
ciencias farmacéuticas, de Berhampur, India, conformado por K. Srinivasa
Rao, et al.,, evaluaron la actividad antioxidante tola del contenido de
compuesto fendlicos de la Chromolaena odorata por el ensayo de TEAC
(capacidad antioxidante equivalente a Trolox).

4.1.2.5 Descripcion taxonGmica

Reino Plantae

Clase Magnoliateae

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae (Compositae)

Tribu Eupatorieae

Género Chromolaena

Especie Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson.

4.1.26 Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson

Arbusto hasta 2 m de altura. Esta especie se caracteriza entre las Chromolaena
presentes en Colombia por tener ramas y sin florescencias glabras, lamina foliar
por la haz lisa, glabra y nitida, margen aserrada, capitulos generalmente sésiles
en glomérulos 3-5 capitulados y 5-6 flosculos por capitulo. Su mayor afinidad se
presenta con Chromolaena baccharidifolia; no obstante, se aparta de ésta por el
menor numero de flosculos y el menor numero de filarias; adicionalmente presenta
peciolos mas cortos (hasta 1.8 cm vs. hasta 2.5 cm de largo), ldmina foliar nunca
glandulosa por la haz, rara vez glandulosa por el envés (vs. lamina foliar a veces
glandulosa por la haz, siempre glandulosa por el envés), capitulos sésiles o con
pedicelos hasta 0.3 cm de largo (vs. capitulos sésiles o con pedicelos hasta 1.1
cm de largo) y corola con tubo de mayor longitud (1.2-3 mm vs. 1-1.2 mm).

Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.Robinson crece en areas
intervenidas de bosque alto andino dominado por robles, bordes de bosque,
bordes de carretera o caminos. (Rodriguez, C. Betsy., 2013)

Esta especie endémica de Colombia. Se registra en la region Andina en los
departamentos de Boyaca, Cundinamarca y Santander, entre los 1990 - 3000m.
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Un registro sitia a una Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson en el departamento de Bolivar, sobre los 500m, alejandose asi del
centro de mayor concentracion de las poblaciones de esta especie y del limite
inferior reconocido para ésta en el territorio nacional.

4.1.2.7 Antecedentes

En Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, Rodriguez
Aguirre Oscar. & Torrenegra Rubén encontraron extractos y fracciones de
diferente polaridad que presentaron una actividad moderada frente a amostigotes
de L. panamensis (Leishmaniosis) y epimastigores T. cruzi (Chagas), ademas
encontraron extractos y fracciones Petrol para hojas y tallos que presentan alta
toxicidad frente a células U937. (Rodriguez y Torrenegra, 2007)

4 2Radicales

Un radical libre, por definicion, es una molécula o simplemente un atomo con un
electron no apareado, convencionalmente simbolizado por un punto sobre la
molécula o &tomo. (Parker et al 2002)

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas o no, que en su estructura atbmica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que
genera gran inestabilidad, sefalizado por el punto situado a la derecha del
simbolo. Poseen una estructura birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida
media corta, por lo que actian cercano al sitio en que se forman y son dificiles de
dosificar. Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuitarias y
difusibles que se producen por diferentes mecanismos entre los que se
encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de
electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones de oxidacion,
por lo que producen dafo celular (oxidativo), al interactuar con las principales
biomoléculas del organismo. No obstante lo expresado anteriormente, los
radicales libres del oxigeno tienen una funcion fisiolégica en el organismo como la
de que participan en la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, favorecen la
sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen
la sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la
biomembrana y favorecen la quimiotaxis. Existe un término que incluye a los
radicales libres y a otras especies no radicalicas, pero que pueden participar en
reacciones que llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes y son las
especies reactivas del oxigeno (EROS).

Las formas en las que actia un radical en un sistema biologico, son por medio de
los procesos oxidativos, cabe sefialar que la oxidacién de moléculas biol6gicas no
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siempre es un proceso dafino. Hay algunas funciones fisioldgicas, que dependen
de la formacion de productos oxidados, por ejemplo los resultados de la oxidacion
lipidica enzimética en la formacion de prostaglandinas biolégicamente activas y
otros compuestos bioldégicamente activos, etc. Sin embargo, “el coctel de radicales
libres" puede ser una causa de potentes eventos dafinos, y por lo tanto, el
organismo tiene que desarrollar potentes sistemas de proteccion anti-radical.
Tradicionalmente, estos sistemas se denominan sistemas antioxidantes. (Yu,
2008)

Los radicales libres juegan un papel muy importante en muchos procesos
bioldgicos incluyendo secuencia de reacciones metabdlicas, sefiales celulares,
respuesta inmune y variedad de condiciones patoldgicas y fisiolégicas (Ansari. et
al. 1997). Los radicales libres son generados en medio biolégicos como un
resultado de reacciones asociadas con reacciones biolégicas, que involucran
oxigeno en el metabolismo.

4.2.1 Deteccion de radicales libres por tiempo

Los radicales libres son altamente reactivos e inestables comparados con su
similar ion. La presencia de los electrones no apareados tiene una consecuencia
sobre su reactividad en general es muy alta de tal especie. Esto, por supuesto,
refleja el deseo genuino de la especie “radical” para alcanzar el estado energético
mas favorable mediante el acoplamiento de su espin desapareado formando un
nuevo enlace entre dos &tomos. En consecuencia, muchas de las reacciones que
se encadenan, ocurren tan pronto como las dos especies que reaccionan, se
demoran en conocerse. (Timofeevich. 2005)

La deteccion y cuantificacion de estas especies es critica para descifrar la
secuencia de reacciones celulares y entender los mecanismos de la enfermedad y
su funcion. Las reacciones de radicales libres son generalmente muy rapidas y por
lo tanto, escapan en un experimento a cualquier deteccidon directa en un proceso
in vivo en tiempo real. Afortunadamente las constantes de velocidad absoluta es
una propiedad inherente de cualquier sistema reactivo particular, por lo tanto en
modelos in vitro se podra determinar el recipiente “biolégico” adecuado y la forma
adecuada de identificar su presencia en este recipiente, lo que falta es saber la
forma en la que ocurren e intervienen los radicales libres en los procesos
bioldgicos. (Armstrong et al. 1998)

Desde el punto de vista cientifico, la reaccién de un radical, a través de un proceso
de difusion controlada, con sustratos que se encuentran presentes en una
concentracion, la reaccion se presenta en un periodo de tiempo de milisegundos,
por lo tanto cualquier técnica para el estudio directo de las reacciones rapidas, en
consecuencia debe haber un sistema de deteccidn rapida, para el andlisis de la
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cinética del radical (solo entonces se permite ver como actia el radical), una
caracteristica que debe poseer el radical para ser estudiado, es que debe poseer
una caracteristica perceptible, de hecho, la mayoria de los radicales son de color,
no necesariamente en la parte visible del espectro, pero las regiones del IR y UV
son igualmente accesibles por los modernos estudios de tiempo para resolver la
espectroscopia 6ptica. En principio, como cualquier otra propiedad detectable con
una resolucién de tiempo apropiado es adecuado (Baxendale J. et al. 1982).

4.3 Antioxidantes

Los Antioxidantes son compuestos los cuales pueden inhibir o retardar la
oxidacion de otras moléculas inhibiendo la iniciacion y/o propagacién de las
reacciones en cadena de los radicales libres. Los antioxidantes se dividen en dos
categorias principalmente que son: sintéticos y naturales. En general los
antioxidantes sintéticos son compuestos de estructuras fendlicas con varios
grados de sustitucién alquilica, mientras que los antioxidantes naturales pueden
ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos),
compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos vy
aminas) o carotenoides asi como el acido ascorbico. Los antioxidantes sintéticos
como el BHA y BHT (Butil — hidroxianisol y Butil - hidroxitolueno) han sido
utilizados como antioxidantes desde principios del siglo pasado. Sin embargo, se
han impuesto medidas de precaucion y se ha restringido su uso debido a su
carcinogenicidad. Debido a esto, el interés por los antioxidantes naturales se ha
incrementado considerablemente ya que la capacidad de  actuar como
antioxidante se ha demostrado en el laboratorio y mencionado en la literatura.

Muchos antioxidantes naturales, en especial los flavonoides, muestran un amplio
rango de efectos bioldgicos incluyendo funciones antibacteriales, antivirales,
antiinflamatorias, antialergénicas, antitrombéticas y vasodilatadores. Una terapia
antioxidante provee una alternativa barata para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo ya que se ha demostrado el efecto
antioxidante de productos naturales provenientes de las plantas8. La actividad
antioxidante y su relacion con la propiedad curativa de una gran cantidad de
plantas medicinales han sido reportadas en diversas investigaciones.

4.3.1 Sistemas antioxidantes

Los sistemas antioxidantes, son usados en el sistema fisiolégico como proteccion
de radicales, donde se encuentran numerosos compuestos de diversas
estructuras, como enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa,
peroxidasa, etc.), antioxidantes enddgenos de bajo peso molecular (glutation,
acido urico, etc.), antioxidantes exogenos.
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4.3.2 Clasificacion de los antioxidantes
4.3.2.1 Antioxidantes primarios

Los llamados antioxidantes primarios previenen la formacion de nuevas especies
reactivas de oxigeno. Esto se consigue convirtiendo las especies reactivas de
oxigeno en moléculas menos perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, 0
evitando su produccion a partir de otras moléculas. En este grupo se destacan las
siguientes enzimas (Katalinic et al., 2005)

Las glutation peroxidasas (GPx), son dos enzimas selenio dependientes puesto
que este las mantiene activas (Cemeli et al., 2009). Para que ejerzan su accién
detoxificante por la reduccion del H,O, o los ROOH. La glutatién peroxidasa (GPXx)
esta ampliamente distribuida en los tejidos humanos y animales. Su forma
reducida glutationa (GSH) dona electrones y se encuentra a concentraciones
intracelulares a menudo en el rango milimolar. Las GPx son consideradas enzimas
con la mayor capacidad de remover peroxidos encontrados en el tejido humano.

La catalasa participa en el metabolismo del H,0O,, esta presente en la mayoria de
los 6rganos del cuerpo. Aunque su afinidad por el H,O, es inferior a la que
muestra la GPx, bajo condiciones de sobreproduccion puede asumir el papel
preponderante en la eliminacién del H,O,, ésta cataliza la reduccién de H,O, a O,
y H,O. A altas concentraciones de H,O,, la catalasa tiene la capacidad de
reducirlo, puesto que la catalasa requiere dos moléculas de H,O, para llevar a
cabo la su reduccion; por el contrario, a bajas concentraciones de H,O, decrece su
eficiencia (Cemeli et al., 2009).

Este grupo de antioxidantes primarios se completa con: el sistema de las
tiorredoxinas, que incluye las tiorredoxinas y la tiorredoxina reductasa, las cuales
soportan muchos procesos cruciales para la funcion celular, proliferacion celular,
defensa antioxidante y regulacién redox (Arnér, 2009), las transferrinas, regulan la
produccion extracelular de hierro y asi previenen la oxidacion de los tejidos (Kim et
al., 2008), la lactoferrina, la cual tiene la capacidad de capturar iones de hierro
libre lo cual le confiere muchas propiedades de antioxidante (Mulder et al., 2008).

La ferritina, proteina que funciona capturando el hierro libre intracelular que puede
convertirse en toxico para la células (MacKenzie et al., 2008), la ceruloplasmina y
las albuminas representan el antioxidante mas predominante presente en el
plasma, el cual esta expuesto a estrés oxidativo continuo (Roche et a., 2008).
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Imagen 1. Vias de peroxidacion lipidica (Marnett 1999).

4.3.2.2 Antioxidantes secundarios

Los antioxidantes secundarios capturan los radicales y evitan las reacciones en
cadena. Ejemplos de ellos son la vitamina E y C, B-caroteno y sustancias
enddgenas con capacidad antioxidante, entre las cuales se encuentran glutation

urato, bilirrubina y ubiquinona, sus estructuras se muestran en la figura 5 (Doria et
al., 2012).
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Imagen 2. Estructuras correspondientes a los antioxidantes secundarios de los mecanismos de
defensa en el organismo humano. (Podsedek, 2007)

La vitamina C, presenta muchas actividades biolégicas en el cuerpo humano; se
ha encontrado que esta puede reducir los niveles de proteina C-reactiva, un
marcador de la inflamacién y posiblemente un anunciador de enfermedades del
corazon (Podsedek et al., 2007).

La vitamina E pertenece a los antioxidantes liposolubles, su actividad biologica
incluye tocoferoles, tocotrienoles, especialmente a-tocoferol. La reaccién
predominante responsable de la actividad antioxidante del tocoferol es la donacién
de atomos de hidrégeno, donde se forma el radical tocoperoxil, como se muestra
en la figura 6 (Podsedek,et al., 2007).

4.3.2.3 Antioxidantes terciarios
Son los encargados de la reparacion de las biomoléculas dafiadas. En este grupo

se incluyen las enzimas endonucleasa apurinica/apirimidinica y polimerasa 3,
reparadoras del ADN (Page et al., 2009) y la metionina sulféxido redutasa.
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Los antioxidantes juegan un papel importante previniendo o aliviando afecciones
cronicas, incluyendo céancer, alteraciones cardiovasculares, cataratas,
arteriosclerosis, diabetes, asma, hepatitis, artritis e inmunodeficiencia (Siddhuraju
et al., 2007). Estos reducen el dafio oxidativo a los componentes celulares
causados por las ERO. El uso de los antioxidantes sintéticos en productos
alimenticios esta bajo estricta regulacion, debido a la incertidumbre sobre su
seguridad. Por esta razén hay un interés creciente en los antioxidantes naturales
para atenuar el dafio oxidativo (Jaitak et al., 2010), puesto que estos antioxidantes
derivados de plantas funcionan como captadores de oxigeno singlete y triplete,

eliminadores de peroxidos e inhibidores de enzimas (Choi, 2002).

4.3.3 Clasificacion de los antioxidantes

Con respecto al mecanismo de accion, los antioxidantes se pueden dividir en los
siguientes siete grupos. (Tabla 2).

Tipo de antioxidante Mecanismo de accién Ejgmplo de
antioxidante
Los antioxidantes que Estos son compuestos reductores con | Fenoles
q relativamente enlaces O-H y enlaces N-H | Naftoles

rompen las cadenas
por reaccién con
radicales peroxilo

débiles, que reaccionan facilmente con
los radicales peroxilo para la formacion de

Hidroquinonas
Aminofenoles

radicales intermedios de baja actividad. Diaminas
oo Estos son compuestos, que aceptan Quinonas
Los antioxidantes que facilmente los radicalés alquilo. Estos Nitronas
rompen las cadenas antioxidantes son eficaces. en Radicales estables
por reaccién con nitroxilo y

radicales alquilo.

concentraciones muy bajas de di-oxigeno
y en polimeros sélidos.

nitrocompuestos
carotenoides

Antioxidantes que
descomponen
hidroperoxido.

Estos son compuestos que reaccionan
con hidroperéxidos sin la formacion de
radicales libres.

Sulfuros

Fosfitos

Carbamatos

Algunos complejos de
metales

Proteinas

Aminoacidos

Oxidos de
Antioxidantes que Ligando  compuestos  metalicos a | hidroperdxidos
desactivan metales. compuestos inactivos Diaminas

Hidroxiacidos

Cadena ciclica,
terminacion por los
antioxidantes.

En otras palabras, la terminacion de la
cadena se produce como un proceso
ciclico catalitico (los antioxidantes se
regeneran en las reacciones de
terminacion de la cadena). La terminacion
de la cadena miltiple puede tener lugar,
por ejemplo, en los polimeros.

aminas aromaticas, los
radicales nitroxilo, y
compuestos que poseen
metales de valencia
variable

Los inhibidores de la

Algunos antioxidantes pueden interactuar

Antraceno
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accién combinada. con los radicales R* y RO,*. Sin embargo, | Metilenequinona
una molécula de inhibidor puede tener | Carbonatos
dos o mas grupos funcionales, cada uno | Tiofosfatos

de los que puede someterse a su propia
reaccion.

Cuando dos inhibidores mutuamente
mejoran sus efectos inhibitorios, es una
accion sinérgica.

Acido citrico
Acido ascorbico

Sinergismo de varios
antioxidantes.

Tabla 2. Mecanismos de accidn de algunos antioxidantes (Fuente: Emanuel E. et al., 1996.).
4.4 Determinacion de la actividad antioxidante
4.4.1 Medicidon de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de
oxidacion controlado (Clarkson 1995), la medicibn de una muestra oxidante,
pueden usarse intermediarios o productos finales para valorar la actividad
antioxidante.

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose
solo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test in
vitro para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de interés; sin embargo,
es necesario considerar que los modelos presenten diferentes variaciones puede
dificultar un poco la comparacién de los resultados entre un método y otro.

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias:

1. Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno
(HAT).

ROO™ + AH > ROOH + A

A" + ROO > ROOA
2. Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (ET).

Oxidante e Proveniente Oxidante Antioxidante
(Prueba) + del antioxidante > Reducido + Oxidado

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una
reaccion redox con el oxidante como un indicador del punto final de reaccion.
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La mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccion cinética
competitiva, generalmente estdn compuestos de un generador de radical libre
sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante.

Los ensayos basados en HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad
de atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de
una muestra (Huang et al., 2005).

En los dltimos afios se han adoptado un amplio rango de ensayos
espectrofotométricos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos,
muestras bioldgicas y extractos vegetales. Usualmente los ensayos antioxidantes
in vitro utilizan un captador de radicales libres y son relativamente sencillos de
realizar. Entre los ensayos de captacion de radicales libres, el método DPPH* es el
mas répido, es simple (no incluye muchos pasos) y de menor costo en
comparacion con otros modelos. Por otro lado, el ensayo de decoloracion ABTS*"
se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Por lo anterior, estos dos
métodos son los més utilizados.

ENSAYO CATEGORIA

Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico
(ABTS*")

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH¥) Ensayos basados en

Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP) la transferencia de

N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) electrones (ET)

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAC)

Capacidad de absorcién del radical oxigeno (ORAC.)

Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP). Ensayos basados en

= - = — - - la transferencia de
Inhibicién de la oxidacion del acido linoleico.

atomos de

Inhibicién de la oxidacion de los lipidos de baja densidad hidrégeno (HAT)

(LDL).

Tabla 3. Clasificacién de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de reaccion ET o HAT.
(Fuente: Huang et al., 2005).

4.4.2 Ensayo de decoloracion del radical 1-1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH%)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostré por primera
vez la capacidad del radical libore DPPH* para aceptar un &tomo de hidrégeno (H")
proveniente de una molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH*) es conocida como un radical libre estable debido a la deslocalizacion de
un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se
dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La deslocalizacion
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del electron también intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual
absorbe en metanol a 517 nanémetros. Cuando la solucién de DPPH* reacciona
con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno, el color
violeta se desvanece. ElI cambio de color es  monitoreado
espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los parametros
para las propiedades antioxidantes.

+ A-H DEH N—MN + A
HNO 5 NO,
1,1-difenil-2-picrilhidrazile (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo {no radical)
Morado Amarillo

Imagen 3. Estructura del DPPH* antes y después de la reaccion con el antioxidante
(Alam et al., 2012)

Los resultados del ensayo DPPH* se han presentado de diferentes maneras. La
mayoria de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracién
maxima de la media inhibitoria (ICsp), definido como la cantidad de antioxidante
necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH* al 50%. Este valor se
calcula graficando el porcentaje de inhibicion contra la concentracion del extracto.
Para extractos de plantas o compuestos puros el valor ICsy cambia de acuerdo a la
concentracion final del DPPH* usado (Deng et al. 2011).

El ensayo DPPH?* tiene algunas desventajas que limitan su aplicacién, entre estas
se encuentran:

e La diferencia en el mecanismo de reaccién que normalmente ocurre entre
antioxidante y radicales peroxilo.

e DPPH?* es un radical del nitrégeno de larga vida, lo cual no guarda similitud
con los radicales peroxilo altamente reactivos y transitorios involucrados en
la peroxidacion lipidica. Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente
con radicales peroxilo, reaccionan lentamente o son inertes al DPPH*. Esto
se evidencia en el tiempo necesario para determinar el ICso que van en un
rango de 1.15 min (acido ascérbico) a 103 min (Rutina).
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e La reaccioén cinética entre el DPPH* y los antioxidantes no es lineal con la
concentracion de DPPH*, por lo cual es arbitrario medir la capacidad
antioxidante usando ICsp.

4.4.3 Ensayo de decoloracion con el radical catiénico Acido 2,2'-Azino-bis-
3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTS*")

Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS*", debido
a la interaccion con especies donantes de hidrégeno o de electrones. El radical
cationico ABTS*" es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm
y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS*" (2,2'-azinobis- (3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio.

La generacién del radical ABTS*" constituye la base de uno de los métodos
espectrométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total
de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El ensayo original de
ABTS*" estaba basado en la activacion de la metilmioglobina con peréxido de
hidrogeno en presencia de ABTS para producir un radical cation, en presencia o
ausencia de antioxidantes. Este fue criticado debido a que la reaccion rapida de
los antioxidantes, contribuye a la reduccion del radical ferrilmioglobina. Un formato
mas apropiado para el ensayo consiste en la técnica de decoloracion, en la cual el
radical es generado directamente en una forma estable antes de la reaccién con
los antioxidantes (Re et al., 1998).

ABTS + K;S20s > ABTS*' (Ecuacidn 1)
A Max = 754nm
ABTS*'+ ArOH (Antioxidante) =———————> ABTS + ArO* + H"

La técnica mejorada para la generacion del radical cation ABTS*" implica la
produccion directa del cromoéforo ABTS*" verde-azul a través de la reaccion entre
ABTS vy el persulfato de potasio (K»;S;Og). Este presenta tres maximos de
absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La adicion de los
antioxidantes al radical preformado lo reduce a ABTS. De esta manera el grado de
decoloracién como porcentaje de inhibicion del radical catibn ABTS*" esta
determinado en funcién de la concentracion y el tiempo; asi como del valor
correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas condiciones.

El radical ABTS*" es mas indicado para ensayos de compuestos coloreados, como
el caso de los antocianos, reduciendo posibilidades de interferencias de
compuestos coloreados que absorben en la region del visible o compuestos
resultantes de reaccion secundaria. Ademas radical generado quimicamente
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(persulfato potéasico), fue validado por su estabilidad, reproducibilidad y por ser
una alternativa mucho mas viable econémicamente.

+ Antioxidantes

s sO3
035\©:S .N=< D/ e e
>=N' N "K,S0:
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2Hs

+
ABTS (732nm)
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T C,H:

2.
ABTS™ (732 nm)
Incoloro

Imagen 4. Estructura del ABTS*" antes y después de la reaccion con el antioxidante.
(Zuleta et al., 2009).

La capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje de captacion DPPH*,
segun la férmula de (Yen and Duh.et al., 1994) (ecuacion 2):

% de captacion DPPH* Ainicial — A final (Ecuacion 2)
% de captacion ABTS*" = x100

Ainicial

Donde A inicial €S la absorbancia de control a tiempo 0 min y Asinar €S la absorbancia
del antioxidante a tiempo 10 min. El % de captacion DPPH* es proporcional a la
concentracion de antioxidantes, y la concentracion que provoca una disminucion
en la concentracion inicial de DPPH*. Muchos antioxidantes que reaccionan
rapidamente con los radicales peroxilo pueden reaccionar con lentitud o incluso
puede ser inerte al DPPH* debido al impedimento estérico.

5. MATERIALES Y METODOS
Para la obtencion de los extractos y fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson, se basa en utilizar la metodologia de

recoleccion, extraccion, fraccionamiento y determinacion de la actividad
antioxidante para cada uno de los anteriores.
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5.1Recoleccion del material vegetal

La recoleccién de la planta debe realizarse teniendo en cuenta el siguiente
procedimiento (BILBAO, 1997):

e Debe anotarse la fecha, el habitat donde se encontro y el estado (Ejemplo: en
floracion) de la planta.

e Se separa una muestra testigo que sera enviada al Herbario para obtener el
registro taxonémico y un codigo de la planta.

e La planta se divide en sus correspondientes partes (Flores, Hojas, Tallos,
Raices) y se deja secar a la sombra una temperatura promedio de 40°C, para
gue la planta retenga un contenido de humedad no mayor del 10%.

e EI| material vegetal se debe pasar por un molino limpio en el cual se va a
obtener el material final con que se empieza a trabajar.

5.2Extraccion

Las técnicas de extraccion mas comunes son las de maceracion, extraccion
Soxhlet y reflujo, con solventes de diferentes polaridades (éter de petroleo,
diclorometano, acetato de etilo, etanol) y posterior concentracion a presion
reducida (Cannell R. 1998, Pasto D. et al. 1974).

La extraccion sdlido-liquido, es el método mas utilizado para extraer productos
naturales de sus fuentes, utilizando solventes que disuelvan el compuesto
deseado, dejando los que sean insolubles con este solvente en la fuente natural.

Este proceso se maneja en un equipo denominado Soxhlet que comprende de un
balon de destilacion en donde se deposita el solvente que es calentado y
evaporado para pasar por una conexién exterior al condensador, del cual cada
gota que pasa por este cae a una camara donde se encuentra el material solido a
extraer; ahi se va depositado el solvente que realiza el proceso de extraccion.
Cuando el solvente alcanza un nivel superior al de la valvula interior, genera un
proceso de sifon que cae en el balén de destilacion, alli se deposita el solvente a
arrastra el material deseado. Este ciclo se repite varias veces hasta extraer todo el
material necesario, que queda depositado en el balon de destilacion (Ocampo C.,
et al. 2008).

Asi, se puede determinar que las Unicas desventajas de este proceso son la gran
cantidad de solvente a utilizar y la lentitud de este, por lo cual se recomienda

26



contar con un sistema de refrigeracion continua para mantener estable el sistema
(Sogorbs, et al. 2004).

5.3Fraccionamiento

Los métodos mas utilizados para la separacion de metabolitos secundarios de una
fuente natural, se ven desarrollado en técnicas cromatograficas, descritas como la
separacion de los componentes de una mezcla, que se encuentran en dos fases,
gue pueden ser estacionarios 0 moviles. Los estacionarios pueden ser en
columnas, capas finas o peliculas delgadas sobre algun “soporte cromatografico”;
y la fase movil puede ser liquida o gaseosa (Anaya L, 2004).

5.4Instrumentos utilizados

5.4.1 Evaporador rotativo

Equipo de destilacion JANKE & KUNKEL RV 06 - ML, para concentrar a baja
temperatura y presion.

5.4.2 Espectrofotémetro UV/VIS.

Los espectros UV se realizaron en un espectrofotometro Spectronics 21D 6405
UV/VIS, con celdas de volumen reducido 1.5 mL.

5.5Reactivos y solventes
Todos los solventes fueron grado reactivo de Merck, los compuestos patron para

determinar la actividad antioxidante fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y AcrOs
organic, tales como:

SOLVENTES Y REACTIVOS USoO

Extraccion y fraccionamiento de

Eter de Petroleo. '
material vegetal.

Extraccion y fraccionamiento de

Diclorometano. :
material vegetal.

Extraccion y fraccionamiento de

Acetato de Etilo. :
material vegetal.

Etanol (Alcohol Etilico). Extraccion de material vegetal.
Fraccionamiento de material vegetal,

Metanol (Alcohol Metilico). ejecucion de métodos de actividad
antioxidante.

Acido 2,2’- azino-bis-(3-etiltiazolina- Ejecucion de métodos de actividad
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bencenosulfénico-6) (ABTS*"). antioxidante.

2,2-difenil- 1-picrilhidracilo (DPPH¥). Ejecucion de métodos de actividad

antioxidante.
Acido-6-hidroxi-2 ,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico
(TROLOX C).

Ejecucion de métodos de actividad
antioxidante.

Ejecucion de métodos de actividad

Acido ascorbico (Vitamina C). antioxidante

Ejecucion de métodos de actividad

Persulfato de potasio. antioxidante.

Rutina (quercetin-3-rutindsido ) (fuente Ejecucion de métodos de actividad
patrén de laboratorio) antioxidante.

Tabla 4. Solventes y reactivos. (Fuente: Autor)

Imagen. Trolox de AcrOs Organics Imagen 6. ABTS de Sigma-Aldrich
(Fuente: Autor). (Fuente: Autor).

6 PARTE EXPERIMENTAL

La realizacion de la presente investigacion comprendid varias etapas: recoleccion
del material vegetal, obtencién de extractos y fracciones de diferente polaridad
partiendo del material vegetal previamente identificado, determinacion de la
actividad antioxidante por decoloracién del radical 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo
(DPPH*) y decoloracion del radical Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico (ABTS*")

6.1Recoleccion del material vegetal

Se recolectd el material vegetal a orillas de la carretera en el kilbmetro 21 en la via
que conduce al municipio de Raquira, departamento de Boyaca, en las
coordenadas 5°34'8"N, 73°40'20"0O, tomando la planta completa en estado de
floracién, una muestra testigo fue enviada al Herbario Nacional de Colombia para
su identificaciébn taxonOmica, donde fue clasificada como Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson., con numero Col 498196.
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Se secaron y molieron las hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson obteniéndose 652 g, que fueron sometidos a extraccion.

s e

Imagen 7. Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, recolectada el municipio de
Tinjaca (Boyacd). (Fuente: Autor).

6.2 Obtencion de los extractos de éter de petroleo, diclorometano, acetato de
etilo y etanol, fraccion petrol, fraccion diclorometano, fraccion acetato de
etilo y fraccion metanolica de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson.

Los extractos y fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, fueron obtenidos en los laboratorios de la facultad de Ingenieria
Ambiental de la universidad ElI Bosque, bajo la supervision del grupo de
investigacién de productos naturales PRONAUDCA, de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales U.D.C.A.

6.2.1 Extraccion

El proceso de extraccion se realizd a partir del material previamente secado y
molido. Teniendo una cantidad inicial de 652 g de hojas secas y molidas de Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, este material vegetal se
ingreso al equipo Soxhlet, donde se realizé la extraccion Sdlido- Liquido, durante 8
dias, a temperatura de ebullicion segun el solvente(Eter de petroleo,
diclorometano, acetato de etilo y etanol), al completar los ciclos correspondientes
de este proceso, se pasan los extractos a concentrar en el rotaevaporador a una
presién de 200 mbar, temperatura de 60°C y una revolucién de 60rpm, donde se
recupero el solvente y se obtuvo el extracto deseado.
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Los porcentajes de rendimiento de los extractos por cada solvente se relacionan
en la siguiente tabla:

Parte aérea Extracto Peso Final (Gramos) “6Rendimiento
extracto
Eter de petroleo 37.453 5.74
Hojas Diclorometano 29.352 4.50
Acetato de etilo 36.913 5.66
Etanol 42.856 6.57

Tabla 5. Cantidad obtenida de extracto por cada Solvente. (Fuente: Autor).

Los extractos se concentraron a presion reducida y se obtuvo su peso seco y para
determinar el rendimiento se aplico la férmula:

P 3 -7
eso final extracto co'ncentrado +100 (EC uacién 3)
Masa Total del material vegetal

% Rendimiento extracto =

Imagen 9.Rotaevaporador donde se concentran
los diferentes extractos de las hojas Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson (Fuente: Autor).

Imagen 8. Equipo Soxhlet para la extracciéon de
las hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M.
King & H. Robinson (Fuente: Autor).

6.2.2 Fraccionamiento de los extractos

De los extractos obtenidos de éter de petrdleo, diclorometano, acetato de etilo y
Etanol, se realizé una extraccion sélido-liquido para su fraccionamiento, utilizando
extraccidon tipo Soxhlet con cartucho, a una temperatura de ebullicion segun el
solvente durante 3 dias, como fase estacionaria se empled silica gel 60 (MN
Kiesel gel 60 0,063 0.2 mm/70 —230 mest ASTM), que homogeniz6 con los
extractos, este fraccionamiento se realizé con solventes de diferente polaridad
(éter de petréleo, diclorometano, acetato de etilo y metanol), estas fueron
concentradas en el rotaevaporador.
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Imagen 10. Equipo para la Extraccion solido- Imagen 11. Extracto en el cartucho para el
Liquido con cartucho para el fraccionamiento de fraccionamiento. (Fuente: Autor).
los extractos hojas Ch.perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson. (Fuente:
Autor).

Seleccion material vegetal:

Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M.
King & H. Robinson.

Recoleccion manual:
Municipio Raquira (Boyaca).

Secado a temperatura
ambiente. (Hojas)

Hojas secas molidas
(652 g).

Extraccion (Soxhlet) Solido - Liquido

Solventes de diferentes
polaridades.
[ |

Extracto
Diclorometano:

34.453 g

Extracto
Etanolico:

42.856 g

Extracto Acetato
de Etilo:

36.913 g

Extracto Eter de
petroleo:

34.453 g

Diagrama 1. Diagrama de trabajo para el estudio fitoquimico de hojas Ch.perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson.
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Extraccion Fraccionamiento Determinacion de la
(Solido - Liquido) » (extraccion Solido - Liquido) ‘ Actividad Antioxidante
— . - . » —
Extracto Eter de |
Petroleo Fraccionamiento Ensayo de decoloracion
| Eter de Petroleo del radical 1-1-Difenil-2-
34.453 ¢ Picrilhidrazilo (DPPH*)
Extracto ;
Diclorometano m—
Fraccionamiento Ensayo de decoloracion
29.352¢g DT e — con el radical cationico
P — Acido 2,2-azino-bis-3-
Extracto etllben_zotlazolln-§-
Acetato de Etilo ( ' sulfonico(ABTS™*)
36.913 g || Fraccionamiento
Acetato de Etilo
—_
Extracto
Etanolico (e
42.856 g Fraccionamiento
Metanol

Diagrama 2. Descripcidn del proceso para obtencién de fracciones de éter de petréleo,
diclorometano, acetato de etilo y metanol de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson.

6.3Determinacién de actividad antioxidante de los diferentes extractos y
fracciones obtenidos

Las extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King &
H. Robinson obtenidos, se determiné su actividad antioxidante por el método de
decoloracién con el radical cationico ABTS*  (Acido 2,2-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) y por el ensayo de decoloracién de radicales DPPH*
(método del radical 1,1-difenil-2—picrilhidrazilo).

Las pruebas de actividad antioxidante se realizaron segun el método propuesto
por (RE, R. et al. 1999), empleando la capacidad antioxidante del Trolox sobre el
generador de radicales libres ABTS*" y su habilidad de secuestrar radicales de
larga vida, el cual se basa en la decoloracion del compuesto nitrogenado DPPH*.

6.3.1 Metodologia desarrollada para el ensayo de decoloracion del radical 1-
1-Difenil-2-Picrilhidrazilo (DPPH¥*)
6.3.1.1 Preparacion de soluciones patrén
Para la preparacion del radical DPPH*: Se disolvieron 2 mg de DPPH* Sigma-

Aldrich, en 100 mL de metanol grado reactivo, la solucion se dejé reaccionar a
temperatura ambiente durante 24 horas en la oscuridad. Posteriormente fueron
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preparadas soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.750 * 0.050
para todos los casos, a una longitud de onda de 517 nanémetros.

Para la preparacion del acido ascorbico, se prepard una solucion stock de 250
miligramos por litro de Metanol disolviendo 25 mg de acido ascorbico, en 100mL
de metanol, luego se prepararon diluciones de concentraciones de 25, 12.5, 6.25,
0.625 y 0.0625 miligramos por litro de metanol con el fin de realizar la curva de
referencia.

Preparacién de rutina, Se prepar6 una solucién stock 250 miligramos por litro de
metanol disolviendo 25 mg de rutina, en 100 mL de metanol, luego se prepararon
diluciones con rangos de concentracién entre 25 miligramos/Litro de MeOH vy
0.625 miligramos/Litro de MeOH, con el fin de realizar la curva de referencia.

6.3.1.2 Preparacion de la curva de referencia

A 600 pL del radical DPPH* se le adicionaron 200 pL de cada una de las
diluciones de acido ascorbico y de rutina; la medicion se realiz6 a 517 nm, y el
porcentaje de captacion se calcul6é con base en la siguiente ecuacion:

Alinicial-4 final (Ecuacion 2)

% de Captacion DPPH = x 100

Ainicial

El porcentaje de captacidon representa la pérdida del color purpura a amarillo del
radical DPPH*, cuando le es agregado un compuesto antioxidante, disminuyendo
asi la absorbancia de la solucion, que es medida a 517 nm; la absorbancia inicial
se toma en el minuto cero sin adicion del antioxidante referencia, la toma de datos
de absorbancia se realiza cada 30 segundos durante 10 minutos después de
agregar el antioxidante de referencia.

6.3.1.3 Medicion de la actividad antioxidante de los extractos y fracciones
de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson

En una celda de plastico de volumen reducido se agregaron 600uL del radical
DPPH*, se midi6é la absorbancia inicial a 517 nm, luego se adicionaron 200uL de
cada uno de los extracto y las fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson y nuevamente, se midio la absorbancia cada
30 segundos durante 10 minutos, midiendo la absorbancia final a la misma
longitud de onda a los 10 minutos después.

Para realizar la evaluacion de la actividad antioxidante de cada una de las

fracciones y extractos de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, se determino:
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Preparar por cada extracto, y por cada una de las fracciones soluciones stock, a
una concentracion de 250 miligramos por litro de metanol. De cada muestra se
realizaron diluciones de 125, 62.5, 25, 12.5 y 6.25 miligramos por litro de metanol
para poder determinar las concentraciones necesarias para obtener porcentajes
de captacion del 10% al 95%.

Se procede a medir la absorbancia del DPPH* (solo), la cual se conoce como
absorbancia inicial, luego se procedié a realizar la mezcla entre el DPPH* y el
extracto o la fraccion, sobre la cual se realiz6 la evaluacion de la capacidad
antioxidante.

Por ultimo se mide la absorbancia cada 30 segundos por 10 minutos de la mezcla
del DPPH* y de los extractos, del DPPH* y las fracciones de hojas de Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.

En una celda de volumen reducido —> Solucién de trabajo con una

adicionar 600ul de radical absorbancia de 0.750 + 0.050
1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo (DPPH?*)

Adicionar 200pl de muestra ala
Homogenizar S EE— celda que contiene el radical

(DPPH?¥)
v

Medir la absorbancia de la solucidon
en el espectrofotometro a
517 nm cada 30 segundos durante
10 minutos

Diagrama 3. Descripcion del proceso para la determinacion de la actividad antioxidante de
extractos y fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson por el
ensayo de decoloracién del radical (DPPH*).

6.3.2 Metodologia desarrollada para el ensayo de decoloraciéon con el
radical cationico 2,2-Azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*")

6.3.2.1 Preparacion de soluciones patrén

En la Preparacion del radical ABTS*", Se disolvieron 50 mg de (ABTS) la sal
diamonica del 2,2-Azino-bis (3- etllbenzotiazolina-6-sulfonico) de Sigma-Aldrich,
en 50 mL de agua desionizada, luego se adicionaron 2,45 mg de persulfato de
potasio (K2S,0g), la solucidén se dejo reaccionar a una temperatura de 3°C durante
48 horas en la oscuridad (Imagen 13). Posteriormente fueron preparadas
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soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.750 £ 0.050 para todos
los casos, a una longitud de onda de 754 nan6metros.

Para el trolox: Se prepar6 una solucion stock 250 miligramos por litro de metanol
disolviendo 25 mg de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico 97%
(trolox) de ACROS ORGANIC, en 100 mL de metanol, luego se prepararon
diluciones con rangos de concentracion entre 0.0625 y 125 miligramos por litro de
metanol, con el fin de realizar la curva de referencia.

Preparacién de rutina, Se prepar6 una solucién stock 250 miligramos por litro de
metanol disolviendo 25 mg de rutina, en 100 mL de metanol, luego se prepararon
diluciones con rangos de concentracion entre 125 a 0.0625 miligramos por litro de
metanol, con el fin de realizar la curva de referencia.

Preparacion de acido ascorbico, se prepard una solucion stock 250 miligramos por
litro de metanol disolviendo 25 mg de acido ascérbico (Vitamina C), en 100 mL de
metanol, luego se prepararon diluciones de 250, 125, 62.5, 25, 125 y 6.25
miligramos por litro de metanol, con el fin de realizar la curva de referencia.

6.3.2.2 Preparacion de la curva de referencia

A 600 pL del radical ABTS*" se le adicionaron 200 pL de cada una de las
diluciones de trolox, acido ascorbico y rutina; la medicion se realizé a 754
nanometros, y el porcentaje de captacion se calculé con base en la siguiente
ecuacion:

B Ainicial — A final (Ecuacion 2)
% de captacion de ABTS = — 100

A inicial
El porcentaje de captacion representa la pérdida del color azul-verde del radical
ABTS**, cuando le es agregado un compuesto antioxidante, disminuyendo asi la
absorbancia de la solucién, que es medida a 754 nm; la absorbancia inicial se
toma en el minuto cero sin adicion de trolox, la absorbancia final se toma 10
minutos después de agregar el trolox, el &cido ascorbico o la rutina.

6.3.2.3 Medicion de la actividad antioxidante de los extractos y fracciones
de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson

En una celda de plastico con volumen reducido se agregaron 600 pL del radical
ABTS**, se midio la absorbancia a 754 nm, luego se adicionaron 200 pL del
extracto o de la fraccion de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, y nuevamente se midio la absorbancia final a la misma longitud de onda
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10 minutos después. Para realizar la evaluacion de la actividad antioxidante de
cada uno de los extractos y fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson, se determiné:

Preparar los extractos y las fracciones en una concentracion de 250 miligramos
por litro de metanol. De cada extracto y fracciones se realizaron diluciones en un
rango de 250 a 6,25 miligramos por litro de metanol, para poder determinar las
concentraciones necesarias para obtener porcentajes de captacion del 10% al
95%.

Se procede a medir la absorbancia del ABTS*', la cual se conoce como
absorbancia inicial. Después se procedio a realizar la mezcla entre el ABTS*" vy el
extracto o fraccion, sobre la cual se realiz6 la evaluacion de la capacidad
antioxidante. Las absorbancias de la mezcla del ABTS*" y el extracto de Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, se midieron cada 30
segundos durante 10 minutos.

Imagen 13. El radical ABTS*" generado
guimicamente con persulfato de potasio
después de un periodo de 48 horas en la
oscuridad. (Fuente: Autor).

7 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS DIFERENTES
EXTRACTOS Y FRACCIONES

7.1Ensayo de decoloracion del radical 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo (DPPHY*)

Imagen 12. Fotografia, generacion del radical
ABTS*", en solucidn sin adicién del generador
de radicales (Fuente: Autor).

La actividad antioxidante de decoloracion del radical DPPH* se determiné de
acuerdo a los parametros establecidos en el numeral 6.3.1
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7.1.1 Preparacion de la curva de referencia

Para realizar la curva de referencia se prepararon soluciones de acido ascoérbico
(Vitamina C) y Rutina en concentraciones de 0.0625, 0.625, 6.25, 12.5 y 25
miligramos por litro de metanol respectivamente, se realizd la medicion del
porcentaje de captacion de DPPH* empleando la ecuacion 2. Los resultados de la
medicion del porcentaje de captacion de DPPH* se encuentran en la tabla 4 y 5.

Crr?g;:ﬁnl\t/lr:ggn Log Concentracion A inicial A final % de captacion de DPPH*
0,625 -0,20 0,819 0,628 23,32
6,25 0,8 0,840 0,126 85,00
12,5 1,10 0,846 0,081 90,43

Tabla 6. Porcentaje de Captacion del radical DPPH* empleando Acido ascorbico. (Fuente: Autor)

Partiendo de los datos obtenidos del porcentaje de captacion del radical DPPH*
causado por el 4cido ascorbico, se construy6 una curva de referencia (Grafica 1)
gue permite verificar la dependencia lineal del porcentaje de captacion del radical
Vs la concentracion del 4cido ascérbico obteniéndose un R? de 0,977, el cual nos
permite calcular el porcentaje de concentracion efectiva 50 (ICsp) por medio de la

ecuacion de la grafica 1.

Concentracién

Log Concentracién

A inicial

A final

% de captacion de

mg/ L MeOH DPPH**
0,0625 -1.20 0,793 0,732 7,69
0,625 -0,20 0,794 0,561 29,34
6,25 0,8 0,796 0,392 50,75
12,5 1,10 0,791 0,330 58,28

Tabla 7. Porcentaje de captacion del radical DPPH* empleando Rutina (Fuente: Autor).

Al igual que con el &cido ascorbico se realizé la curva de referencia con la Rutina,
siguiendo los datos de la tabla 7, y se realizo la curva de referencia (Grafica 2)
gue permite verificar la dependencia lineal del porcentaje de captacion del radical
Vs la concentracion de la rutina en miligramos por litro de metanol, obteniéndose
un R* de 0,9997.

7.1.2 Coeficiente de inhibicién (ICsp)
El coeficiente de Inhibicién (ICsp) se calcula con la ecuacion de la recta, la cual se
obtiene de la curva de referencia de cada patron analizado (acido ascorbico y

Rutina) para el método de decoloracién del radical DPPH*. Para el método de
decoloracién del radical ABTS*" se utilizaron acido ascarbico, rutina y trolox. Para
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calcular el I1Csy se sustituye (y) por 50, y asi calculamos la concentracién, o
mediante un andlisis de regresion del porcentaje de captacion de DPPH* o
porcentaje de inhibicion del radical ABTS*", versus la concentracion necesaria de

los extractos, para inhibir el 50% del radical DPPH*, o ABTS*" (Brand-Williams et
al. 1996).

7.1.2.1 ICso Acido ascorbico

Segun la gréfica 1 la curva de referencia del &cido ascérbico da una ecuacioén: y=
23,502In(x) + 35,788 y un R = 0,9777.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00 T T T T 1

0,00 3,00 6,00 9,00 12,00 15,00
Concentraciéon (mg/Litro MeOH)

Grafica 1. Curva de referencia del porcentaje de captacion de DPPH* v/s concentracion de acido
ascorbico. (Fuente: Autor).

% Captacion DPPH*

50—-35.788 . . . gz
Y= Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion, el

resultado obtenido para el acido ascorbico es de 1.83 miligramos por litro de
metanol.

7.1.2.2 1Cs0 RUTINA

La curva de referencia de la rutina (Gréafica 2), da una ecuacion: y= 9,4848Inx -
33,85y un R? = 0,9289.

50— .85 . . .,
* = 2= Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion, el

resultado obtenido para obtener la concentracion de rutina es: 5,49 miligramos por
litro de metanol.
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70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

% Captacion DPPH*

0,00

Concentracion (mg/Litro MeOH)

//
/ y = 9,4848In(x) + 33,85
/ R2 = 0,9997
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

Gréfica 2. Curva de referencia del porcentaje de captacion de DPPH* v/s concentracion de Rutina.
(Fuente: Autor).

7.1.3 Actividad antioxidante de los extractos de hojas de Ch. perglabra (B.

L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.

La actividad antioxidante fue evaluada para los extractos obtenidos de los
solventes de diferentes polaridades (Eter de Petréleo, Diclorometano, Acetato de
Etilo y Etanol), en diferentes concentraciones (12,5, 25, 62,5, 125 y 250
miligramos por litro MeOH), mediante la aplicacién del método decoloracion del
radical DPPH*. Para éste método observamos que hay tendencia de mayor
actividad antioxidante a medida que aumenta la concentracién en las soluciones
de trabajo de los extractos.

Concentracion Hojas de Ch. Hojas de Ch. Hojas de Ch. Hojas de Ch.
ma/ L MeOH Perglabra. Perglabra. Extracto | Perglabra. Extracto | Perglabra. Extracto
9 Extracto Petrol Diclorometano Acetato de Etilo Etanol

12.5 23,01 | +/-0,090 | 21,05 | +/-0,080 | 29,01 | +-0,111 | 30,95 | +/-0,121

25 23,39 | +/-0,091 | 24,05 | +/-0,095 | 36,97 | +/-0,1441 | 35,40 | +/-0,137

62.5 25,13 | +/-0,096 | 25,26 | +/-0,097 | 58,42 | +/-0,226 | 70,44 | +/-0,274

125 26,29 | +/-0,102 | 25,65 | +/-0,099 | 85,10 | +/-0,329 | 91,99 | +/-0,356

250 27,11 | +/-0,103 | 27,21 | +/-0,105 | 89,59 | +/-0,349 | 93,68 | +/-0,336

Tabla 8. Porcentaje de Captacion de DPPH* en extractos de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson. (Fuente: Autor).

Los extractos de Acetato de Etilo y Etanol de las hojas Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson (Grafica 3), presentaron comportamiento
similar a diferencia de los extractos de diclorometano y éter de petroleo, los cuales
presentaron menor variacion en la absorbancia, o que se traduce en porcentaje
de captacion de DPPH* (Tabla 8).
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Gréfica 3. Comparacion de los extractos de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, por el método decoloracién del radical DPPH*. (Fuente: Autor).

7.1.4 Actividad antioxidante de las fracciones de los extractos de éter de
petroleo , diclorometano, acetato de etilo y etanol de hojas de Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson

De igual forma como en los extractos de hojas de Ch. Perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson, la fraccion de éter de petréleo en el extracto de éter de
petréleo, presento menor porcentaje de captacion de radicales en todas las
concentraciones evaluadas. La fraccion metanolica del extracto etanolico presenta
los mayores porcentajes de captacion evidenciandose buena actividad
antioxidante para esta fraccibn como se demuestra en la tabla 9.

Concentracion Extra(_:Fo Petrol Extra(_:Fo Di_clorometano Exgg?;&citgé?a?oefgno Extra_rfto Etanol
mg/ L MeOH Fraccion Petrol Fraccion Diclorometano Etilo Fraccion Metanol
12,5 22,88 +/- 0,089 23,31 +/- 0,097 33,04 +/- 0,130 58,28 +/- 0,231
25 23,26 +/- 0,091 24,51 +/- 0,101 42,07 +/- 0,167 85,05 +/- 0,350
62,5 24,03 +/- 0,093 25,81 +/- 0,104 66,75 +/- 0,263 86,04 +/- 0,358
125 24,16 +/- 0,094 27,23 +/- 0,107 85,75 +/- 0,340 87,08 +/- 0,361
250 24,35 +/- 0,094 29,95 +/- 0,141 89,90 +/- 0,352 90,26 +/- 0,385

Tabla 9. Porcentaje de Captacion de DPPH* en Fracciones de los extracto de hojas Ch. perglabra
(B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson. (Fuente: Autor).

La actividad antioxidante fue evaluada para las fracciones obtenidas de los
extractos de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, a las
concentraciones de 12.5, 25, 62.5, 125 y 250 miligramos por litro de metanol, con
la aplicacion del método decoloracion del radical DPPH*, observando que en los
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solventes de menor polaridad a cualquier concentracion los porcentajes de

captacion no superan el 30%.
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Gréfica 4. Comparacion del porcentaje de captacién del radical DPPH* de las fracciones de los
diferentes extractos de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson. (Fuente:

Autor).

7.1.5 Comparacion del coeficiente de inhibicion 50 (ICsy) de extractos y
fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, por el ensayo de decoloracion del radical 1-1-Difenil-2-

Picrilhidrazilo (DPPH?*)

Con base en las curvas de concentracion vs porcentaje de captacién obtenidos de
los extracto y las fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King &
H. Robinson, se obtuvieron las ecuaciones de las curvas, las cuales se utilizaron
para calcular el ICso de cada uno de los mencionados. En la tabla 10 se observa
los ICso para las fracciones y los extractos evaluados, evidenciandose que los
extractos y fracciones con solventes de mayor polaridad mostraron mejor
concentracion inhibitoria 50 evidenciandose que el la fraccion metanolica del

extracto etanolico tiene mayor ICsy para este método.

Extracto o Fraccion ICs0 (Mg / L MeOH)
Extracto Acetato de etilo 36,82
Extracto Acetato de etilo — Fracciéon Acetato de Etilo 29,90
Extracto Etanol 30,60
Extracto Etanol — Fraccion Metanol 1,51

Tabla 10. ICsy de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, calculados por el método de decoloracion del radical DPPH*. (Fuente: Autor).
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Se compard los resultados obtenidos con el ICsy del acido ascorbico (1.83
miligramos por litro de MeOH) y la Rutina (5.49.miligramos por litro de MeOH),
observandose que la fraccion metanol del extracto etanolico de hojas Ch perglabra
(B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, mostro mejor concentracion inhibitoria
ICso para este método en 1.51 miligramos por litro de MeOH.
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Grafica 5. Comparacion ICxy de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracién del radical DPPH*. (Fuente:
Autor).

71.6 Capacidad antioxidante de extractos fracciones de hojas Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, por el ensayo de
DPPH*

La capacidad antioxidante significa la captacion que tiene un miligramo por litro de
metanol para atrapar radicales libres, para este ensayo se evidencia que la mayor
capacidad antioxidante la presenta la fraccion metanolica del extracto etanolico
con 0.66 miligramos por litro de metanol, es mayor que la del acido ascorbico que
es 0.54 miligramos por litro de metanol.

Extracto o Eraccion Capacidad antioxidante
(mg /L MeOH)
Extracto Acetato de etilo 0,027
Extracto Acetato de etilo — Fraccion Acetato de Etilo 0,033
Extracto Etanol 0,033
Extracto Etanol — Fraccién Metanol 0,662

Tabla 11. Capacidad antioxidante de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracién del radical DPPH*.
(Fuente: Autor).
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En la grafica 6 observamos que los extractos acetato de etilo y etanolico la
capacidad antioxidante no varia mucho, evidencidndose que la fraccién metanolica
del extracto de etanol tiene una excelente capacidad antioxidante respecto a los
dos patrones.
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Grafica 6. Capacidad antioxidante de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracion del radical DPPH*.
(Fuente: Autor).

7.1.7 Actividad antioxidante relativa (AAR)

La actividad antioxidante relativa (AAR), de extractos y fracciones de hojas de Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, para el método de
decoloracion del radical DPPH*, se calcul6 con la ecuacion 4.

__ 1C 50 Muestra Analizada

AAR = X100 Ecuacion 3.
IC 50 Muestra Patron

El AAR, muestra el comportamiento de las fracciones y extractos analizados
comparados con los patrones usados, los resultados son obtenidos en actividad
antioxidante relativa. Estos resultados aunque diferentes para cada uno de los
patrones, muestran el mismo orden de resultados (Tabla 12). La fraccién
metandlica del extracto etanolico presentd un 27,50 AAR comparado con la rutina
y 82,51 de AAR con el acido ascorbico, siendo la fraccion analizada con mejor
actividad relativa, seguido por la fraccion acetato de etilo del extracto acetato de
etilo con 1633,88 de AAR para el acido ascorbico y 544,63 AAR para la rutina.

La actividad antioxidante relativa entre mayor sea el valor menor es la capacidad
antioxidante en concentracion de miligramos por litro de metanol
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Extracto o Fraccion - AAR, . AAR
Acido Ascorbico Rutina
Extracto Acetato de etilo 2012,02 670,67
Extracto Acetato de etilo — Fracciéon Acetato de Etilo 1633,88 544,63
Extracto Etanol 1672,13 557,38
Extracto Etanol — Fraccién Metanol 82,51 27,50

Tabla 12. AAR: actividad antioxidante relativa de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra
(B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracién del radical
DPPH*. (Fuente: Autor).

En la grafica 7 se observa que por el ensayo de decoloracion DPPH*, hay mayor
capacidad antioxidante relativa con respecto a la rutina verificando que a mayor
valor manor capacidad de atrapar radicales libres.
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Grafica 7. Comparacion AAR: actividad antioxidante relativa de extractos y fracciones de hojas de
Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el ensayo de DPPH*,
(Fuente: Autor).

7.2 Ensayo de decoloracién con el radical cationico 2,2-Azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*")

La metodologia desarrollada para el método de decoloraciéon del radical ABTS*",
se determin6é de acuerdo a los parametros establecidos en el numeral 6.3.2 de
este documento.

7.2.1 Preparacion de la curva de referencia

Para realizar las curvas de referencia se prepararon soluciones de Trolox, acido
ascorbico y rutina, en concentraciones de 0,625 a 12,5 miligramos por litro de
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metanol y se realiz6 la medicion del porcentaje de captacion empleando la

ecuacion 2.
Concentracion - N ' % de captacion de
mg/ L MeOH Log Concentracion A inicial A final ABTS*
0.625 -0.20 0.788 0.577 26.78
6.25 0,8 0,788 0,347 55.96
125 1,10 0,784 0,110 85.97

Tabla 13. Porcentaje de captacion del radical ABTS™ empleando trolox. (Fuente: Autor).

Partiendo de los datos obtenidos del porcentaje de captacion del radical catidnico
Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*"), se construyé una
curva de referencia (Grafica 8) que permite verificar la dependencia lineal del %
de captacion del radical ABTS*" Vs la concentracion del trolox, obteniéndose un
R? de 0,9077, el cual nos permite calcular el porcentaje de concentracién efectiva

50 (ICsp) por medio de la ecuacion de la grafica 8.

Concentracién

% de captacion de

mg/ L MeOH Log Concentracién A inicial A final ABTS*
0,625 -0,20 0,766 0,543 29,11
6.25 0,80 0,762 0,140 81,63
12,5 1,10 0,768 0,012 98,44
25 1,40 0,768 0,010 98,69

Tabla 14. Porcentaje de captacion del radical ABTS*" empleando acido ascérbico. (Fuente: Autor).

Debido a que se va a evaluar la capacidad antioxidante de extractos vegetales, se
realiza la curva de referencia con acido ascoérbico, como antioxidante de referencia
con concentraciones de 0.625, 6.25, 12.5 y 25 miligramos por litro de MeOH

(Tabla 14).

Concentracion

% de captacion de

mg/ L MeOH Log Concentracion A inicial A final ABTS*
0,625 -0,20 0,788 0,567 28,05
6.25 0,80 0,784 0,366 53,32
12,5 1,10 0,794 0,148 81,36
25 1,40 0,798 0,016 97,99

Tabla 15. Porcentaje de captacién del radical ABTS*" ~ empleando rutina. (Fuente: Autor).

Al igual que con el trolox y acido ascérbico se realizo la curva de referencia con la
rutina, partiendo de los datos de la tabla 15, y se realiz6 la curva de referencia
(Grafica 9) que permite verificar el porcentaje de captacion del radical ABTS™ Vs

la concentracion de la Rutina obteniéndose un R? de 0,9199.
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7.2.2 Coeficiente de inhibiciéon ICxgg

Como se calcul6é anteriormente para el método del DPPH*, el ICso se calcula con
la formula de la ecuacion de la recta.

7.2.2.1 1Cg Trolox

Partiendo de los datos obtenidos de la captacion del radical ABTS*" causado por
el trolox, se construyo la curva de referencia (Grafica 8) que permite verificar la
dependencia lineal del porcentaje (%) de captacion contra concentracion de trolox
obteniéndose un R? de 0,9077. La curva de referencia de trolox da una ecuacion
de recta y= 17,98 Inx + 32,933.
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Concentracion (mg/Litro MeOH)
Gréafica 8. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical ABTS*" v/s concentracion de
Trolox. (Fuente: Autor).

% Captacion ABTS

—5 — . 1 - .- 7
“—2%%2 = ¢* Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion,

el resultado para el ICs del trolox es de 2.58 miligramos por litro de metanol.

7.2.2.2 1Cs Rutina.

Segun la gréfica 9, la curva de referencia de la rutina da la ecuacion de la recta: y=
18,489 Inx + 32,328, y un R? de 0,9199.

50 -32.328
18489
metanol.

Obteniendo un ICsy de 2.60 miligramos de rutina por litro de
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Gréfica 9. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical ABTS*" v/s concentracion de
rutina. (Fuente: Autor).

7.2.2.3 ICso Acido Ascérbico

Como se ha venido calculando el ICsq para los patrones, el del &cido ascorbico se
obtuvo en base a la ecuacion de la recta, de la grafica 10. y = 20,177 Inx + 41,118
un R% 0,965
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Gréfica 10. Curva de referencia del porcentaje de captaciéon del radical ABTS*+ v/s concentracion

de &cido ascorbico. (Fuente: Autor).

y =20,177in(X) + 41,118
R%=0,965

% Captacion ABTS

En la grafica anterior se observa el comportamiento del &cido ascorbico,

50 — 41. . ) o
—020‘;;7118 = e¢* Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion,

el resultado obtenido de la concentracion de acido ascorbico es de 1,55
miligramos por litro de metanol.
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7.2.3 Actividad antioxidante de los extractos de hojas de Ch. perglabra (B.
L. Robinson) R.M. King & H. Robinson

Como se aplico para el método de decoloracion del radical DPPH*, para el método
de decoloraciéon del ABTS*", se utilizaron las mismas concentraciones (12,5, 25,
62,5, 125 y 250 miligramos por litros de MeOH). Para éste método también
observamos que hay tendencia de mayor actividad antioxidante a medida que
aumenta la concentracion en las soluciones de los extractos.

Concentracion Hojas de Hojas de Ch. Hojas de Ch. Hojas de
ma/ L MeOH Ch. perglabra. perglabra. Extracto | perglabra. Extracto Ch. perglabra.
9 Extracto Petrol Diclorometano Acetato de Etilo Extracto Etanol
12,5 25,64 | +/-0,101 | 26,67 | +/-0,104 | 34,57 | +/-0,136 | 36,42 | +/- 0,139
25 28,80 | +/-0,110 | 27,49 | +/-0,108 | 43,09 | +/-0,169 | 47,19 | +/- 0,185
62,5 29,82 | +/-0,115 | 32,64 | +/-0,126 | 69,07 | +/-0,274 | 77,72 | +/- 0,300
125 34,02 | +/-0,132 | 38,79 | +/-0,154 | 95,78 | +/-0,375 | 99,21 | +/- 0,377
250 35,94 | +/-0,138 | 46,52 | +/-0,181 | 98,21 | +/-0,384 | 99,61 | +/- 0,379

Tabla 16. Porcentaje de captacion de ABTS*" en extractos de hojas de Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson. (Fuente: Autor).

El extracto éter de petrdleo y de Diclorometano presentaron menor porcentaje de
captacidén con respecto a los extractos de acetato de etilo y etanol, ya que estos

extractos sobrepasaron el 90% de captacion del

radical

ABTS*" en

las

concentraciones de 125 y 250 miligramos por litro de metanol (Tabla 16).
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Gréfica 11. Comparacion extractos de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, por el método decoloracion del radical ABTS*". (Fuente: Autor).

El extracto de Eter de petrleo mostro un comportamiento mas conservador,
presentando una menor disminucion de la absorbancia, que se ve reflejada en el

48



porcentaje de captacion (Grafica 11), su mayor porcentaje de captacion se
presentd a 250 miligramos de extracto por litro de Metanol con un porcentaje de
35,94% de captacion.

En la grafica 11 también se evidencia los porcentajes de captacion del extracto
Etanolico, este presenta mayor porcentaje de inhibicién en las concentraciones de
62,5 y 125 miligramos de extracto por litro de metanol, con unos porcentajes de
77.72% y 99.21% de captacion de ABTS*' respectivamente, pero el mayor
porcentaje de captacion de este extracto corresponde a la concentracién de 250
miligramos por litro de metanol con 99.61%.

7.2.4 Actividad antioxidante de las fracciones de los extractos de éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etilo y etanol de hojas de Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson

Extracto Extracto Acetato de
Concentracién Extracto Petrol Diclorometano Etilo Extracto Etanol
mg/ L MeOH Fraccion Petrol Fraccién Fraccion Acetato Fraccion Metanol
Diclorometano de Etilo
12,5 24,74 +/- 0,095 27,55 +/- 0,106 35,75 +/- 0,138 38,75 +/- 0,152
25 26,04 +/- 0,101 27,75 +/- 0,106 50,13 +/- 0,192 52,33 +/- 0,203
62,5 27,99 +/- 0,108 35,08 +/- 0,134 88,72 +/- 0,346 77,00 +/- 0,298
125 31,78 +/- 0,123 44,13 +/- 0,169 97,23 +/- 0,386 99,61 +/- 0,381
250 31,98 +/- 0,123 54,52 +/- 0,211 98,71 +/- 0,382 99,74 +/- 0,386

Tabla 17. Porcentaje de Captacion de ABTS* en Fracciones de los extractos de hojas Ch.

perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson. (Fuente: Autor).

La fraccién de éter de petréleo de extracto petrol presento menor actividad con
respecto a la fraccibn de metanol del extracto etanolico de hojas de Ch. perglabra
(B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, esta fraccion de petrol solo sobrepasan
del 30% de captacion del radical ABTS**, en concentracion de 250 miligramos por
litro de metanol. (Tabla 17).
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Gréfica 12. Comparacion de las fracciones de los extractos de hojas de Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson, por el método decoloracion del radical ABTS*". (Fuente:
Autor).

En la anterior grafica se evidencia que a la concentracion de 250 miligramos por
litro de MeOH la fraccibn metanolica del extracto etanolico presentan un
porcentaje de captacion de ABTS*" mayor al 90%. También se observa los
porcentajes de captacion de la fraccion del extracto de acetato de etilo de hojas
de, este presenta mayor porcentaje de inhibicion que las otras fracciones en las
concentracion de 62.5 miligramos por litro de MeOH, con un porcentaje de
88.72%, de captacion de ABTS**. En la fraccion petrol del extracto petrol a una
concentracion de 250ppm, solo alcanza a superar el 30% de captacién, lo que
sugiere actividad antioxidante baja a esta concentracion.

7.2.5 Comparacion del coeficiente de inhibicion 50 (ICsp) de extractos y
fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, por el ensayo de decoloracién con el radical catiénico 2,2-
Azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*")

Los resultados de la tabla 18 se compararon con los patrones usados para el
método de decoloracion del radical ABTS*", el acido ascorbico (1.55 miligramos
por litro MeOH), rutina (2.60 miligramos por litro MeOH) y trolox (2.58 miligramos
por litro MeOH), obteniéndose resultados que tienen mayor ICso que el los
patrones, concluyendo que la actividad antioxidante es baja en relacion al acido
ascorbico, rutina y trolox.
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Extracto o Fraccién ICs0 (Mg / L MeOH)
Extracto Acetato de etilo 26.67
Extracto Acetato de etilo — Fraccidon Acetato de Etilo 20.87
Extracto Etanol 22.54
Extracto Etanol — Fracciéon Metanol 20.15

Tabla 18. ICso de extractos y fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, calculados por el método de decoloracion del radical ABTS*". (Fuente: Autor).

Se compar0 los resultados obtenidos con el ICsp del acido ascérbico, la rutina y el
trolox, observandose que la fraccion metanol del extracto etanolico y la fraccion
acetato de etilo del extracto acetato de etilo presentan similar 1Csy para este

método.
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Gréfica 13. Comparacion ICs, de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracion ABTS*". (Fuente: Autor).

En la anterior grafica se observa que por este ensayo los los extracto y fracciones
edvaluados presentan una capacidad antioxidante baja respecto a los tres
patrones, ya que lo ICso se encuentran entre los 20 y 30 miligramos por litro de
metanol.

7.2.6 Capacidad antioxidante de extractos y fracciones de hojas Ch
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, por el ensayo
ABTS*",

La capacidad antioxidante para este ensayo es baja comparada con los patrones

para todas las muestras evaluadas, en la fraccion metanolica del extracto
etanolico solo alcanza el 0.05 mg/L, comparada con el acido ascérbico que
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alcanza un 0.65 mg/L de capacidad antioxidante por un gramo en un litro de
metanol.

Extracto o Eraccion Capacidad antioxidante
(mg /L MeOH)
Extracto Acetato de etilo 0.037
Extracto Acetato de etilo — Fraccion Acetato de Etilo 0.048
Extracto Etanol 0.044
Extracto Etanol — Fraccién Metanol 0.050

Tabla 19. Capacidad antioxidante de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracion del radical ABTS*".
(Fuente: Autor).

En la siguiente grafica se observa la comparacion de la capacidad antioxidante de
los extractos y fracciones activos por este metodo, se evidencia que los patrones
captan mas radicales libres en un gramos de muestra. Las fracciones y extractos
solo alcanza a captar 0.05 miligramo por litro de metanol de radicales libres.
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Gréfica 14. Capacidad antioxidante de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L.
Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracion del radical ABTS.
(Fuente: Autor).

7.2.7 Actividad antioxidante relativa (AAR).

La actividad antioxidante relativa de los extractos y fracciones de hojas Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, para el método de
decoloracién del radical ABTS**, se calculd con la ecuacion 3. La fraccion que
presento menor porcentaje de AAR de las muestras evaluadas fue la metanolica
del extracto etanolico con 781,01 de AAR con trolox, 775,00 AAr con rutina, y
1300,0 AAR con acido ascorbico, esto indica que para este ensayo de ABTS*" las
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muestras evaluadas presentan una capacidad antioxidante baja, ya que los
valores comparados con las muestras control son mas altos.

., AAR AAR AAR
Extracto o Fraccion L, . L .
acido ascoérbico rutina trolox
Extracto Acetato de etilo 1720,65 1025,77 1033,72
Extracto Acetato de etilo — Fraccion Acetato de Etilo 1346,45 802,69 808,91
Extracto Etanol 1454,19 866,92 873,64
Extracto Etanol — Fraccion Metanol 1300,00 775,00 781,01

Tabla 20. AAR: actividad antioxidante relativa de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra
(B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el método de decoloracion del radical
ABTS*". (Fuente: Autor).

En la grafica 15 observamos que la actividad antioxidante relativa para los
extractos y fracciones de hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson por el ensayo de ABTS*" los resultados comparados con la rutina son
mas bajos con respecto a los otros dos patrones. EI AAR de una sustancia a
menor valor presenta mayor capacidad antioxidante.
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Gréfica 15. Comparacién AAR: actividad antioxidante relativa de extractos y fracciones de hojas de
Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por el ensayo de ABTS*".
(Fuente: Autor).

7.3 Comparacion del ICsy de extractos y fracciones de hojas de Ch.
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por los
métodos de DPPH* y ABTS*"

Se determind la concentracion media inhibitoria 50 ICs de la actividad antioxidante
mediante el ensayo DPPH* y ABTS*" (Tabla 21) de los extractos y fracciones de
hojas Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, para la fraccion
metanolica del extracto etanolico se encontré el mayor valor de ICso por ambos
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métodos, en DPPH* en 1.51 miligramo/Litro MeOH, y ABTS*" 20.15 miligramo
/Litro MeOH, seguida por la fraccion acetato de etilo del extracto acetato de etilo,
por el método ABTS*" en 20.87 mg/L MeOH y DPPH* 29.90 mg/L MeOH.

Extracto o Fraccion ICs0 (rrE)gP/P%_'EAeOH) ICs0 (r'r;gB_/r;*lYIeOH)
Extracto Acetato de etilo 36,82 26,67
Extracto Acetato de etilo — Fraccion Acetato de Etilo 29,90 20,87
Extracto Etanol 30,60 22,54
Extracto Etanol — Fraccién Metanol 1,51 20,15

Tabla 21. Comparacion ICsq en extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson, calculados por los métodos de decoloracion del radical DPPH* y
decoloracion del radical ABTS*". (Fuente: Autor).

En la gréfica 16 se observa que en mayor parte los ICso calculados por el método
de decoloracion del radical DPPH* las concentraciones son mayores que los
calculados por el método de decoloracion del radical ABTS*". Siendo el ensayo
ABTS*" mas sensible. Evidenciandose que la fraccion metanol del extracto de
etanol por el ensayo DPPH* tiene el ICso mas bajo, concluyendo que muestra
evaluada presenta mejor actividad antioxidante por ambos métodos.
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Gréfica 16. Comparacion ICs, de extractos y fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson, calculados por los métodos DPPH* y ABTS*". (Fuente: Autor).

7.4 Comparacion de la actividad antioxidante relativa (AAR) de extractos y
fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, calculados por los ensayos DPPH* y ABTS*" comparadas
con el 4cido ascorbico

Los porcentajes de actividad antioxidante relativa (AAR) con respecto al acido
ascorbico se relacionan en la tabla 22. Se evidencia que para la fraccibn metanol
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del extracto etanolico determinado por ambos métodos es el mas alta la capacidad
antioxidante.

Extracto o Eraccion AAR acido ascorbico | AAR acido as+corbico
DPPH* ABTS*
Extracto Acetato de etilo 2012,02 1720,65
Extracto Acetato de etilo — Fraccion Acetato de Etilo 1633,88 1346,45
Extracto Etanol 1672,13 1454,19
Extracto Etanol — Fraccién Metanol 82,51 1300,00

Tabla 22. Comparacion de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos y fracciones de
hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por los ensayos
DPPH* y ABTS*" con respecto al acido ascorbico. (Fuente: Autor).

Por el método de ABTS*" en casi todas las muestras se obtuvieron porcentajes de
actividad antioxidante relativa méas bajos con respecto al método DPPH?*,
evidenciandose mas sensibiliad de este método para evaluar la capacidad
antioxidante.
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Gréfica 17. Comparacion de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos y fracciones de
hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por los ensayos
DPPH* y ABTS*" con respecto al acido ascorbico. (Fuente: Autor).

En la grafica 17 se evidencia que para el ensayo de DPPH* la fraccion metanolica
del extracto etanolico presenta el mejor comportamiento con respecto a las otras
muestras, traduciendo en una actividad antioxidante excelente, las otras muestras
evaluadas, presentan una actividad antioxidante baja, ya que se necesita mayor
cantidad de antioxidante para atrapar radicale libres.

7.5 Comparacion de la actividad antioxidante relativa (AAR) de extractos y
fracciones de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
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Robinson, calculados por los ensayos de radical DPPH* y de ABTS*"
comparadas con la rutina

En la tabla 23 se estan consigandos los datos de la actividad antioxidante realtiva
(AAR) evaludas con respecto a la rutina por ambos metodos, en ella podemos
determinar que la fraccion metanolica en el extracto etanolico presentan menor
actividad antioxidante relativa, ya que el valor por el ensayo DPPH* es 27,50
mayor que el patron y en el ABTS*" es 775,00, determinado que esta fraccon
posee una capacidad antioxidante mayor que las otras muestras evaludas.

Extracto o Fraccion AAR rutina AAR ruti+na
DPPH* ABTS*
Extracto Acetato de etilo 670,67 1025,77
Extracto Acetato de etilo — Fraccion Acetato de Etilo 544,63 802,69
Extracto Etanol 557,38 866,92
Extracto Etanol — Fraccion Metanol 27.50 775,00

Tabla 23. Comparacion de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos y fracciones de
hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por los ensayos
DPPH* y ABTS*"

En la siguiente grafica (Grafica 18) observamos que las fracciones y los extractos
con los solventes de mayor polaridad (Etanol, metanol y acetato de etilo)
presentan similar comportamiento, con esto se puede concluir que estas dos
fracciones y extractos tienen actividad antioxidante similar con respecto a la rutina.
Se evidencia que la fraccion metanolica del extracto de etanol presenta el mejor
comportamiento con un porcentaje de AAR de 27,50 por el ensayo de DPPH*
traduciéndose como la fraccion con mayor capacidad antioxidante. Para la rutina
es mas sensible el método de ABTS.
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Grafica 18. Comparacion de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos y fracciones de
hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por los ensayos
DPPH* y ABTS*" con respecto a la Rutina. (Fuente: Autor).
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7.6 Comparacion de la capacidad antioxidante de extractos y fracciones de
hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson,
calculados por los ensayos de decoloracion del radical DPPH* y del
radical cationico ABTS*' comparadas con la rutina

Extracto o Fraccion : C_apacidad . C_apacidad +

antioxidante DPPH* | antioxidante ABTS*
Extracto Acetato de etilo 0.027 0.037
Extracto Acetato de etilo — Fraccion Acetato de Etilo 0.033 0.048
Extracto Etanol 0.033 0.044
Extracto Etanol — Fraccion Metanol 0.662 0.051

Tabla 24. Comparacion de la capacidad Actividad Antioxidante Relativa de extractos y fracciones
de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por los ensayos
DPPH* y ABTS*

La comparacion de la capacidad antioxidante evaluada por ambos métodos
concluye que la fraccion metanolica del extracto etanolico por el método de DPPH*
presenta la mayor captacion de radicales libres por miligramo de sustancia en un
litro de metanol con un 0,662, esta capacidad es mayor evaluada frente a los dos
patrones, esta fraccién en la investigacion es la mejor evaluada con capacidad
antioxidante.
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Grafica 19. Comparacion de la capacidad Actividad Antioxidante Relativa de extractos y fracciones
de hojas de Ch. perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, calculados por los ensayos
DPPH* y ABTS*". (Fuente: Autor).

Los métodos de captacion de radicales libres usados sobre las hojas Chromolaena
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, mostro que la fraccion
metandlica del extracto etanolico supero el 50% de captacion de DPPH* a las
concentraciones de 12,5, 25, 62,5, 125 y 250 miligramos de sustancia por litro de
metanol siendo la fraccidn con mayor capacidad antioxidante en la investigacion,
esta se puede considerar como una fuente natural de antioxidantes.

57



CONCLUSIONES

Los extractos polares de las hojas de Chromolaena perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson., tienen actividad antioxidante, la fraccion metandlica es
la mas activa con ICsp 1,51 mg/L, la fraccion AcOEt tiene ICso 29,9 mg/L y la
fraccion Etandlica con 1Csp 30,60 mg/L, extracto en AcOEt 36,82 mg/L, esto
evaluado por la técnica de DPPH*.

La capacidad antioxidante, inverso del ICsg, para las fracciones AcOEt, Etandlica,
extracto en AcOEt de las hojas de Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M.
King & H. Robinson., son 0,033; 0,032; 0,027 respectivamente, que son
relativamente bajas en comparacion con el mismo dato de los controles acido
ascorbico, 0,546 y rutina 0,182 a excepcion de la fraccion metandlica que es
0,662. Este parametro corresponde a la actividad antioxidante por mg/L. esto
evaluado por la técnica de DPPH*.

El extracto polar en metanol de las hojas de Chromolaena perglabra tiene
actividad antioxidante mayor que el acido ascoérbico y la rutina comprobado por la
capacidad antioxidante, 0,662, 0,546 y 0,182 respectivamente.

Los extractos polares de las hojas de Chromolaena perglabra (B. L. Robinson)
R.M. King & H. Robinson., tienen actividad antioxidante, la fraccidbn metandlica con
ICs0 20,15 mg/L, la fraccion AcOEt tiene ICsy 20,87 mg/L y la fraccion Etandlica
con ICsp 22,54 mg/L, extracto en AcOEt 26,67 mg/L, esto evaluado por la técnica
de ABTS*".

La capacidad antioxidante, se determino con el inverso del ICsy, para las
fracciones acetato de etilo, etandlica, metandlica y el extracto en Acetato de etilo
de las hojas de Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson., son 0,048; 0,044; 0,051 y 0,037 respectivamente, que son bajas en
comparacion con el mismo dato de los patrones evaluados acido ascorbico, 0,645,
rutina 0,385 y trolox 0,388. Este parametro corresponde a la actividad antioxidante
por mg/L. esto evaluado por la técnica de ABTS*".

Los extractos baja polaridad (Eter de petroleo y diclorometano) de hojas

Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, no son
antioxidantes al evaluarse por las técnicas de DPPH* y ABTS*".
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RECOMENDACIONES

Determinar la composicion quimica de cada una de las fracciones activas de hojas
Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson, y realizarle
pruebas de actividad antioxidante a estos metabolitos purificados para asi
determinar los responsables de esta actividad.

La planta Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson por
los resultados que se han obtenido, nos indica que es una especie promisoria a
nivel medicinal, se sugiere realizarle otros estudios biol6gicos diferentes a los
realizados a la planta.

Estudiar otras formas de determinacion de la actividad antioxidante para analizar

mas a fondo el comportamiento de los extractos y las fracciones activas de la
planta estudiada.
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ANEXOS

Cinéticas comparativas entre ambos métodos de decoloracién de los radicales
ABTS*" y DPPH*, realizados para extractos y fracciones de hojas Chromolaena
Perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.
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Anexo 1. Cinética del Acido Ascorbico, tiempo vs absorbancia ensayo
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Anexo 2. Cinética de la Rutina, tiempo vs absorbancia ensayo DPPH*.
(Fuente: Autor)
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Anexo 3. Cinética del extracto éter de petroleo, tiempo vs absorbancia
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Anexo 4. Cinética del extracto diclorometano, tiempo vs absorbancia ensayo

DPPH*. (Fuente: Autor)
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Anexo 5. Cinética del extracto acetato de etilo, tiempo vs absorbancia
ensayo DPPH*. (Fuente: Autor)

0,900

0,800

0,700

0,600 -
< 0,500 A 250 mg/L MeOH
O 0,400 - 125 mg/L MeOH
E 0,300 - 62,5 mg/L MeOH
% 0,200 25 mg/L MeOH
@ 0,100 12,5 mg/L MeOH
< 0,000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540 570 600
TIEMPO (Seg)

Anexo 6. Cinética del extracto etanolico, tiempo vs absorbancia ensayo
DPPH*. (Fuente: Autor)
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Anexo 7. Cinética de la fraccion éter de petroleo del extracto petrol, tiempo

vs absorbancia ensayo DPPH**". (Fuente: Autor)
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Anexo 8. Cinética de la fraccién diclorometano del extracto diclorometano,

tiempo vs absorbancia ensayo DPPH*. (Fuente: Autor)
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Anexo 9. Cinética de la fraccién acetato de etilo del extracto acetato de etilo,
tiempo vs absorbancia ensayo DPPH*. (Fuente: Autor)
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Anexo 10. Cinética de la fraccién metanolica del extracto etanolico, tiempo
vs absorbancia ensayo DPPH*. (Fuente: Autor)
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Anexo 11. Cinética Acido Ascérbico, tiempo vs absorbancia ensayo ABTS*".
(Fuente: Autor)
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Anexo 13. Cinética trolox, tiempo vs absorbancia ensayo ABTS*". (Fuente:
Autor)
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Anexo 14. Cinética del extracto éter de petroleo, tiempo vs absorbancia

ensayo ABTS*". (Fuente: Autor)
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Anexo 15. Cinética del extracto diclorometano, tiempo vs absorbancia
ensayo ABTS*". (Fuente: Autor)

0,900

0,800

0,700

0,600 -

0.500 - e 125 mg/L MeOH
< 62,5 mg/L MeOH
= 0,400
LZ) \\ e 25 mg/L MeOH
= 0.300 ‘L s 12,5 Mg/ MeOH
@ 0,200
2 \

0,100
@ |

0,000

0O 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540 570 600
TIEMPO(Seg)

Anexo 16. Cinética del extracto acetato de etilo, tiempo vs absorbancia

ensayo ABTS*". (Fuente: Autor)
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Anexo 17. Cinética del extracto etanolico, tiempo vs absorbancia ensayo

ABTS*". (Fuente: Autor)
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Anexo 18. Cinética de la fraccion éter de petrdleo del extracto petrol, tiempo
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Anexo 19. Cinética de la fraccidn diclorometano del extracto diclorometano,
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Anexo 20. Cinética de la fraccion acetato de etilo del extracto acetato de
etilo, tiempo vs absorbancia ensayo ABTS*". (Fuente: Autor)
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Anexo 21. Cinética de la fracciéon metanolica del extracto etanolico, tiempo

vs absorbancia ensayo ABTS*". (Fuente: Autor)
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