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Resumen

Justicia spicigera schl. (muicle) es una planta nativa de Mesoamérica que ha sido empleada
por la medicina tradicional desde tiempos remotos. Sin embargo, la informacion cientifica que
sustente las propiedades benéficas que se le atribuyen a dicha planta es aun escasa. Debido a
lo anterior, el propdsito de este estudio fue extraer y caracterizar compuestos fenolicos con
actividad antioxidante del muicle, empleando la extraccién asistida por ultrasonido y el
método tradicional de maceracion. El contenido total de compuestos fenolicos fue
determinado usando el reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual se encontrdé en un intervalo de 98-
134 mg EAG/ g de extracto seco. Se determind también la capacidad reductora de Fierro por
el método de FRAP, en el cual el valor minimo se encontrdé en el extracto acuoso de
maceracion y el maximo en el extracto acuoso-etanolico de ultrasonido, con 51 y 232 uME de
acido ascorbico/ 10 mg de extracto seco, respectivamente. La capacidad anti radical fue
cuantificada por el método de DPPH, obteniendo solamente el ECsy con la extraccion asistida
por ultrasonido a una concentracion de 936 ppm. Estos resultados comprueban que la
extraccion asistida por ultrasonido puede ser una alternativa eficiente en la obtencioén de

compuestos fendlicos sin afectar sus propiedades antioxidantes.

x1i



Introduccidén

El conocimiento y utilizacion de las plantas por los pueblos del mundo tiene una larga e
interesante historia, reconociéndose que desde tiempos ancestrales, el ser humano ha
encontrado en las plantas un fiel aliado para satisfacer muy diversas necesidades: alimento,
techo, abrigo, armas, asi como la recuperacion y el mantenimiento de la salud. Las plantas
constituyen un recurso muy valioso dentro de la medicina tradicional de los diferentes paises.

(Fabricant DS, 2001).

Actualmente, la gran mayoria de los paises desarrollados y en desarrollo siguen haciendo uso
de ellas. Los médicos tradicionales y sus plantas medicinales han dejado de ser calificados
negativamente, lo que ha dado pie a que se establezcan programas y proyectos para la
investigacion, aplicacion e industrializacion de los productos derivados de plantas. Esto ha
conducido a que muchos de los principios activos utilizados en la terapéutica moderna tienen

sus origenes en la medicina tradicional de diversas culturas antiguas (Patwardhan, 2005).

En Latinoamérica la medicina herbolaria es ampliamente utilizada, por lo que los metabolitos
secundarios de los vegetales representan una fuente extremadamente rica para la obtencion de
extractos mediante los cuales se pueden aislar moléculas que puedan ser precursoras de
potenciales compuestos bioactivos (Tsanko et al., 2014). En México, las plantas medicinales
son el recurso material mas amplio y valioso de la medicina indigena tradicional (Lozoya &

Zolla , 1984).

Su estudio es un tema recurrente en la historia de México, tarea muy compleja si se piensa en
la enorme riqueza cultural y floristica del pais (tercero en el mundo en biodiversidad y
segundo en el hemisferio occidental de lenguas y culturas distintas). Se tiene estimado que en
nuestro pais existen cerca de 30,000 especies de plantas de las cuales, en 1994 el Instituto
Nacional Indigenista document6 3,000 con usos medicinales, esto es el 10% del total de la

riqueza floristica del pais (Argueta et al., 1994).

En este contexto, la familia Acanthaceae es una importante fuente de farmacos con actividad

terapéutica y el conocimiento etnofarmacologico de esta familia necesita urgentemente ser



documentado. Dentro de esta familia encontramos al género Justicia con aproximadamente
600 especies; de las cuales tres especies son altamente importantes para la medicina
tradicional desde tiempos remotos: Justicia spicigera schl., Justicia secunda y Justicia

pectoralis. (Correa & Alcantara, 2012).

Justicia spicigera schl. es ampliamente utilizada como colorante, en la gastronomia, asi como
en la medicina popular para diferentes patologias, por lo que el presente trabajo pretende
generar y aportar informacion para contribuir al uso de esta especie y en su caso al uso de sus
extractos para contribuir en su integracion a la formulacion de un nutraceutico o como

ingrediente funcional.

El proposito de este trabajo es la comparacion de dos metodologias diferentes de extraccion,
la maceracion convencional y una extraccion asistida por ultrasonido, evaludndose el efecto de

éstas en el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante.



1 Antecedentes

1.1 Generalidades del Muicle

1.1.1 Justicia spicigera schl.
El muicle (Figura 1) es una planta endémica de Mesoamérica. (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009). El nombre ndhuatl es “mohuitli” y se tienen de ¢l

datos que sefalan su uso por los pobladores prehispanicos en las siguientes formas:

e Como planta medicinal.
¢ Empleado en la gastronomia de algunas regiones.

e Como colorante, en el tefiido de sus telas.

Figura 1: Ejemplar adulto de Justicia spicigera schl. (muicle).

(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009)

1.1.2 Historiay origen

rancisco Hernandez, en su obra “Historia de las Plantas de la Nueva Espafia” cita un vegeta
F H dez, bra “Hist de las Plantas de la N E ” cit tal
llamado “mohuitli”, es decir, “hierba purpurea”, cuya descripcion enuncia en estos términos.

(Hernéndez, 1942)

“Es una hierba con raices ramificadas, de donde nacen tallos de dos palmos, sarmentosos,
torcidos y cilindricos, y flores escarlata alargadas; hojas como de yerbamora algo

blanquecinas por debajo, que tienen un sabor exactamente como de pepinillo. Es de



naturaleza fria o templada y glutinosa... nace en los lugares planos o en las alturas de

’

Oaxtepec...’

También es conocido como hierba purpura, limanin, micle, mohuite, muele, muecle, muille,
expaxihuitl, huitzilxochitl, muite, muitle. En Oaxaca: me tzi fia; Puebla: mouait, mouel,

mouitl, moitle; San Luis Potosi: muu y en Yucatan: cruz k'aax. (Azpeitia, 1996)

1.1.3 Morfologia

Planta que se encuentra como arbusto de 1 a 5 m de altura, ramificado, sus hojas son largas y
vellosas. Las flores de 3 a 3.5 cm se encuentran en la parte apical de la planta, cominmente de
color anaranjado, pero algunas veces rojo palido en forma de tubos que terminan rasgandose,
formandose un labio. Los frutos son capsulares ovoides con 2 a 4 semillas (Figura 2)

(Martinez, 1992; Cevallos & Sergio, 1998).

Figura 2: Partes que conforman a Justicia spicigera schl. a) Floracion de vastago, b) base de la
flor, con bréacteas y caliz, ¢) Punta de hoja del labio inferior, d) Estambres, e) Pistilos. (Colored

Illustrations Popular, 1937).



1.1.4 Clasificacion Taxondmica

El muicle (Justicia spicigera schl.) (Biologia, 2010) es una planta medicinal integrante de la

familia de las Acantaceas. La clasificacion actual (Acanthaceae), familia que retine 256

géneros y 2770 especies de zonas tropicales y subtropicales; comprende 36 géneros y 28

especies (Tabla 1) (USDA, 2013)

Tabla 1: Clasificacién taxonémica de muicle.

Reino
Subreino
Phylum
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género

Especie

Nombre Cientifico

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Asteridae
Scrophulariales
Acanthaceae
Justicia

spicigera

Justicia spicigera schl.

Fuente: http://unibio.unam.mx/collections/specimens/urn/IBUNAM:MEXU:PV525864



http://unibio.unam.mx/collections/specimens/urn/IBUNAM:MEXU:PV525864

1.1.5 Distribucién geografica

El muicle (Justicia spicigera schl.) es una planta originaria de México, que crece en los
estados de Chiapas, Nayarit, San Luis Potosi, Valle de México, Veracruz, Guerrero, Puebla,
Morelos, Tlaxcala, Yucatan e Hidalgo (Hersch M., 1997; Martinez, 1996), aunque
actualmente también se le puede encontrar en otras pastes de Centro y Norteamérica.

(Discover Life, 2013).

Se encuentra presente en climas célido, seco y templado, desde a nivel del mar hasta los 3000
m. Cultivada en huertos familiares, crece a orillas de caminos (Callejo, 1996), y de igual

forma crece en matorrales y bosques (Monroy & Castillo, 2007).

Figura 3: Justicia spicigera schl. en la Republica Mexicana e Islas adyacentes, Centroamérica y

Estados Unidos en puntos amarillos. Fuente:

http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Justicia+spicigera&flags=col?2:



http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Justicia+spicigera&flags=col2

1.1.6 Composicion quimica

Se conoce muy poco acerca del contenido metabolico de Justicia spicigera schl. Euler y Alam
(1982) aislaron el flavonoide kaempferitrina (Figura 4); por otro lado Dominguez et al. (1990)
aislaron el glucosido de 3-B-o-sitosterol, alantoina y criptoxantina. Hasta la fecha, a ninguno
de los metabolitos aislados de esta especie se le puede adjudicar alguna de las multiples
propiedades terapéuticas, sin embargo, se infiere la presencia de grandes concentraciones de
polifenoles como flavonoides o antocianinas que pueden ser responsables de las propiedades

antioxidantes atribuidas a esta especie.
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Figura 4: Estructura quimica de la kaempferitrina (de Souza et al. 2009)

1.1.7 Informacién etnobotéanica

El muicle provee algunos de los colorantes naturales usados extensamente en la tradicion
popular (Véase Figura 5). De €l se logra obtener el rosa mexicano, el violeta y el azul, los
cuales se emplean en diferentes regiones de México en el &mbito gastronomico. Ademas, es
una planta utilizada por algunas etnias de México para atender problemas de la sangre como
es la anemia, mala circulacion, presion arterial, problemas de la piel como pueden ser
erupciones, varices, granos, llagas, manchas, mezquinos, verrugas, en el sistema urinario, para
infecciones renales, aclarar la orina, mal de orin, dolor del rifidon, también se ha utilizado para
tratar la erisipela, sifilis, epilepsia, apoplejia; como ténico sanguineo, estimulante, anti

disentérico, antipirético, antiespasmoddico, antiinflamatorio, para aliviar trastornos



menstruales, nervios, insomnio, bronquitis, desordenes intestinales incluyendo nauseas,
diarrea y vomito, para tratar el cancer. Cabe aclarar que para cualquiera de los padecimientos
mencionados anteriormente se utiliza a menudo las hojas y las ramas. (Azpeitia, 1996;

Dominguez et al. 1990; Alonso et al. 2011).

Figura 5: Uso etnoboté&nico Justicia spicigera schl. (muicle).

Dada la importancia etnobotanica del muicle, se buscan métodos eficientes, econdémicos y
favorables al ambiente, para la extraccion de sus metabolitos secundarios, sin que estos
ultimos afecten en la disponibilidad y eficiencia de dichas sustancias. La extraccion es el paso
inicial en el aislamiento de componentes bioactivos a partir de materiales vegetales, el
objetivo es obtener la maxima concentracion de compuestos y la mayor actividad antioxidante

de los extractos (Spigno et al., 2007).

Las plantas aromaticas y medicinales poseen muchos compuestos bioactivos, que pueden ser

de estructura polifendlica, y que presentan actividad antioxidante. Existe un gran nimero de



grupos de investigacion que estudian la identificacion de los compuestos activos de este grupo

de materiales por su interés para aplicaciones alimentarias, cosméticas y farmacéuticas.

1.2 Extraccion

En quimica, la extraccion es un procedimiento de separacion de una sustancia que puede
disolverse en dos disolventes no miscibles entre si, con distinto grado de solubilidad y que

estan en contacto a través de una interfase (Valcarcel C. & Gomez H., 1988).

De modo general se consideran dos tecnologias diferentes para la extraccion; dependiendo del

estado de la corriente residual: extraccion liquido-liquido o sélido-liquido.

1.2.1 Extraccion liquido-liquido

En la extraccion liquido-liquido se separa un componente de una mezcla liquida, con ayuda de

un disolvente, que preferentemente lo disuelve.

La sensibilidad y la eficacia del proceso de extraccion dependen de la eleccion de los dos
disolventes inmiscibles. Cuando se utiliza una fase acuosa y un disolvente organico, los
compuestos mas hidrofilicos quedardn preferentemente en la fase acuosa y los mas

hidrofébicos pasaran al disolvente organico (Valcarcel C. & Gomez H., 1988).

1.2.1.1 Extraccion por disolventes

Se basa principalmente en la seleccion de disolventes, con el fin de incrementar la solubilidad
de los materiales y la velocidad de transferencia de masa (Gao & Liu, 2005). Se separan los
compuestos con base en sus solubilidades por dos liquidos inmiscibles, usualmente agua y un
disolvente organico. En la industria, este proceso se realiza continuamente bombeando una

corriente organica y otra acuosa dentro de una mezcladora, donde se mezclan ambos


http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Sustancia
http://es.wikipedia.org/wiki/Disolvente
http://es.wikipedia.org/wiki/Solubilidad
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Interfase&action=edit&redlink=1

componentes y se permite el intercambio i6nico hasta que se logra el equilibrio (Vinatoru,

2001).

1.2.2 Extracciéon sélido-liquido

Con la extraccion solido-liquido (Figura 6) se puede extraer componentes solubles de sélidos
con ayuda de un disolvente. Un ejemplo de la vida cotidiana es la preparacion de la infusion
de café. En este proceso, la sustancia aromatica del café (soluto) se extrae con agua
(disolvente) del café molido (material de extraccion, formado por la fase portadora solida y el
soluto). En el caso ideal se obtiene la infusion de café (disolvente con la sustancia aromatica

disuelta) y en el filtro de la cafetera queda el café molido totalmente lixiviado (fase portadora

solida) (Valcarcel C. & Gomez H., 1988).
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Figura 6: Esquema de la extraccion; antes de la extraccion (izquierda) y después de la
extraccién (derecha): 1.-disolvente, 2.-material de extraccion (fase portadora sdélida con soluto,
3.-soluto, 4.-fase portadora sélida lixiviada, 5.- disolvente con el soluto de transicién en el
disuelto.

Existen diferentes técnicas en la extraccion sdlido-liquido como la maceracion, método
Soxhlet, entre otras y son considerados como métodos convencionales debido a que se han

empleado desde tiempos antiguos, sin embargo tienen algunas desventajas.



1.2.2.1 Métodos Convencionales

1.2.2.11 Maceracion Dinamica

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia prima posee una
serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion, que son los que se pretende extraer.
El proceso de maceracion genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo de las
necesidades de uso. Existen dos métodos de maceracion de acuerdo a la temperatura, caliente
y en frio. La maceracion, consiste en poner en contacto la muestra y el disolvente durante un
tiempo determinado dando como resultado un equilibrio de concentracion entre la muestra y el
disolvente. Este proceso depende de la naturaleza del extracto, tamafio de particula, contenido
de humedad y selectividad o cantidad de disolvente; una variacion de esta, es la maceracion
dindmica que consiste en dejar la muestra en contacto con el disolvente durante un
determinado tiempo, utilizando agitacion constante (Sharapin, 2000). Sin embargo, la
maceracion posee algunas limitaciones entre las cuales consume mucho tiempo,
procedimientos de trabajo intensivo, etapas de concentracion extendidos, y la implicacion de

grandes volumenes de disolventes peligrosos (Siqueira et al. 2011).

1.2.2.1.2 Maceracion en Frio

Consiste en sumergir el producto a macerar en un recipiente con la cantidad suficiente de
disolvente para cubrir totalmente lo que se desea macerar. Esto se lleva a cabo por un lapso de
tiempo largo, dependiendo de la materia prima que se vaya a macerar. Las ventajas de la
maceracion en frio consisten en la utilizacion de equipos simples que requieren minimas
cantidades de energia y en la capacidad de extraer la mayoria de las propiedades de lo que se
macera (dependiendo del disolvente), practicamente en su totalidad sin alterarla por efectos de
temperatura. Sin embargo se necesitan periodos de tiempo mucho mas extensos para lograr

una extraccion adecuada (Gomez-Miguez et al. 2007).



1.2.2.1.3 Maceracion con calor

El proceso consiste en el contacto entre las fases, el producto a tratar y el disolvente; con la
diferencia de la variacion de temperatura, en este caso pueden variar las condiciones de la
maceracion. El tiempo de proceso varia mucho del de maceracion en frio, ya que al utilizar
calor se acelera el proceso. La desventaja de la maceracion en calor es que no logra extraer
totalmente pura la esencia del producto, ya que regularmente destruye algunas propiedades, es
decir, muchas veces se trata de compuestos termoldbiles que se ven afectados por la
temperatura, ademds que requiere equipos mas sofisticados que permitan el control de
temperatura, sin mencionar el consumo energético que dicho proceso implica, aunque debe de

considerarse que los periodos de tiempo se reducen favorablemente (Puértolas et al. 2011).

1.2.2.1.4 Soxhlet

La extraccion con Soxhlet, usada durante décadas, es una técnica estandar y utilizada como
referencia para evaluar los resultados de otros métodos de extraccion solido-liquido. Es una
técnica general y bien establecida que supera los resultados de otras técnicas convencionales,
aunque tiene un campo limitado en la extraccion de compuestos termolébiles (Luque de Castro

& Garcia-Ayuso, 1998).

El equipo Soxhlet (Figura 7) es un tipo de material de vidrio utilizado para la extraccion de
compuestos, generalmente de naturaleza lipidica, contenidos en un so6lido, por medio de un
disolvente afin. El equipo estd integrado por un extractor, un condensador especial de tipo
bulbo y un matraz. Funciona ciclicamente. Cuando se evapora el disolvente sube hasta el area
donde es condensado; aqui, al caer y regresar a la camara de disolvente, va separando los

compuestos, hasta que se llega a una concentracion deseada.



Figura 7: Equipo Soxhlet

El empleo de distintos disolventes da lugar a diferentes extractos y con diferente composicion.
El hexano es el disolvente mas utilizado para extraer aceites comestibles de plantas. La
extraccion con Soxhlet presenta las siguientes ventajas: 1) la muestra estd en contacto
repetidas veces con porciones frescas de disolvente, 2) la extraccion se realiza con el
disolvente caliente, asi se favorece la solubilidad de los compuestos, 0 no es necesaria la
filtracion después de la extraccion, 3) se obtienen excelentes recuperaciones, existiendo gran
variedad de métodos oficiales cuya etapa de preparacion de muestra se basa en la extraccion
con Soxhlet y/o ademas, 4) la metodologia empleada es muy simple y barata. (Luque de
Castro & Garcia-Ayuso, 1998). Diferentes autores han propuesto ciertas modificaciones al
método Soxhlet, cuyos objetivos se centran en acortar el tiempo de extraccion y automatizar el

proceso.

La extraccion Soxhlet ha sido la més utilizada tradicionalmente (Luque de Castro & Garcia-
Ayuso, 1998). Actualmente existen otros métodos alternativos que tienen mayor eficiencia,
son mas rapidos, tienen menor costo, son simples, menor consumo de disolventes orgénicos y
reduccion de contaminacion, por lo tanto son amigables con el ambiente. (Yaminia, Seidib, &
Rezazad, 2014). Algunos ejemplos de los métodos alternativos se puede mencionar a la
extraccion asistida por microondas, fluidos supercriticos, extraccion acelerada con disolventes,
pulsos eléctricos y via ultrasénica etc (Assis Jacques, y otros, 2007; Vinatoru, 2001). A nivel
industrial se emplean equipos de extraccion discontinua y continua con disolventes

convencionales (Saiz & Lopez, 2010).



1.2.2.2 Métodos Alternativos

Segiun Gao & Liu, 2005, los métodos de extraccion mas modernos se basan en la mejora de la

eficiencia de los métodos tradicionales por accion fisica sobre el medio.

1.2.2.2.1 Extraccion asistida por microondas

La irradiaciéon con microondas causa un movimiento molecular por migracion de iones y
rotacion de dipolos que contribuyen a una rapida transferencia de energia al disolvente y
materia vegetal. Se ha utilizado la energia de microondas con diferentes finalidades, siendo
una de ellas la extraccion de compuestos solubles en fluidos especificos (liquidos o gases). La
extraccion asistida por microondas proporciona técnicas selectivas y rapidas en las que se
obtienen mejores recuperaciones o similares a las obtenidas en los procesos de extraccion
convencionales (Pan, Niu, & Liu, 2003). Ademas, ofrece otras ventajas sobre las tecnologias
utilizadas corrientemente como son un menor consumo de energia, menores volumenes de
disolventes, menor toxicidad (en ocasiones) de los disolventes empleados y, en general, menor

cantidad de residuos.

1.2.2.2.2 Extraccion por fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una temperatura y presion sobre su punto
critico termodindmico. Tiene una habilidad tnica para difundirse a través de los s6lidos como
un gas y de disolver materiales como un liquido, generando disolvente de baja viscosidad,
altas tasas de difusion y sin tension superficial. Se utilizan, principalmente, dioxido de carbono
y agua. Se puede realizar una extraccion selectiva de diferentes compuestos utilizando

distintas presiones del fluido supercritico (Vinatoru, 2001).



1.2.2.2.3 Extraccion turbo

Utiliza un agitador de alta velocidad, que induce cavitacion hidrodindmica, aumentando el
rendimiento de extraccién, ya que se aumenta el contacto entre el material vegetal y el
disolvente y el proceso de difusion a través de las paredes celulares se incrementa (Vinatoru,

2001).

1.2.2.2.4 Extraccion eléctrica

El uso de la electroquimica en la manipulaciéon de las extracciones de analisis i6nico y neutro
para la preparacion de muestras se ha estudiado a través de los métodos solido-liquido,
liquido-liquido. Utilizando la extraccion de la membrana de la fuerza de conduccion eléctrica,
ya que la energia auxiliar, conduce a mejoras sustanciales (Yaminia et al., 2014). Se aplican
descargas eléctricas a la mezcla de extraccion, incrementando la extraccion hasta un 25% al

formarse burbujas de cavitacion (Vinatoru, 2001).

1.2.2.2.5 Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonidos de alta frecuencia, con el fin de
desprender el compuesto buscado del material vegetal. Las particulas solidas y liquidas vibran
y se aceleran ante la accidn ultrasonica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase
solida al disolvente (Gao & Liu, 2005). Segun Rostagno et al. (2003), esta técnica es la mas
econdmica y tiene los requerimientos instrumentales mas bajos entre las ultimas técnicas de
extraccion desarrolladas. Los fendmenos fisicos que afectan la extraccion de sustancias se ven
afectados por la sonificacion, ya sea que las sustancias de interés se encuentren en células
internas o externas del tejido. Al reducir el tamano de las particulas del material vegetal se
aumenta el area de exposicion al disolvente y a la cavitacion producida. El ultrasonido ademas
facilita la rehidratacion del tejido si se estan utilizando materiales secos al abrir los poros, lo
cual a su vez incrementa el transporte de masa de los constituyentes solubles por difusion y

procesos osmaticos (Vinatoru, 2001).



1.2.3 Disolventes empleados en la extraccion

Los disolventes mas utilizados para la extracciéon son: metanol, etanol, hexano y acetona, ya
sea por separado, combinados o en disoluciones acuosas (Conde, 2009; Lim, Lim, & Tee,
2007; Thaipong, et al. 2006). Las polaridades de los disolventes organicos influyen en la
seleccion de un disolvente especifico para la extraccion de un grupo de compuestos bioactivos

(Hamid et al. 2010).

1.3 Compuestos fenolicos

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenolicos (Tabla 2). Estos
compuestos podemos denominarlos polifenoles. Se originan principalmente en las plantas, que
los sintetizan en gran cantidad, como producto de su metabolismo secundario (compuestos
omnipresentes en las plantas). Algunos son indispensables para las funciones fisiologicas
vegetales. Otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos
diversos (hidrico, luminoso, etc.) (Quifiones et al., 2012). Constan de un gran grupo de

compuestos bioldgicamente activos (por encima de 8.000 estructuras).

1.3.1 Origen de los compuestos fendlicos

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario de las plantas
tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del &cido shiquimico y la ruta de
los poliacetatos. La ruta del acido shiquimico proporciona la sintesis de los aminoacidos
aromaticos (fenilalanina o tirosina), y la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados
(fenoles sencillos, acidos fenolicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano). La ruta

de los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas.
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1.3.2 Clasificacion

A continuacién se describen los principales grupos de compuestos fenolicos presentes en los

alimentos vegetales.

Tabla 2: Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Nombre

Esqueleto carbonado

Estructura

Fenoles simples

(C6)
(ej. fenol, cresol, timol, etc.)

OH
2 6
3 5
4
@\/CL
OH

Acidos fenilacéticos (C6-C2)
Acidos fendlicos
(C6-C1) COOH
(ej. acido gélico, vainillico 6 2 6
siringico, y sus aldehidos) 3 @5
4
HOOC
Fenilpropanoides (C6-C3) yZ
(ej. p-cumarico, cafeico,
clorogénico, ferdlico, sinapico) 2 °
3 > 5
Ligninas y Lignanos ) f_{;
(C6-C3), i, iy
(C6-C3)n o4 ‘f“o"\ /\[/_T\
(ej. sesamin y pinoresinol) orsemmn o N

Naftoquinonas

(C6-C4)




Xantonas

(C6-C1-C6)

Estilbenos y

antraguinonas

(C6-C2-C6)
(ej. resveratrol)

HO
Taninos (C6-C3-C6)n I o
(ej. procianidina) o SS " o
HO :\; jli:_gt o oH
il / -
HO _I-'_.—c—m ||3 ULI OH
Flavonoides (C6-C3-Cb)

(ej. Isoflavonas, antocianidinas

etc.)

(Macheix et al., 1990).

La Tabla 3 define la estructura molecular del acido benzoico y cinamico y la estructura de las

distintas familias de flavonoides, cita los derivados mas comunmente encontrados en la

naturaleza y recoge algunas de las fuentes de 4cidos fendlicos y flavonoides en la dieta

humana.



Tabla 3: Estructura molecular de los acidos fenolicos simples y de las distintas familias de
flavonoides, los derivados mas comunmente encontrados en la naturaleza y algunas de las
fuentes de la dieta humana.

Estructura molecular Compuestos representativos Fuentes en la dieta

Acidos fendlicos

Acido benzoico Acido p-lndroxibenzoico Tomate, té verde, zanahoria

0
4

OH

2

Acido cindmico

Acido vanillico
Acido siringico

Acido galico

Acido p-cumarico

Acido fertilico

Tomate. vino.
Te verde

Fresa, zumo de uva

Uva blanca, tomate. repollo

Trigo, maiz, arroz,

CHCHCOOH
©/ Acido cafeico Uva blanca, oliva, café
Acido rosmarinico Pera
Hidroxitirosol Uva, pomelo
Oleuropeina Aceite de oliva, jengibre
Flavonoides
Flavonas Apigenina Apio, perejil
o. Ph Luteolina Oliva, cereales
9)
Flavonoles Quercetina Cebolla, lechuga. fresa. té
& _Ph Miricetina Uvas, vino tinto. arandano
@;ﬂjl/ Kaemferol Endivia. brocoli. uva. puerro
\DH Rutina Vino tinto, piel de tomate
o Hesperidina Naranja



Tabla 3: (Continuacion)

Flavanonas Naringenina Citricos
Naringina Piel de citricos
Taxifolina Citricos
Gemnisteina Haba de soja
- Genistina Haba de soja
(% t_]T
A
T ~ ™SPh
(]
Flavanoles Epicatequina
- Catequina
R O~ Ph C in-3-oal
atequin-3-galato . . .
& J q = Té verde. té negro, vino tinfo
ey ~—OH Galocatequina
Galocatequin-3-galato
Antocianidinas Apigenidina Frutas coloreadas v pieles
o Ciamidma Cereza. frambuesa, fresa, uva
A e ,_,-Ph
- R - .
U T ] Malvidina Uva, vino tinto

(Pokorny et al., 2001; Fuhrman & Aviram, 2002; Rice-Evans et al., 1996).

La investigacion en extractos fendlicos ha ido creciendo debido a la creciente demanda
mundial de compuestos fendlicos y su creciente aplicacion en la industria alimentaria como
agente antimicrobiano, antioxidante y estabilizadores de alimentos. Ademds de las
propiedades biologicas de los compuestos fenolicos, se les han atribuido actividades
farmacoldgicas y médicas relacionadas con la prevencion y/o mejora del estado de salud.

(Avello & Suwalsky, 2006).



Por su parte en los vegetales los polifenoles son muy importantes como antioxidantes. En los
ultimos tiempos la determinacion del contenido de antioxidantes se ha empleado como una
herramienta para promover el consumo y sumarle valor agregado a productos de origen

natural tales como: el vino, la miel, T¢ verde, cacao y café, entre otros.

1.3.3 Antioxidantes

La etimologia de la palabra antioxidante viene del término griego anti que significa opuesto o
con propiedades contrarias y de la palabra oxidante cuyo significado quimico es que oxida.
(RAE, 2011). Por tanto, un antioxidante biolégico ha sido definido como: “cualquier
sustancia que, cuando estd presente en concentraciones bajas en comparacion con las de un
sustrato oxidable, previene significativamente o retrasa la oxidaciéon de dicho sustrato”

(Benzie & Strain, 1996).

1.3.4 Tipos de antioxidantes

Los antioxidantes que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos
pueden bloquear parte de este dafio debido a que estabilizan los radicales libres. Son
sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacion causada por los radicales libres,
actuando algunos a nivel intracelular y otros en la membrana de las células, siempre en

conjunto para proteger a los diferentes 6rganos y sistemas.

Existen diferentes tipos de oxidantes:

e Antioxidantes enddgenos: mecanismos enzimaticos del organismo
(superoxidodismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation y la coenzima Q).
Algunas enzimas necesitan cofactores metalicos como selenio, cobre, zinc y magnesio

para poder realizar el mecanismo de proteccion celular.

e Antioxidantes exdgenos: son introducidos por la dieta y se depositan en las membranas

celulares impidiendo la lipoperoxidacion (vitaminas E, C y 3-caroteno).

21



Actualmente se utilizan tanto los de origen natural como sintéticos, de estos ultimos solo
algunos se han empleado en alimentos, pues es necesario comprobar la ausencia de toxicidad y
actividad carcinogénica antes de utilizarlos. Los antioxidantes sintéticos se utilizan en los
limites legales para reducir el deterioro, rancidez y la decoloracion oxidativa de los aceites y
grasas. Existen algunos problemas relativos a la seguridad y la toxicidad de los antioxidantes
sintéticos relacionados con su metabolismo y la posible absorcion y acumulacion en los
tejidos; por otra parte antioxidantes naturales se encuentran en algunos materiales vegetales
tales como oleaginosas, cereales, verduras, frutas, hojas, cortezas, raices y hierbas, los cuales
se asocian a la reduccion del riesgo de enfermedades cronicas (Abdalla et al., 2007). Las
reacciones quimicas de los radicales libres se dan constantemente en las células de nuestro
cuerpo, pero el proceso debe ser controlado con una adecuada proteccion antioxidante, por
medio de alimentos ingeridos en la dieta (vitaminas y compuestos fendlicos) que permiten

neutralizar las especies generadoras de radicales (Avello & Suwalsky, 2006).

Entre los principales antioxidantes se encuentran: 4cido ascorbico (regeneracion de
tocoferoles), tocoferoles (proteccion de membranas lipidicas, bloqueo de la cadena de
reacciones de peroxidacion), carotenoides (bloqueo de la cadena de reacciones de
peroxidacion), compuestos fendlicos (capacitacion de radicales libres y actividad quelante de

metales).

1.3.5 Reacciones de 6xido-reduccién

Las oxidaciones son reacciones quimicas de transferencia de electrones entre un agente
oxidante y un reductor. Bajo determinadas condiciones, estas reacciones pueden generar
moléculas altamente inestables capaces de reaccionar con oxigeno o con otras moléculas
generando un desbalance REDOX, en el cual las oxidaciones se propagan a moléculas
vecinas. Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas, impidiendo o terminando las oxidaciones en cadena. Aunque las reacciones de
oxidacion son cruciales para la vida, también pueden ser perjudiciales; por lo tanto las plantas
y los animales mantienen multiples sistemas antioxidantes, tales como glutation y otros tioles,
vitamina C, y vitamina E, asi como enzimas tales como la catalasa, superoxido dismutasa y

varias peroxidasas.
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1.3.6 Radicales Libres

Son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre, por lo que son
muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de las moléculas estables con el fin de
alcanzar su estabilidad electroquimica y una vez que ha conseguido sustraer un electron, la
molécula estable que se lo cede se convierte en radical libre por microsegundos, pero tiene la
capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando dafios a moléculas
(Avello & Suwalsky, 2006). Ejemplos de radicales libres que se forman en el organismo son
super o0xido, hidroxilo, peroxilo, alcoxilo, 6xido de nitrégeno y triclorometilo (Halliwell &

Whiteman, 2004).

Hay evidencias que sustentan el papel patogénico de los radicales libres en procesos
bioldgicos, mostrando entre la incidencia de enfermedades inflamatorias y degenerativas y las
bajas concentraciones de antioxidantes en la sangre (Sohal & Weindruch, 1996), los que

pueden ser modificados al aumentar su ingesta (Avello & Suwalsky, 2006).

1.3.6.1 Factores que pueden estimular la produccion de radicales
libres

Conservadores y quimicos en alimentos
Radiacién
X ionizante
@D No
°: @ OH» @
Tabaquismo

oH @
Dafio a celulas y ADN oH @ O: @D
Metabolismo
PRS . > NO @D
Estres Oxidativo o)
&
& OH"
5 0 OH Globulos blancos o
Mitocondria ‘ H,0, “ 0, # ”
@90. o
Proceso de Inflamacion Contaminaciéon

Figura 8: Factores que favorecen la produccion de Radicales Libres. (Venereo Gutiérrez, 2002)
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Algunos de los factores que favorecen la produccion de radicales libres son expuestos en la
Figura 8, existen otros como son: el ejercicio, las dietas altas en acidos grasos polinsaturados,

las isquemias y los carcindgenos.

En nuestro organismo, las mitocondrias son la fuente principal de produccion de especies
reactivas de oxigeno entre las que se incluyen los radicales libres. El superoxido es generado
por la cadena respiratoria mitocondrial. Existe una transformacion del superdxido, en
peréxido de hidrogeno bajo ciertas condiciones, resultando radicales hidroxilo, los cuales son
relevantes en enfermedades cronico no transmisibles y el envejecimiento a través de
mecanismos que implican mutagénesis de ADN mitocondrial o aumento de las tasas de

acortamiento de los telémeros de ADN. (Delgado O. et al., 2010).

Los radicales libres (RL) se producen normal y continuamente durante el metabolismo celular,
que se llevan a cabo principalmente en la mitocondria, por las diversas reacciones redox,
realizadas por enzimas como la NADHP oxidasa, lipoxigenasas, cicloxigenasas y peroxidasas
(Adam V., 2005; Turrens , 2003), existen otras fuentes enddgenas de RL como son las
oxidaciones microsomales, los fagosdmas, la autooxidacion de sustratos y los neutrofilos

(Roche & Romero , 1994).

Dentro de los efectos adversos de los radicales libres, se citan los dafnos a la membrana celular,
al colageno, al ADN, al material cromosdmico y a las proteinas, enzimas y moléculas que

nivelan los niveles de calcio intracelular y el estrés oxidativo.

1.3.7 Estrés oxidativo

Cuando el aumento del contenido intracelular de las moléculas radicales y no radicales
sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula, se produce el estrés oxidativo, induciendo un
dano a moléculas bioldgicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El estrés oxidativo se
presenta en diversos estados, alterando la funcionalidad celular y contribuyendo al desarrollo
de enfermedades degenerativas (Avello & Suwalsky, 2006). El estrés oxidativo puede deberse

a disminucion de antioxidantes debido a mutaciones o a toxinas que causan disminucién de

24



defensas o por el incremento en la produccion de especies reactivas a causa de la exposicion a

elevados niveles de oxigeno.

La dieta juega un papel muy importante en la prevencion de enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo, fundamentalmente a través del aporte de compuestos bioactivos de origen
vegetal, lo que esta llevando a las industrias alimentarias a disefiar alimentos funcionales que

supongan un aporte extra de antioxidantes naturales (Garcia F. , 2006).

1.3.8 Beneficios e Importancia de los Antioxidantes

En los ultimos afios numerosos estudios han avalado los efectos benéficos de la ingesta de
polifenoles sobre la salud, especialmente sobre el sistema cardiovascular. Esto es importante,
porque las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo. Los
efectos de los polifenoles son fundamentalmente consecuencia de sus propiedades
antioxidantes. Estos compuestos presentan efectos vasodilatadores, son capaces ademas de
mejorar el perfil lipidico y atentian la oxidaciéon de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Presentan claros efectos antiinflamatorios y estos compuestos son a su vez capaces de modular
los procesos de apoptosis en el endotelio vascular. Esta revision define desde el punto de vista
estructural, los distintos grupos de polifenoles que pueden formarse en los vegetales y

actualiza los conocimientos sobre su biodisponibilidad.

Entre las actividades fisiologicas de los antioxidantes naturales se encuentra: actividad
antibacteriana, antiviral, antimutagénica, antialérgica, anticarcinogénica, inhibidora del
incremento de la presion arterial, antitlcera, anticariogénica, antimicrobiana y antifingica
(Halliwell & Whiteman, 2004), todas derivadas del estrés oxidativo celular, ademas de su
poder como: vasodilatadores, antiinflamatorios, estimuladores de la respuesta inmune,
antialérgicos, efectos estrogénicos, o inhibidores de enzimas prooxidantes, como cicloxigenasa

y xantina oxidasa (Garcia F. , 2006).
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1.4 Determinacién de actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo , las
determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan solo una idea
aproximada de lo que ocurre in vivo. La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada
solo por la suma de las capacidades antioxidantes de sus componentes; también depende del
microambiente en que se encuentra el compuesto (Kuskoski et al., 2005). Las técnicas
espectrofotométricas si bien tienen interés desde el punto de vista del control de calidad, no
aportan suficiente informacion desde el punto de vista nutricional y funcional, por lo que es
necesario recurrir a técnicas mas precisas como el acoplamiento de HPLC-Masas, o InfraRojo,
entre otras técnicas, identificando individualmente los polifenoles de interés (Prior et al.,
2005). La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos se ve determinada por su

estructura quimica (Belitz & Grosch, 1988).

Técnicas espectrofotométricas — Determina la actividad antioxidante frente a sustancias
cromoéforas de naturaleza radical, ocurriendo una pérdida de color proporcional con la
concentracion. La capacidad antioxidante de una muestra estd dada por interacciones
sinérgicas entre compuestos y por la accién en cada una de ellos, por lo cual en necesario
combinar mas de un método para evaluar correctamente la capacidad de una muestra (Pulido

et al., 2000). Entre los métodos utilizados se encuentran.

e DPPH, llamado asi por el reactivo 2,2-difenil-1-pircrilhidrazilo. Es un método rapido y
sencillo, se basa en la medicion de la actividad secuestradora de radicales libres que
presentan los compuestos antioxidantes (Castafieda, et al., 2008; Lim, Lim, & Tee,
2007). Es adecuado para medir la actividad antioxidante en alimentos y extractos
vegetales (Sanchez-Moreno, 2002), en este método el radical es estable y tiene una
coloracion purpura que se pierde progresivamente cuando se afiade al contenido de la
muestra sustancias antioxidantes. El DPPH puede obtenerse directamente, a diferencia
del ABTS, que es generado tras una reaccion quimica, enzimdtica o electroquimica
(Castaneda et al., 2008) y mientras mds antioxidante sea la muestra, menos sera su

valor (Pulido et al., 2000). La medida de la reaccion DPPH — sustrato debe ser
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estequiométrica, en caso de que el sustrato no tenga masa molar, como en extractos de

plantas (Molyneux, 2004).

FRAP, mide la capacidad reductora de fierro como un método para conocer el “Poder
antioxidante” (Benzie & Strain, 1996). Es un ensayo sencillo y facilmente
automatizable (Pulido et al., 2000). El método se basa al determinar la capacidad que
tiene la muestra para reducir el complejo férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe’"-TPTZ)
a su forma ferrosa (Fe*"-TPTZ) (Figura 9) (Saliha Esin et al., 2010), generando una
coloracion de intensidad proporcional a la actividad reductora de la muestra, que puede
cuantificarse por colorimetria en base a un patron de hierro. En esta técnica una sal de
hierro, el Fe (III)(TPTZ),Cls, actia como oxidante y cromoéforo, ya que la forma

reducida absorbe a 593 nm, no asi la forma oxidada (Garcia F. , 2006).
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":’ /j#n‘n-l-:' --.E-.'--N # antioxidante '] ":FI'."'I'. o
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[Fe(II)(TPTZ),]** [Fe(II1)(TPTZ),]?*, 1 = 593nm

Figura 9: Fundamento del método FRAP, capacidad reductora del complejo férrico 2,4,6-

tripiridil-s-triazina (Fe3+-TPTZ) se reduce a su forma ferrosa (Fe2+—TPTZ)

Fenoles totales, los fenoles totales no son un método de actividad antioxidante, pero
permite conocer la cantidad de fenoles de una forma general. Folin — Ciocalteu, ha sido
utilizado durante muchos afios como una medida del contenido de compuestos
fendlicos totales en productos naturales (Prior et al., 2005). Este analisis es
complementario al cromatografico proporcionando informacion valiosa a la hora de

seleccionar variedades con mayor potencial antioxidante.
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1.5 Justificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2011, realiz6 una lista con las 10
principales causas de muerte en el mundo (Figura 10). En su informe destaca que las causas
de muerte pueden variar entre paises de altos y bajos ingresos. En los paises ricos las
enfermedades no transmisibles representan el 87% de todas las muertes, mientras que en los
paises de bajos ingresos apenas representan el 36%. Hecha la aclaracion anterior; se puede
mencionar que la principal causa de muerte fueron las enfermedades cardiovasculares, unos 7
millones de personas fallecieron por una cardiopatia isquémica. Los casos de cancer de
trdquea, de bronquios y de pulmén causaron un millon y medio de muertes y la diabetes
mellitus irrumpe en esta lista, de la que ha salido la tuberculosis, provocando en 2011 la

muerte de 1,4 millones de personas en todo el mundo.

México, aunque es un pais en vias de desarrollo, (INEGI, 2011) dio a conocer que las
principales causas de muerte son similares a los paises desarrollados en las que se encuentran

las enfermedades del corazon, distintos tipos de cancer y la diabetes mellitus en ese orden.

Estas enfermedades estan directamente relacionadas con el estrés oxidativo, el cual ha sido
implicado en el desarrollo de wvarias enfermedades cronicas no transmisibles y el
envejecimiento (Halliwell & Whiteman, 2004). El estrés oxidativo hace referencia al
desequilibrio entre la generacion de especies reactivas y la capacidad de los sistemas de

defensa del organismo para hacer frente a la agresion oxidativa y sus efectos adversos.

Ante este esquema global y nacional se buscan alternativas viables que reduzcan el indice de
mortandad y aumente la calidad de vida con el fin de contrarrestar efectos negativos
aprovechando los avances tecnoldgicos del siglo XXI. En base a lo anterior, el interés de
antioxidantes naturales, se ha incrementado con el propdsito de prevenir enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo.

Justicia spicigera schl. es una planta medicinal y endémica de Mesoamérica. Ha sido
empleada desde tiempos remotos para el tratamiento de la inflamacién, como depurativo en la
sangre, cancer, entre otros sintomas (Alonso et al., 2011). Sin embargo, la informacion

cientifica que sustente sus propiedades medicinales es muy escasa.
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Las diez principales causas de muerte en el
mundo segun la OMS, 2011.
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Figura 10: Las diez principales causas de muerte en el mundo seguin la OMS, 2011.
Fuente: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/index.html
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2 Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del método de extraccion (maceracion y via ultrasonica) sobre la capacidad
antioxidante de Justicia spicigera schl., mediante la implementacion y ejecucion de las
técnicas FRAP, DPPH y Folin-Ciocalteu, para su posible aplicacion en nuevos productos

alimenticios.

2.1.1 Objetivos Especificos
2.1.1.1 Objetivo particular 1

Evaluar dos métodos de extraccion (maceracion y via ultrasonica) empleando como
disolventes agua y una mezcla de etanol-agua (50% v/v) sobre la cantidad de compuestos

fenolicos extraidos de Justicia spicigera schl. mediante la técnica de Folin-Ciocalteu.

2.1.1.2 Objetivo particular 2

Determinar la capacidad antioxidante, mediante las técnicas, FRAP y DPPH para establecer

una relacion entre los dos métodos de extraccion.



3 Materiales y métodos

3.1 Reactivos
Reactivo de Folin Ciocalteu 2N, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Tris-HCI, 2, 4,6-Tris (2-
piridil)-s-triazina (TPTZ), Cloruro férrico hexahidratado y acido gélico se adquirieron en
Sigma-Aldrich (USA). Acido ascorbico, acido clorhidrico, 4cido acético y acetato de sodio
fueron provistos por JT Baker (México). Carbonato de sodio usado fue de la marca Merck

(Alemania). El etanol empleado fue de grado técnico y agua destilada.
En la Figura 11 se observan los equipos empleados durante la presente investigacion.

a. Espectrofotometro Varian Cary 50 Bio UV/ Visible,
b. Bafo ultrasénico (Elma TI-H-5),

Rotavapor (Yamato RE500),

Centrifuga (International Centrifuga, Mod K. USA).

e

&~

Figura 11: Equipos empleados durante la experimentacion.



3.2 Material bioldgico

El material vegetal fue adquirido en el mercado de Sonora en la Ciudad de México.

3.3 Preparacion de extractos

3.3.1 Acondicionamiento del material vegetal
El material vegetal fue transportado al Laboratorio de Biomateriales de CICATA- IPN Unidad
Legaria, donde fue lavado con agua corriente, sanitizado en una solucion de hipoclorito de
sodio al 1% y secado bajo condiciones de sombra y temperatura ambiente (Figura 12).
Finalmente las hojas fueron separadas de los tallos y molidas en un molino de discos (Modelo
148-2, The Bauer Bros Co., EUA). El polvo seco fue almacenado en bolsas de pléstico previo

a los analisis.

Figura 12: Muicle secandose bajo condiciones de sombra.

3.3.2 Pruebas Preliminares

Para elegir el disolvente mas eficiente para la extraccion de los compuestos bioactivos, se
realizé una prueba comparativa entre agua y mezclas organico-acidas teniendo en cuenta la

polaridad de los disolventes.
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3.4 Meétodos de extraccion

3.4.1 Maceracion

Se realiz6 una extraccion organico-acida empleando el polvo seco. Para ello por cada gramo
de material vegetal se agregaron 20 mL de solucién acuoetanolica (50% v/v). La mezcla fue
agitada constantemente durante 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C) (Figura 13).
Posteriormente se centrifugod (15 min, 1750 rpm). El sobrenadante fue filtrado y envasado, y
los residuos se sometieron a una segunda extraccion bajo las mismas condiciones. Finalmente
la mezcla fue centrifugada y el sobrenadante combinado con los obtenidos previamente. Se
repitid el mismo proceso antes mencionado pero utilizando ahora agua destilada como

disolvente.

Figura 13: Método de extraccién maceracion.

3.4.2 Via ultrasénica

La extraccion organico-acida del material vegetal se hizo de la siguiente forma: por cada
gramo de polvo seco se adicionaron 20 mL de una solucién acuoetandlica (50% v/v). La
mezcla se sometid a sonicacion (25 kHz) en un bafio ultrasénico (Elma TI-H-5) por 30

minutos a temperatura ambiente (20-25°C). Posteriormente, tras centrifugar por 15 min, a
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1750 rpm, los sobrenadantes se separaron. Una segunda extraccion fue realizada con los
residuos recuperados siguiendo el mismo procedimiento (Figura 14). Al finalizar, los
sobrenadantes fueron combinados con los obtenidos previamente. Se repiti6é el mismo proceso

antes mencionado pero utilizando unicamente agua destilada como disolvente.

Los extractos fueron concentrados en un Rotavapor (Yamato, RE500), secados en una estufa

al vacio y almacenados en frascos ambar en un lugar seco y obscuro hasta su empleo.

Figura 14: Extraccién por via ultrasénica de Justicia spicigera schl.

a) Agua y b) mezcla agua-etanol.

3.5 Determinacion de fenoles totales por el Método de Folin-

Ciocalteau

El contenido fenodlico total se calculd a partir de la capacidad de reduccion del reactivo de
Folin-Ciocalteau utilizando acido gélico como patron. Se tomaron 100uL de cada muestra en
matraces volumétricos dmbar de 10 mL, posteriormente se adicionaron 7 mL de agua,
seguidos por 500uL del reactivo de Folin-Ciocalteau 2N, se agitd y mezcld con vortex durante
5 segundos, se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos, se adiciondé 1.5 mL de la
solucion de carbonato de sodio al 20% y afordé a 10 mL con agua destilada en los matraces
correspondientes, se mezcld con vortex por 5 segundos y se mantuvo en un cuarto obscuro por
una hora 40 min. Posteriormente se cuantifico la absorbancia a una longitud de onda de 760

nm, se sustrajo la absorbancia del blanco en todas las lecturas y se elabord una curva de
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calibracion del estandar (Ver Anexo 1). Los valores fueron reportados como equivalentes de

acido gélico (GAE) usando unidades de mg/ g de extracto seco.

3.6 Determinacion de la capacidad secuestradora de radicales libres
(DPPH)

Se pesaron 10 mg de muestra en matraces volumétricos ambar de 10 mL y se aforaron (se
realizaron diferentes diluciones del extracto). Se tom6 una alicuota de 2 mL de extracto, se
mezclo con 500uL de Buffer Tris-HCl 0.1M y se agitd con vortex durante 5 segundos.
Posteriormente se agregaron 2 mL de 200uM de DPPH preparado previamente en metanol.
Se mezcld vigorosamente durante 5 segundos en vortex y dejo reposar por 30 minutos a

temperatura ambiente en la oscuridad. (Cardozo et al., 2010)

La absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 517 nm y el porcentaje de reduccion de

DPPH fue calculado con la siguiente ecuacion.

Absorbancia Muestra

Efecto de reduccion = [1 * 100 Ec.1

~ Absorbancia Control

El ECs, esta determinado como la cantidad necesaria del extracto estudiado para reducir la
concentracion de DPPH en un 50%. El valor de ECs, fue determinado a partir de los datos

obtenidos en la gréafica de efecto de reduccion de DPPH contra la concentracion del extracto,

(0 - 1000 ppm).



3.7 Determinacion de la capacidad reductora de hierro (FRAP)

La determinacion de FRAP esta basada en la reduccion del complejo Fe'-TPTZ al complejo
azulado Fe*'-TPTZ. El ensayo fue llevado a cabo por el método de Benzie & Strain (1996),
con algunas modificaciones. Se prepard una solucion de trabajo FRAP (25 mL de buffer de
acetato, 2.5 mL de solucion TPTZ, 2.5 mL de solucion FeCl; - 6H,0 y se calentd a 37°C por
4 minutos antes de usar. Se tomé una alicuota de 150 pL de extracto (0.01 mg de extracto
seco/mL de disolvente para efectuar esta prueba), seguidos por 2850 uL de la solucion FRAP
preparada previamente, se agitd y dejo en reposo por 30 minutos en la oscuridad. Se realiz6
esta prueba por triplicado. La curva de calibracion fue realizada con acido ascorbico como
estandar. La absorbancia fue leida a una longitud de onda de 593 nm y los valores fueron
reportados en uM equivalentes de 4cido ascorbico, usando unidades de uM /10 mg de extracto

seco. (Ver Anexo 2).

4 Analisis estadistico

Las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados analizados mediante un analisis de
varianza (ANOVA) y prueba de Tukey (Minitab 16). Diferencias significativas fueron

consideradas a un nivel de significancia (o)) de 0.05.
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5 Resultados y Discusion

5.1 Resultados de la determinacion de fenoles totales por el método

de Folin-Ciocalteu

El contenido total de compuestos fenodlicos puede contribuir significativamente con la
actividad antioxidante (Thaipong, et al. 2006). En la Figura 15 se aprecia el contenido fendlico
total de los extractos del muicle obtenidos por los métodos de maceracion-agua (M-A),
maceracion-agua/etanol (M-A/E), ultrasonido- agua (U-A) y ultrasonido-agua/etanol (U-A/E).
El extracto que presentd mayor contenido fenolico fue el M-A con 134 mg EAG/g de extracto
seco, mientras que el U-A fue el extracto que presentd menor contenido fenolico con 98 mg
EAG/ g de extracto seco. De acuerdo con el ANOVA no existe diferencia significativa
(P>0.05) entre los métodos empleados y disolventes. Sin embargo, recalcamos que el método
por ultrasonido solo se empled un tiempo de 30 minutos, por lo que el método de ultrasonido

fue mas eficiente.
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Figura 15.- Contenido fendlico total de extractos de muicle obtenidos con diferentes métodos de
extraccién. Los valores son expresados en equivalentes de acido géalico. Barras con distintas
letras indican diferencias significativas (P<0.05).



5.2 Resultados de la determinacion de la capacidad secuestradora de
radicales libres (DPPH)

En la Figura 16 se muestra la actividad secuestradora de radicales libres DPPH de los
extractos obtenidos del muicle con los diferentes métodos de extraccion. El ICso es la
concentracion requerida de un antioxidante para quelar el 50% de los radicales del DPPH en la
mezcla (Lan et al. 2007). Es evidente que el extracto obtenido por U-A/E fue el Unico que
llego al ECspa una concentracion de casi 1000 ppm. Mientras que los extractos U-A, M-A/E y
M-A no alcanzaron a quelar el 50% de los radicales libres del DPPH a la concentracion
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Figura 16: Evaluacion de la capacidad secuestradora de radicales libres (DPPH) de extractos de
muicle obtenidos con diferentes métodos de extraccion. Se muestra el porcentaje de Inhibicion

del DPPH en Justicia Spicigera schl.



5.3 Resultados de la determinacion de la capacidad reductora de
hierro (FRAP)

Se observa en la Figura 17 que los extractos obtenidos por el método de extraccion via
ultrasonica presentaron mayor capacidad reductora de hierro que aquellos extractos obtenidos
por maceracion, alcanzando un valor maximo de 232 uME de 4cido ascoérbico/10 mg de
extracto seco para el extracto acuoso-etandlico. De acuerdo con el ANOVA, hubo una
diferencia significativa entre los dos métodos de extraccion, y para el caso de la maceracion
también existio diferencia significativa entre disolventes (P<0.05). Assis Jacques et al. (2007)
sugieren que el mecanismo mas probable para la extraccion por ultrasonido es la
intensificacion de la transferencia de masa y un acceso mas facil del disolvente a la célula
vegetal debido al colapso de las burbujas de cavitacion cerca de las paredes celulares. Este
fenomeno produce disrupcion celular lo que favorece una buena penetracion del disolvente en
las células a través de las ondas de tipo ultrasonico. Por lo cual se obtiene mayor actividad
antioxidante en el método via ultrasonica ademas que reduce tiempos de extraccion

eficientando la operacion.
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Figura 17: Evaluacion de la capacidad reductora de hierro (FRAP) de extractos del muicle
obtenidos con diferentes métodos de extraccién. Los valores son expresados en UME de acido

ascorbico. Barras con distintas letras indican diferencias significativas (P<0.05)



De acuerdo a los resultados de este trabajo se establece que Justicia spicigera schl. es una
fuente de compuestos bioactivos con actividad antioxidante, un aspecto que se debe
considerar es su color caracteristico (rojo-morado). Debido a lo anterior se infiere la presencia
de antocianinas, sin embargo, es necesario hacer estudios fitoquimicos para confirmar su
presencia. No obstante este grupo de metabolitos secundarios (antocianinas) son estables a pH
acidos, ya que existe conjugacion en su estructura y su cation flavilio es estable en condiciones

acidas (Rodriguez & Wrolstad, 2001).

Diferentes autores han considerado el pH como una variable influyente durante la extraccion.
Por ejemplo Sheabar & Neeman (1988) encontraron un méaximo de solubilidad de polifenoles
de orujo de oliva en una fase organica a pH 4. Baublis et al. (2000) muestran como con un
tratamiento acido sobre salvado de trigo se mejora la capacidad antioxidante de las fracciones
acuosas. Por lo que sera necesario evaluar el efecto que tiene el pH sobre la extraccion de

compuestos bioactivos con actividad antioxidante del muicle.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos muestra variaciones basadas en el tipo de disolvente y su polaridad, el
mecanismo de reaccion, los pardmetros de solubilidad, asi como su estructura. (Saliha et al.,

2007)

El tipo de compuesto bioactivo, los rendimientos de extraccion y la actividad antioxidante de
los extractos dependen del tipo de disolvente utilizado, debido al diferente potencial
antioxidante de compuestos con distinta polaridad (Marinova & Yanishlieva, 1997). Los
disolventes polares son los mas utilizados para la extraccidon de compuestos fenolicos de
medios acuosos. Sin embargo, los disolventes que se emplearon fueron el etanol y el agua por

razones de ausencia de toxicidad y abundancia, respectivamente.

Algunos autores encontraron que existe correlacion entre el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante (Andarwulan et al., 1999; Tsaliki et al. 1999). Mientras

que otros autores no encontraron tal correlacion (Bocco et al. 1998; Kahkonen et al. 1999).
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6 Conclusiones

e De acuerdo con los resultados, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el contenido fendlico total entre los métodos y disolventes de
extraccion empleados. Sin embargo, la capacidad antioxidante fue estadisticamente

mayor en aquellos extractos obtenidos por ultrasonido.

e Se comprobd que la extraccion asistida por ultrasonido puede ser una alternativa
eficiente en la obtenciéon de compuestos fenolicos sin afectar sus propiedades

antioxidantes.

e No se encontrd alguna correlacion entre el contenido de compuestos fenolicos y la

actividad antioxidante

e Este estudio promueve el uso de una planta endémica de México, Justicia spicigera

schl. como fuente natural de compuestos bioactivos con actividad antioxidante.
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7 Recomendaciones

e Establecer un perfil metabolico empleando un estudio fitoquimico de Justicia spicigera

schl. para identificar los nicleos de metabolitos secundarios.

e [Establecer la metodologia adecuada para efectuar el aislamiento y caracterizacion de

los compuestos bioactivos que se encuentren en Justicia spicigera schl.

e Realizar la identificacion estructural de los metabolitos presentes en el muicle.

e Efectuar evaluaciones de toxicidad y las pruebas antimicrobianas, del extracto crudo

como de las fracciones puras durante el proceso de aislamiento.

e Optimizar el proceso de extraccion de compuestos bioactivos con actividad
antioxidante explorando diferentes disolventes, tiempo, pH, temperatura del

tratamiento y relacion entre sélido y liquido.
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9 Anexos:

ANEXO 1

Absorbancia (nm)
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ANEXO 2

Curva de calibracion:

Estandar acido ascorbico.
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