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RESUMEN
A nivel celular son necesarios los procesos reductores y oxidativos, cuando se favorecen estos
Ultimos se llega a un estado denominado estrés oxidativo, donde se producen abundantes
radicales libres o disminuye el nivel de los antioxidantes. Para estabilizar a los radicales existen
sustancias denominadas antioxidantes, algunos han sido obtenidos de las plantas, las cuales
generan metabolitos secundarios con dicha actividad. Los metabolitos secundarios con
capacidad antioxidante son producidos en mayor cantidad por estas plantas cuando crecen en
zonas donde la irradiacion solar y las condiciones climaticas son extremas como lo es el
municipio de San Rafael Coxcatlan, ubicado en la Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan.
Bursera biflora es una especie arbdrea que se desarrolla en esta zona, por lo que es un
excelente candidato para buscar sustancias antioxidantes, aunado a que diversos estudios con el
género Bursera han demostrado que estas especies tienen buena capacidad antioxidante. El
objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antioxidante de los extractos de B. biflora.
En el presente trabajo se estudiaron tres extractos de B. biflora (hexanico, acetdnico y
metandlico) obtenidos por el método de maceracion y se obtuvieron sus rendimientos; se
realizaron pruebas colorimétricas para identificar los principales grupos de metabolitos
secundarios y se realizaron tres pruebas antioxidantes /n vitro frente a los radicales libres DPPH,
ABTS y FRAP, asi como la cuantificacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Los
resultados obtenidos para los rendimientos de los extractos son de 4.5% para el extracto
metandlico, 1.5% del aceténico y 2.9% del hexanico. Todos los extractos fueron positivos para
terpenos, asi mismo fueron negativos para saponinas; los extractos hexanico y acetdnico fueron
positivos para glucésidos, los de mediana y alta polaridad (aceténico y metandlico) presentaron
fenoles. Los resultados de las pruebas antioxidantes son: el extracto metandlico mostrd una
capacidad antioxidante media (CAsp) de 20.44 ug/mL frente al radical DPPH, CAso con el ABTS de
43.31 pg/mL y 147 pymol de EAG/g de extracto con el método FRAP, y la cuantificacion de
fenoles totales de 136.22 EAG/mg de extracto. El extracto acetdénico obtuvo los siguientes
valores de CAsg 80.45 pg/mL con el radical DPPH, CAsy 99.20 ug/mL frente al radical ABTS,
60.04 umol de EAG/g de extracto con método de FRAP y 30.75 EAG/mg de extracto de fenoles
totales. Por lo tanto se concluye que los extractos acetdnico y metandlico de B. biflora tienen

actividad antioxidante frente a los tres radicales analizados en este estudio.
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INTRODUCCION

Estrés oxidativo

A nivel celular son necesarios los procesos oxidantes y reductores para mantener la
homeostasis, cuando se presenta algun desbalance se produce un estado denominado estrés
oxidativo. Dicho estrés puede provocar dafios a biomoléculas e incluso la muerte celular debido
a la produccién de radicales libres (RL) o especies reactivas (ER) de oxigeno (ERO) o nitrégeno
(ERN) (Kehrer et al., 2010).

El estrés oxidativo también puede generarse por: a) disminucién de antioxidantes, tanto
exdgenos como enddgenos o b) incremento en la produccion de ER, por la exposicion a altos
niveles de oxigeno o contaminantes, presencia de toxinas, por tener una dieta desbalanceada,
exposicion prolongada y sin proteccidn a la radiacién ultravioleta solar, entre otros (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

El exceso de formacion de RL a nivel sistémico, estd intimamente relacionado con algunas
enfermedades cronico degenerativas como las neurodegenerativas (Dorado et al/, 2003),
cardiopatias (Céspedes y Sanchez, 2000), procesos periodontales inflamatorios (Garcia et al.,
2002) y se ha encontrado relacién con la carcinogénesis (Venereo, 2002), entre otras. Asi
mismo, el estrés oxidativo es causante del envejecimiento, ya que se oxidan moléculas como el

colageno, elastina, otras proteinas, acidos nucleicos y grasos (Zorrilla, 2002).

Por lo anterior, los seres vivos cuentan con mecanismos de defensa para neutralizarlos, los
cuales se les denominan antioxidantes (Zorrilla, 2002). A continuacion se definiran los términos
RL y AOX.

Radicales libres (RL)

Los RL se pueden definir como cualquier molécula o atomo capaz de existir independientemente
conteniendo uno o mas electrones desapareados (Halliwell y Gutteridge, 2007). Algunos de ellos
son inestables y altamente reactivos. Se pueden formar por rompimientos homoliticos o por
reacciones REDOX. Una vez que se generan pueden iniciar reacciones en cadena que producen
a su vez mas RL (Avello y Suwalsky, 2006; Sen et al,, 2010).
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Los RL son producidos por funciones celulares normales como la explosion respiratoria de
neutrofilos y la funcion del complejo de NADPH oxidasa, entre otros (Tabla 1) o bien pueden ser
inducidos por diferentes factores ambientales como la contaminacion, el consumo de cigarro, la
exposicion al ozono, las radiaciones ionizantes y no ionizantes, el consumo de algunos farmacos,
drogas, la exposicion a pesticidas, quimio y radioterapias, entre otros (Genestra, 2007; Domej et
al., 2014).

Tabla 1. Procesos de generacion de radicales libres

Generadores de radicales libres

Fagocitosis
Cadena respiratoria

[ "] . . .
Q % Sintesis de prostaglandinas
§ = Vias araquiddnicas
b= . .
£ 8 Xar_ltlna peroxmlasa
Lipooxigenasas
Citocromo P450
[72]
<
a Peroxisomas
S Mitocondria
o
[1]
o8 L.
g g Inflamacidn
@ 2 Isquen:na
<X Respuesta inmune
o

Ejercicio extenuante

Otros

Antioxidantes (AOX)

Un antioxidante (AOX) es aquella sustancia capaz de retardar o inhibir el dafio oxidativo
(Céspedes y Sanchez, 2000). Actuan reduciendo el dafio celular y tisular actuando como
bloqueadores o estabilizadores de los RL (Sen et al., 2010).
Los AOX pueden clasificarse por:

¢ Tipo de moléculas (Rao y Ormond, 1995; Zamora, 2007)
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a) Enzimaticos: son aquellas moléculas de origen proteico con actividad catalitica que
metabolizan los RL impidiendo asi el dafio a los componentes celulares. Algunos
pueden usar metales como cofactores.

b) No enzimaticos: generalmente son obtenidos de la dieta y algunos son producidos
por el organismo.

Modo de accion (Gordon et al., 2004)

c) Primarios: este tipo de moléculas captan RL y los reducen durante el periodo de
induccion.

d) Secundarios: actlan por diversos mecanismos, por ejemplo, unidon a metales
pesados, captacion de oxigeno, conversion de hidroperdxidos a especies no reactivas,
absorcién de radiacion UV o desactivaciéon de oxigeno singulete.

Tipo de proteccidn que le ofrecen al organismo (Céspedes y Sanchez, 2000)

e) Primarios: son de origen enzimatico y protegen a los tejidos de la formacion de
nuevos RL.

f) Secundarios: son moléculas no enzimaticas que se dividen en hidrofilicos y lipofilicos,

g) Terciarios: son compuestos encargados de reparar biomoléculas dafiadas por RL
(Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacidn de sistemas antioxidantes.

Clasificacion Ejemplos

Superdxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutatidn
peroxidasa (GPX) y reductasa
{GRX), tiorredoxina reductasa, etc.

Enzimaticos

Vitamina A, C, E, curcumina ,
resveratrol, bioflavonoides,
No enzimaticos ubiquinonas , 4cido lipoico,
bilirrukina, acetil-L-carnitina,
coenzima Q, etc.

Tipo de moléculas

Primarios
Fenoles, terpenos

Secundarios SOD, GPX, GRX.

Modo de accion

50D, GPX, proteinas de union a

Primarios
metales pesados.

Vitamina C, dcido urico, bilirrubina
y albumina.

Secundarios

Vitamina E (tocoferoles),
carotenoides y ubiguinonas.

Tipo de proteccion

Proteasas reparadoras de ADN y

Terciarios .
metionina reductasa, entre otros.

Los AOX han sido utilizados por el hombre en la industria para evitar la oxidacion de las
sustancias organicas presentes en los diferentes productos (Mandal, 2012). Algunos de los mas
utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica son las vitaminas A, C, E, el selenio, el
butilhidroxianisol (BHA), el butilhidroxitolueno (BHT), entre otros (CTG, 2002; EUFIC, 2004).
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Algunos AOX comerciales han reportado tener efectos secundarios. EI BHA y BHT, causan
alergias, urticaria, desordenes metabdlicos y son promotores de la mutagénesis y carcinogénesis
(Hernandez-Guijo, 2010). Por lo que la busqueda de AOX de origen natural se esta

incrementando, y las fuentes mas ampliamente estudiadas son las plantas.

Las plantas son productoras de abundantes sustancias las cuales han sido usadas por el
hombre, dentro de estas se encuentran las que tienen efecto antioxidante (Ruiz-Teran et al.,
2008). Los metabolitos secundarios que presentan actividad antioxidante son principalmente de
naturaleza terpénica (Grassman et al,, 2002) y fendlica (Rice-Evans et al,, 1996), los cuales
actlan como AOX primarios (Tabla 2), debido a que tienen la capacidad de donar electrones
(Gordon et al., 2004).

La produccion de terpenos y compuestos fendlicos en las plantas se ve incrementada cuando
hay un exceso en la produccién de RL, por factores como el estrés hidrico, el térmico, el
mecanico, la exposicion a metales pesados, la contaminacién del aire (como el ozono) y el
exceso de radiacion ultravioleta (UV) (Mittler, 2002). Esta Ultima en particular, causa danos en
el fotosistema II (Takahashi y Badger, 2011) y para detener este dafo las plantas acumulan
compuestos principalmente fendlicos en la epidermis de las hojas, lo cual funciona como
fotoproteccion (Winkel-Shirley, 2002). Por lo que las plantas que habitan en zonas aridas son
candidatas ideales para sintetizar compuestos de naturaleza antioxidante y fotoprotectora, como

lo son los representantes del género Bursera (Rzedowski y Kruse, 1979).

Algunos de los estudios sobre el efecto antioxidante se han realizado en el género Bursera.
Dicho género es de gran importancia para México ya que este pais alberga 80 de las 100 spp.
que se tienen reportadas a nivel mundial (Medina-Lemos, 2008), en nuestro pais se distribuyen

principalmente en los Estados de Michoacan, Oaxaca y Guerrero (Diaz et al,, 2013).

ANTECEDENTES

En el género Bursera se han reportado distintos tipos de metabolitos secundarios con
propiedades antioxidantes como triterpenos, lignanos, neolignanos, bilignanos, flavonoides

(Arriaga, 2011), proantocianidinas (Maldini et a/., 2009) y taninos (Serrano, 2013).
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Arriaga (2011) identificd algunos compuestos antioxidantes del extracto metandlico de B
simaruba como el 5, 6, 3', 4-tetrahidroxi-flavanol, burselignano, burseneolignano, isolariciresinol
y 5-metoxi-(+)-isolariciresinol; estos Ultimos 4 componentes también fueron reportados por

Jutiviboonsuk y colaboradores (2005) en el extracto cloroférmico de B. tonkinensis.

Arriaga (2011) estudié la actividad antioxidante de B. bipinnata, B. copallifera'y B. simaruba
demostrando que las tres especies tienen alta actividad antioxidante mediante técnicas
electroquimicas (voltamperometria ciclica y voltamperometria diferencial de pulso). Estas
especies fueron colectadas en Querétaro. Posteriormente, se analizd nuevamente a B. simaruba,
obteniendo como resultado poca actividad antioxidante con los métodos /n vitro DPPH y ABTS.
Las CAs, reportadas fueron con DPPH de 2.117 mg/mL y ABTS de 2.574 mg/mL, lo que
comparado con un antioxidante de referencia (Trolox: DPPH, CAse= 0.506+0.008 mg/mL, ABTS,
CAso= 0.525 £0.01 mg/mL) resulta tener baja actividad antioxidante (Bah et al., 2014).

Serrano y colaboradores (2012) encontraron para B. morelensis una actividad antioxidante alta
(CAso= 3.04 ug/mL), lo cual es significativamente igual a lo reportado para el AOX de referencia
(quercetina CAsqg= 4.45 pg/mL), en este estudio se atribuye la capacidad antioxidante a los
taninos encontrados en el extracto; la zona de colecta fue San Rafael Coxcatlan.

Rodriguez (2014) encontrd una CAsy para B. aptera de 11.72 pg/mL, frente al radical DPPH, lo
cual esta correlacionado con el contenido de fenoles totales (61.2 mg EAG/mL) presentados por
esta especie.

Los trabajos anteriormente mencionados hasta el momento de esta revision son los Unicos
relacionados con la actividad antioxidante que se reportan para el género Bursera, el cual es de

importancia nacional por su distribucion y abundancia en el territorio.

JUSTIFICACION

En la actualidad los antioxidantes se han vuelto indispensables debido a la gran cantidad de

factores que contribuyen a generar estrés oxidativo en los organismos, que se ha correlacionado
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con diversas enfermedades crénico degenerativas. En las plantas la excesiva irradiacion solar es
uno de los factores que inducen la sintesis de metabolitos secundarios con actividad
antioxidante. Las plantas del género Bursera son unas de las que se encuentran sometidas a
altas cantidades de irradiacion solar, ademds se ha reportado que especies de este género

presentan actividad antioxidante o compuestos que podrian presentar dicha bioactividad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los extractos de Bursera biflora tendran actividad antioxidante?

HIPOTESIS

Se conoce que algunas especies del género Bursera poseen metabolitos secundarios con
actividad antioxidante, ademas de estar sometidas a altas cantidades de irradiacién solar; por lo

tanto esta especie presentara metabolitos secundarios con dicha bioactividad.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos de Bursera bifiora.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener los extractos metandlico, acetonico y hexanico de las hojas, ramas y frutos de B.
biffora.

e Identificar cualitativamente los principales grupos de metabolitos secundarios presentes
en los extractos de B. biflora.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos de B. biflora.

e Determinar la cantidad de fenoles totales de los extractos que presenten actividad
antioxidante de B. biflora.
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Zona de colecta

La Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan se ubica en el estado de Puebla, se caracteriza
por ser el area mas seca y con mayor irradiacion solar del sur de México y se encuentra aislada
del resto de las regiones aridas del pais (Davila et al., 1993).

Tehuacan-Cuicatlan es una zona que posee una amplia diversidad de especies vegetales,
alrededor de 3000 spp. de plantas vasculares (Davila et al, 1993), destacandose sus
endemismos y formas bioldgicas (Casas et al, 2001). Asi mismo muchas de las plantas de la

region se les ha dado uso medicinal (Davila et a/., 1993).

San Rafael Coxcatlan se encuentra dentro de la Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan,
se ubica al sureste del Valle de Tehuacan entre las coordenadas 18° 08"y 18° 21’ N, 97° 01’y
97° 13’ O, con una altitud de 1217 msnm (Figura 1). La zona tiene un clima semiarido a arido,
con una temperatura anual de 22°C y una precipitacion de 394.6 mm anuales (Medina, 2000) y
presenta un suelo de tipo regosol, principalmente calcaricos, eutricos y xerosoles principalmente
haplicos (Davila y Lira 2002; INEGI, 2009).

Figura 1. Ubicacion geografica del poblado de San Rafael, Coxcatlan, Puebla.

Fuente: Canales et a/., 2006.
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La localidad de San Rafael Coxcatlan es objeto de una linea de investigacion etnobotanica
regional, que pretende conocer la condicion actual de los recursos naturales, asi como el
proceso de cultivo, manipulacién y domesticacion de plantas, encaminada a proveer
herramientas de manejo para el uso y preservacion de los recursos naturales dentro de la

Reserva de la Biosfera (Lira, 2001).

La vegetacion de San Rafael Coxcatlan es de tipo matorral espinoso con especies como 5.
morelensis Ramirez, B. aptera Ramirez, B. arida Standley, B. schlectendalli Engl., Pachycereus
weberi (). Coulter) Backeb, Opuntia puberula Pfieffer, Ceiba parviflora Rose y Acacia
cochliancantha Humb. y Bonlpl. ex Wild (Davila y Lira, 2002). Ademas, se han determinado un
total de 374 especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias botanicas, de las cuales 368
especies fueron registradas con sus usos medicinales (Rosas, 2003).

Descripcion de la planta

B. biflora (Figura 2) es conocida cominmente como copal o copalillo. Es una especie arbdrea de
hasta 8 m de altura, dioicos, con troncos de hasta 40 cm de ancho, la corteza es grisacea, no
exfoliante y lisa, secreta una resina aromatica. Las ramas juveniles son de rojizas a negruzcas.
Sus hojas miden de 3 a 5 mm de largo, son lineares a angostamente triangulares, son simples o
trifoliadas con el borde crenado, dispuestas en roseta en la punta de las ramas. Las
inflorescencias son reducidas de hasta 3 cm de largo, ocasionalmente los individuos masculinos
presentan una panicula de hasta 15 flores, bractéolas linear-subuladas. Las flores son
blanquecinas, las masculinas son tetrameras, el cdliz con I6bulos 0.5-0.8 mm largo, de forma
triangular. Los frutos son de 1-2 con pedlnculos hasta de 7-9 mm de largo (Rzedowski y
Calderdn, 2006), filiformes, los hay elipsoidales, ovoides y obovoides, rojizos en la madurez,
glabros; huesos largo, orbiculares a obovoides, cubiertos por un pseudoarilo anaranjado (Aguilar
y Garcia, 2004).
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Figura 2. Bursera biflora (Rose) Standl.

Fuente: http://wikivisually.com/wiki/Bursera

Bursera biflora es una especie endémica mexicana, que se distribuye en los estados de Puebla y
Oaxaca, aunque se conocen colectas de las cuencas superiores de los rios Balsas y

Tehuantepec, asi como en Baja California Sur, Tabasco, Veracruz y Jalisco (Figura 3) (Medina-

Lemos, 2008).

Figura 3. Mapa de distribucion de B. biflora (puntos amarillos).

Fuente: http://www.gbif.org/species/3993010

B. biflora es quiza la especie de mas amplia distribucion en la region del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan y también uno de los mas variables del género de manera morfoldgica (Medina-

Lemos, 2008).
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MATERIALES Y METODO

Obtencion del material vegetal

La colecta de material se realizd en el poblado de San Rafael, Ejido de San José Tilapa,
perteneciente al municipio de Coxcatlan, Puebla, por el colector Héctor Hilario Cervantes Maya.
Posteriormente, se llevd a identificar al Herbario IZTA, de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala. La determinacion taxondmica la realiz6 la Biol. Patricia Jacquez Rios. Un ejemplar de

herbario se depositd en el Herbario IZTA.

Obtencion de los extractos

La obtencion de los extractos se llevd a cabo por el método de maceracion. El material seco
(ramas, hojas y frutos) fue pesado y molido. La maceracién del material vegetal se realizd con
hexano, acetona y metanol. Se dejo reposar por 3 dias en los diferentes solventes
anteriormente mencionados. Llevandose a cabo una destilacién a presion reducida para

concentrar los extractos.

El rendimiento de cada extracto se determind con referencia del peso del extracto y el peso seco

de la planta, en base a la siguiente formula (Rodriguez, 2014):
Rendimiento %=(Peso del extracto/Peso seco de la planta)*100

Caracterizacion preliminar de los compuestos presentes en los extractos

La presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios se determinaron con las
reacciones colorimétricas de identificacion y se emplearon los siguientes reactivos: para
terpenos vainillina en acido sulfurico (azul-morado-rosa); la determinacion de alcaloides se
efectud por reactivo de Dragendorff (precipitado naranja-rojizo) y reactivo de Mayer (precipitado
blanco); para fenoles se empleé cloruro férrico (rojo, purpura, azul o verde); los glucdsidos con
reactivo de Molish (anillo violeta) y la de saponinas (prueba de la espuma al menos un minuto)
(Mufioz, 2015).
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Actividad antioxidante

Método de DPPH

El método de DPPH (2,2 difenil-1picrilhidracilo) mide la reduccion de dicho radical cuando se le
agrega un antioxidante y se deja reaccionar por 30 minutos en oscuridad, esta reaccion se lee
en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 495 nm. El DPPH se utiliza a una
concentracion de 250 pM disuelto en metanol y se mantiene en oscuridad.
Las concentraciones a las que se utilizaron los extractos fueron: 3.12-50 yg/mL (metandlico),
7.81-125 pg/mL (acetdnico) y de 7.81 a 500 pg/mL (hexanico). El estandar de referencia fue
acido galico (2-8 pg/mL). Como blanco se usaron 200 pL del solvente, como control negativo
200 uL de DPPH (Murillo, 2006).
Los resultados se reportaron obteniendo el porcentaje de reduccidn que se calculd con la
siguiente férmula:

% de reduccion= (C-E/C)*100
Donde:
C= absorbancia del DPPH

E= absorbancia del experimental (Mezcla de DPPH + extracto)

Para determinar la Capacidad Antioxidante Media (CAsq) se obtuvo el porcentaje de decoloracion

del DPPH, haciéndose una regresion lineal con estos datos.

El ensayo de DPPH se realizd por triplicado con 8 repeticiones para cada experimento.

Método ABTS

El método de ABTS mide la pérdida de color cuando al agregar el croméforo verde azul ABTS*
(2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) el radical es reducido por un antioxidante. El
radical ABTS" se prepard adicionando 2 mL de una solucion acuosa de ABTS (7 mM), a una
solucién de persulfato de potasio (2 mL a 2.45 mM), la cual se incubdé por 16 hrs.
Posteriormente, se diluyd 1 mL de la solucién anterior con 60 mL de metanol hasta obtener una
absorbancia de 0.7 (734 nm) (solucién de trabajo). Las concentraciones de los extractos

metandlico y aceténico fueron de 10-80 pg/mL y 25-200 pg/mL, respectivamente. El
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antioxidante de referencia fue acido galico (5-10 ug/mL) y el blanco fue metanol y agua (1:1).
La reaccion de los extractos y el antioxidante de referencia con el radical ABTS™ se midieron a

734 nm, después de 7 minutos de incubacién en oscuridad (Re et a/., 1999).

Los resultados se reportaron obteniendo el porcentaje de reduccidn que se calculd con la
siguiente férmula:
% reduccion= (A-C/A)*100
Donde:
A=absorbancia del control (ABTS")
C=absorbancia del experimental (Extracto+ABTS")

La CAs, se determind obteniendo el porcentaje de reduccion del radical ABTS con ayuda de una
regresion lineal. Es importante mencionar que para realizar esta prueba se utilizaron pesajes

diferentes, ademas de realizarlo por triplicado.

Método FRAP

Este método cuantifica el efecto antioxidante de acuerdo a la capacidad para reducir el hierro
férrico (Fe*’) presente en un complejo con la 2, 4, 6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la
forma ferrosa (Fe*?). Se llevaron a cabo con buffer de acetato 300 mM (acetato de sodio) (pH
3.6), que contiene TPTZ 40 mM y FeCl; 20 mM. Se utilizaron 2.714 mL de esta solucion, y se
adicionaron 286 pL de muestra. Se dejaron reposar por 10 minutos y se determind la
absorbancia a 593 nm. La curva patrén se realizd usando acido galico (5-35 pg/mL). Y las
unidades se expresaron en pumol de equivalentes de acido galico/g de extracto (umol de EAG/g

de extracto) (Mesa-Venegas et al., 2008).

Cuantificacion del contenido de fenoles totales

El método usado para determinar y cuantificar fenoles totales fue el ensayo de Folin-Ciocalteu,
s6lo se realiz6 en los extractos que presentaron actividad antioxidante. Se pesaron 5 mg de los
extractos metandlico y acetdnico, asi como del acido galico, se diluyeron en 3 mL de metanol y
7 mL de agua destilada. Se realizd la curva patrén con acido galico a concentraciones de 5 a

100 pg/mL. Los extractos metandlico y acetdnico se emplearon a una concentracion de 0.5
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mg/mL, una vez realizadas las diluciones se agregaron 250 pL del reactivo de Folin dejando
reposar por 5 min en oscuridad, posteriormente se afiadieron 750 uL de carbonato de sodio
(Na,CO;3) al 20% para dejarlos reaccionar por 1 hr en completa oscuridad. Todos los tubos se
aforaron a 5 mL. Estas soluciones se midieron en un espectrofotdmetro a 760 nm.
Posteriormente se interpolaron los resultados obtenidos en la curva patron de acido galico, los

resultados finales se expresaron en EAG/mg extracto (Singleton y Rossi, 1965).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los ensayos se analizaron estadisticamente con un ANOVA y

posteriormente la prueba de Tukey en Excel.

RESULTADOS

Identificacion de la planta

El material vegetal fue obtenido el 20 de Septiembre del 2015 por el colector Héctor Hilario
Cervantes Maya en las coordenadas 18° 12’ 24.1” N, 97° 07’ 43.3” O en San Rafael, municipio
Coxcatlan, Puebla. La planta fue identificada como Bursera biflora (Rose) Standl. El ejemplar de

herbario tiene como nimero de registro el 2491 IZTA (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de B. biflora.

Orden Sapindales
Familia Burseraceae
Género Bursera
Especie B. biflora

Nombre popular  Copal o copalillo
Numero de registro 2491 IZTA

Rendimiento de los extractos

La maceracion se realiz6 a partir de 428.8 g de la parte aérea seca de B. biflora (ramas, hojas y

frutos). En la tabla 4 se puede observar que el extracto donde se obtuvo el mayor rendimiento
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fue el metandlico (4.5%), seguido del extracto hexanico con 2.9%. El extracto que presentd el
menor rendimiento fue el extracto acetdnico (1.5%).

Tabla 4. Rendimiento de los extractos de B. biflora.

Peso de la Peso del

Extracto planta extracto Remz::/n;ento
(9) (9) °
Hexanico 12.5 2.9
Acetodnico 428.8 6.2 1.5
Metandlico 19.4 4.5

Identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios de los extractos

El extracto obtenido de la maceracién de las hojas, ramas y flores de B. biflora con hexano dio
positivo para glucdsidos y terpenos, los cuales fueron los mas abundantes, siendo esta Ultima la
reaccion mas colorida. Los extractos metandlico y acetonico presentan terpenos y fenoles, este
Ultimo también presento glucdsidos.

La reaccion de fenoles para ambos extractos (metandlico y acetdnico) fue muy colorida, por lo
que este grupo es probable que este en altas concentraciones, esto fue verificado mediante la
cuantificacién de fenoles totales (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de las pruebas colorimétricas de los extractos de B. biflora.

Grupode . snico Aceténico Metanélico

Metabolitos

Alcaloides

Dragendorff/ -/+ -/+ I+
Mayer

Glucésidos + + i
Terpenos + + *
Saponinas - i )
Fenoles - + +

+ positivo, - negativo.
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Actividad antioxidante
Método DPPH

Los extractos metandlico y acetdnico de B. biflora presentaron actividad antioxidante frente al
radical DPPH. El extracto metandlico presentd una CAsy, de 20.44 pg/mL y el extracto acetdnico
la CAso fue de 80.45 pg/mL, los cuales mostraron diferencias estadisticamente significativas (F=
1050.14, p<0.05). Mientras que la CAs del acido galico fue de 4.84 pg/mL, lo cual también es
significativamente diferente con respecto a los extractos (F= 1050.144, p<0.05) (Figura 4).

El extracto hexanico no presentd actividad antioxidante en los tres métodos utilizados.

100
90
80 /_ CAso=4.84 pg/mL
70 1
60 f CA50=20.44 |.Ig/mL

CA50=80.45 ug/ mL

50 ——_[

Porcentaje de reduccion del radical DPPH

40 / 7
30 /
20 — J I
10 JL :
0 = T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (ug/mL)
Acido gélico —B-Extracto metandlico Extracto aceténico

y = 2.6406x - 3.9964
R?=0.9964

y=10.417x- 0.4668
R?=0.9493

y =0.6292x - 0.6207
R?=0.9992

Figura 4. Comparacion de la actividad antioxidante de los extractos metandlico y aceténco de B. biflora (DPPH), asi
como de la sustancia de referencia (acido galico).

Método ABTS

Los extractos metandlico y acetonico de B. biflora presentaron actividad antioxidante contra el
radical ABTS". La CAs, del extracto metandlico ante el radical ABTS® fue de 43.21 pg/mL,
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mientras que para el extracto acetdnico fue 96.20 pg/mL, estos valores son diferentes
significativamente. El acido galico presentd una CAs, de 1 pg/mL, lo cual es significativamente
menor con respecto a ambos extractos (F=136.6, p<0.05).

En la figura 5 se muestra la comparacion de la actividad antioxidante frente al radical ABTS",

donde se observa que ambos extractos (metandlico y acetdnico) tienen menor actividad que el

acido galico.
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o
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5
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S
&
O T T T T 1
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Concentracion (pg/mL)
Acido gélico —-#-Extracto metandlico Extracto acetdnico
y =15519x - 55.174 y =0.9121x + 10.586 y =0.3623x + 15.149
R? = 0.9996 R? = 0.996 R? = 0.9897

Figura 5. Comparacion de la actividad antioxidante de los extractos metandlico y aceténico de B. biflora frente al
radical ABTS", asi como del acido galico.

Método FRAP

Los extractos metandlico y acetdnico presentaron efecto antioxidante frente al radical FRAP,
reduciendo el hierro de su estado férrico (Fe*®) a ferroso (Fe*?). Los extractos metandlico y
acetonico presentan valores de 153.57 ymol de EAG/g de extracto metandlico y 68.04 umol de
EAG/g de extracto acetdnico. Estos resultados se obtuvieron a partir de la interpolacion de los
datos arrojados por los extractos de B. biflora en la curva patron de acido galico (Figura 6).
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Figura 6. Curva patrdn del acido galico frente al radical FRAP.

Cuantificacion del contenido de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se llevd a cabo interpolando los valores arrojados por los
extractos metandlico y aceténico en la curva patrén de acido galico (Figura 7). Los resultados
fueron los siguientes: para el extracto metandlico el contenido de fenoles totales fue de 136.2
mg EAG/g de extracto y el extracto acetonico de 30.8 mg EAG/g de extracto.
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Figura 7. Curva patrdn del acido galico para la cuantificacién de fenoles totales.

DISCUSION

Las plantas estan expuestas a estimulos externos que las pueden estresar, por lo que presentan
multiples defensas. Se pueden clasificar en constitutivas, las cuales estan presentes durante
todo el ciclo celular, y en inducidas la que solo se sintetizan si hay un estimulo (Puentes, 2009).
Estas condiciones van a determinar la cantidad y la presencia de los metabolitos encontrados en

los extractos.

Rendimiento de los extractos

El rendimiento obtenido por el extracto metandlico de B. biflora (4.5%) es menor a lo reportado
para B. arida 18.54% (Gorgua, 2014), B. morelensis 19.66% (Garcia, 2015) y 23.28% (Serrano,
2013). Sin embargo, este resultado es mayor al reportado para B. aptera 2.37% (Rodriguez,
2014; Ruiz, 2014) y B. simaruba con 0.86% (Vara, 2015). Esto se puede deber a la variabilidad
de produccion de metabolitos secundarios entre especies (Sepulveda et a/., 2003), también
puede influir la época de colecta, la edad de las plantas, asi como el érgano o parte utilizada
(Hernandez, 2004).
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El rendimiento de los extractos analizados en este trabajo nos indican que los compuestos de
polaridad alta son los mas abundantes (4.5%), seguidos por los de baja (2.9%) y los menos
abundantes los de intermedia (1.5%), esto es relevante para nuestro trabajo ya que los
compuestos fendlicos son a los que se les atribuye principalmente el efecto antioxidante y se

encuentran mayormente en los extractos de alta polaridad (metanol).
Identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios de los extractos

Los tres extractos de B. biflora presentaron terpenos, sin embargo la reaccién fue mas colorida
en el de menor polaridad (hexanico), esto puede ser debido a que los terpenos son metabolitos
generalmente insolubles en agua y por lo tanto son extraidos con solventes de menor polaridad
como el hexano (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Estos metabolitos son los mas abundantes en el

género Bursera (Becerra et al., 2009).

En los extractos acetonico y hexanico se presentaron glucésidos. Estos metabolitos secundarios
son compuestos altamente polares; sin embargo existen algunos otros metabolitos que se
pueden unir a azlcares para poder cumplir su funciébn o almacenarse, lo que podria
proporcionar a la molécula glucosidica una parte no polar, la cual al ser procesada con solventes
de la misma naturaleza son extraidos de la planta, por lo que la ausencia de glucésidos en el
extracto metandlico puede ser explicada por este fendmeno, ya que las extracciones que se
llevaron a cabo fueron consecutivas, es decir, primero con hexano, luego con acetona y
finalmente con metanol; un ejemplo de estos compuestos son los glucdsidos cianogénicos, los
cuales en algunos casos presentan estructuras que son de caracter poco polar unido a una

glucosa (parte polar) (Selmar, 2010).

La prueba colorimétrica para alcaloides (Dragendorff) resultd ser negativa en los tres extractos
de B. biflora, segin Rzedowski y Ortiz (1988) reportan que estos metabolitos no son

caracteristicos para el género Bursera.

En ninguno de los tres extractos de B. biflora se detectd la presencia de saponinas. Estos son
metabolitos de tipo constitutivo, y tienen funciones de toxicidad para microorganismos, insectos,

animales incluso para el ser humano (Puentes, 2009). Estos al no estar presentes en los
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extractos de B. biflora, nos indican que probablemente la presion por depredacion y de infeccion
por microorganismos era baja en el momento de colecta, ya que se tienen reportes de que en
Puebla hay insectos que se alimentan de las flores de Bursera de los ordenes Coledptera,
Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera (Rivas-Arancibia et al, 2015) y se han
observado algunos coledpteros que hacen sus nidos en la corteza de algunas especies del
género Bursera (Mordn et al,, 1988). Aunado a esto podemos decir que la prueba de espuma es
muy poco certera ya que necesita de altas cantidades de saponinas presentes para poder
identificarlas, se recomienda cotejarla con una prueba de hemdlisis. Otra posible explicacion es
que esta especie no presenta las enzimas necesarias para la produccién de dicho grupo de

metabolitos.

Los compuestos fendlicos se han detectado para los extractos metandlicos de las ramas de 5.
simaruba en por lo menos cuatro trabajos, por lo que podria decirse que estos metabolitos son
componentes caracteristicos de este género, ademas de ser un grupo de abundantes
metabolitos (Ciccio y Rosales, 1995; Chosson et al, 1997; Zoelek et al,2003; Maldini et al,
2009). Nolasco (2014) y Serrano (2013) reportan que B. morelensis tiene fenoles en el extracto
metandlico, con lo que todo lo anteriormente mencionado por estos autores concuerda con el
presente trabajo. Ademas este tipo de metabolitos se ha reportado como uno de los mas
abundantes en el género Bursera (Becerra et al., 2009).

Actividad antioxidante y cuantificacion de fenoles totales

El extracto hexanico de ramas, hojas y frutos de B. biflora no presentd actividad antioxidante.
Lo anterior coincide con los estudios realizados con diversas especies del género Bursera. Esto
se ha cotejado con distintos métodos /n vitro antioxidantes ante radicales como DPPH, (Serrano,
2013) ABTS, FRAP (Bah, et al., 2014) y voltamperometria ciclica (Arriaga, 2011) (Tabla 6). Esto
se puede deber a que dicho extracto no presenta fenoles, que son los metabolitos secundarios a
los que se les ha atribuido la mayor parte del efecto antioxidante (Rice-Evans et a/., 1996), a
pesar de que presenta abundantes terpenos, los cuales también se reportan con esta actividad
(Evans et al, 2000; Grassmann et al.,2002). Probablemente los terpenos presentes en el
extracto hexanico no tienen una estructura que les permita tener actividad antioxidante o su

actividad es muy débil en comparacion con la concentracion de radical a la que esta expuesta;
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algunos ejemplos de este tipo de terpenos pueden ser los diterpenos verticilanos (Gigliarelli ef
al., 2015). Los terpenos verticilanos no presentan ni dobles enlaces y tampoco hidrégenos para

estabilizar RL.

Serrano (2013), encontrd que la particiéon metandlica del extracto metandlico de corteza de B.
morelensis tiene una CAs, frente al radical DPPH en 3.05 pg/mL, lo cual es mejor a la capacidad
media antioxidante reportada en presente trabajo (20.44 upg/mL). Estas diferencias de
capacidades antioxidantes son debidas principalmente a la cantidad de fenoles totales que se
presentan en estas dos especies, ya que para B. morelensis se reportaron 504.14 mg EAG/g de
extracto y para B. biflora 136.22 mg EAG/g de extracto, lo que demuestra que los compuestos
fendlicos son los principales responsables del efecto antioxidante de los extractos estudiados. La
produccion diferencial de los compuestos fendlicos pueden deberse a la sintesis especie
especifica de metabolitos secundarios, lo que es parte de una estrategia adaptativa de las
plantas y esta se incrementa de acuerdo a las condiciones ambientales (Sepulveda et a/., 2003).
Otra razén por la que se pudiera observar esta diferencia entre el trabajo de Serrano y el
presente estudio, la expresaron Siddhuraju y colaboradores (2002), quienes mostraron que
Cassia fistula tuvo una actividad menor en los extractos de frutos y flores que en los de corteza,
debido a que los frutos presentaron compuestos prooxidantes. También podria ser un factor
importante la cantidad de planta de la que se obtuvieron los extractos, ya que Serrano utilizd
646 g de corteza para realizar el extracto y en este trabajo se usaron 428.8 g de ramas, frutos y

hojas.

Bah y colaboradores (2014) realizaron un estudio al extracto metandlico de B. simaruba
obteniendo poca actividad antioxidante en tres métodos, encontraron una CAs;= 2117 pg/mL
frente al radical DPPH, con el radical ABTS 2574 jug/mL y redujo el radical FRAP con un valor de
4493 pmol de eq. de FeSO,, lo cual resalta que la actividad antioxidante de B. simaruba es
menor a la de B. biflora. Estas diferencias se pueden deber a la zona de colecta, ya que las
condiciones de temperatura, radiacion y precipitacion son menos extremas en Querétaro que en
San Rafael, esta Ultima es considerada la zona mas seca del sur del pais (Davila et a., 1993).
Estas condiciones ambientales generan RL los cuales a su vez inducen la sintesis de compuestos
fendlicos como medio de defensa para evitar dafios a las células y compuestos celulares de las

plantas (Sepulveda et a/, 2003). Aunado a la diferencia de la produccién de metabolitos
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secundarios intraespecificamente. Bah y colaboradores (2014) atribuyen la falta de actividad al

poco contenido de fenoles encontrados.

El efecto antioxidante del extracto metandlico de B. biflora presenta diferencias significativas
con el acido galico demostrando que su actividad antioxidante es menor que dicho compuesto,
esto puede deberse a que el compuesto puro es en su totalidad antioxidante mientras que el
extracto posee una mezcla de compuestos, los cuales pueden no ser necesariamente

antioxidantes (Rice-Evans et al., 1996).

Los extractos metandlico y acetdnico presentan fenoles en abundancia. La actividad antioxidante
podria explicarse por su presencia, ya que estos MS deben esta bioactividad a la facilidad con
que un atomo de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico se puede donar o transferir a un
radical libre; asi como a la capacidad del resto fendlico para mantener un electrén desapareado
debido a la deslocalizacién del sistema de electrones-n (Lopez-Vélez et al, 2003). Otros
compuestos fendlicos como los flavonoides han demostrado tener propiedades quelantes de

hierro, ademas de captar RL (Ciappini et al., 2013).

No se han reportado trabajos con extractos acetdnicos de ninguna especie del género Bursera,
para ninguno de los métodos utilizados en este trabajo (DPPH, ABTS y FRAP), por lo cual los

resultados de este estudio son los primeros que se reportan.

Las CAs de los extractos metandlico y acetdénico de B. biflora reportadas frente al radical DPPH
son menores a los otros métodos debido a que su potencial redox es de 0.25 V (Prior et al.,
2005), lo cual genera que la energia para conseguir su estabilizacion sea mas baja, mientras
que la energia necesaria para contrarrestar o neutralizar a los radicales ABTS y FRAP son

mayores ya que sus potenciales son de 0.68 y 0.7 V (Prior et al., 2005), respectivamente.

De acuerdo a la FDA (Food and Drug Administration, USA) son considerados como buenos
antioxidantes aquellos compuestos o mezclas que estan por debajo de las 200 pg/mL (Gardziella
et al., 2000), por lo que el extracto metandlico y aceténico de B. biflora se consideran como

buenos antioxidantes ya que estan muy por debajo de este limite.

24



Efecto antioxidante de Bursera biflora (Rose) Standl. (Burseraceae)

Tepec Tinoco, 2017

Tabla 6. Cuadro comparativo de estudios realizados sobre pruebas antioxidantes y contenido de fenoles totales en diferentes especies del género Bursera.

Pruehas antioxidantes

Fenoles totales

AUTOR ANO ESPECIE ZONA DE COLECTA EXTRACTO DPPH ABTS FRAP FOLIN-CIOCALTEU
{ug/mL}  {ug/mL} (EAG/ g de extracto)
En este estudio 2016 Bursera biffora San Rafael, Coxcatlan, Metandlico 20.44 43.31 147 umol de EAG/g extracto 136.22
Puebla
Acetdnico 80.45 99.2 60.04 umal de EAG/g extracto 30.75
Serrano 2013 Burseramorelensis  SanRafael, Coxcatlan,  Metandlico {corteza) n.d. n.d. n.d. 456,15
Puebla
Fraccion metandlica 3.05 n.d. n.d. 504.54
Bahy colaboradores 2014 Bursera simarub Jalpan de Serra, Metanélico 2117 2570 4493 um eq FeS04 n.d.
Querétaro
Hexanico nulo nulo nulo n.d.
Rodriguez 2014 Bursera aptera Reserva de |a Biosfera Metanélico 11.72 n.d. n.d. 61.2

Tehuacan-Cuicatlan

25
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CONCLUSIONES

e Los extractos metandlico y acetonico de B. biflora presentaron actividad antioxidante.

e Todos los extractos de B. biflora presentaron terpenos.

e Los extractos metandlico y aceténico de B. biflora presentaron actividad antioxidante
frente a los radicales DPPH, ABTS y FRAP.

e El extracto metandlico de B. biflora presenta mejor actividad antioxidante que el extracto
acetonico.

e El extracto hexanico de B. biflora no presentd actividad antioxidante frente a los radicales

evaluados.
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APENDICES

APENDICE 1
Método de maceracion

El método de maceracion consiste en la obtencion del extracto con solventes organicos a partir
del material vegetal, generalmente se usa seco y pulverizado o en trozos pequeios. Este se
coloca en un matraz y se agrega el solvente apropiado, de acuerdo al extracto que se desea
obtener. En el presente trabajo se utilizaron hexano (C¢Hi4), acetona (C3H¢O) y metanol
(CH3OH) (Figura 8). Se deja reposar 72 horas, se filtra el extracto y se evapora el exceso de
solvente por destilacion a presion reducida. Después de esto se evapora el solvente en su
totalidad a temperatura ambiente, o con ayuda de un ventilador. Finalmente se pesa el extracto

y se determina el rendimiento del extracto (Dominguez, 1973).

Figura 8. Método de maceracion.
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APENDICE 2
Destilacion a presion reducida

La destilacion es un proceso que consiste en calentar un liquido hasta que sus componentes
mas volatiles pasan a la fase de vapor, para posteriormente enfriar el vapor para recuperar
dichos componentes en forma liquida por medio de la condensacién. El objetivo es separar

mezclas de liquidos aprovechando las diferentes polaridades.

Esta técnica se desarrolla con ayuda de un rotavapor, el cual fue inventado en Suiza hace mas
de 50 afios. El rotavapor (Marca Heidolph, Laborota 4000 efficient) consta de un sistema de
vidrio conformado por un refrigerante tipo serpentin o espiral, adaptado a un matraz de bola
donde se coloca la muestra bioldgica disueltos en solventes organicos, los cuales se evaporaran

con ayuda de vacio (Figura 9) (Guedea, 2012).

Figura 9. Esquema del rotavapor.

Fuente: https://rodas5.us.es/file/116d23b8-c458-2012-481b-
2357fffa2b34/2/modulo_general_SCORM.zip/pagina_19.htm
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APENDICE 3
Reacciones colorimétricas para la identificacion de metabolitos secundarios
Reaccion de Molish para glucésidos

El ensayo de Molish permite detectar la presencia de carbohidratos en una muestra, en base a
la accion hidrolizante y deshidratante que ejerce el acido sulftrico sobre dichos compuestos. Los
acidos originan deshidratacion de los azlcares para rendir furfurales (derivados aldehidicos del
furano). Los furfurales se condensan con los fenoles dando como productos derivados
coloreados caracteristicos (dando como resultados derivados del color purpura), empleados
frecuentemente en el analisis colorimétrico (Figura 10). A pesar de que es una prueba dirigida a
monosacaridos, algunos poli y oligosacaridos también dan positivo, por el medio acido y la

hidrdlisis del enlace glucosidico (Diaz et al., 2006).

Figura 10. Formacién de furfurales en la reaccion de Molish.

Fuente: https://sites.google.com/site/bioquia9/reaccion-de-molish

El procedimiento a seguir fue el siguiente:
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1) En tubos de ensayo se diluye 1 mg de cada uno de los extractos, en 1 ml de metanol.
2) Se agrega reactivo de Molish (Mezclar a-naftol al 5% y etanol)
3) Anade gotas de H,SO, concentrado, por las paredes del tubo.

4) Si es positivo se separara un anillo de color morado o violeta del H,SO,.

Reaccidn con cloruro férrico para fenoles

Los fenoles sencillos se caracterizan por su solubilidad en medios alcalinos y su insolubilidad en
bicarbonato sddico, la mayor parte de los fenoles dan compuestos fuertemente coloreados con
las sales férricas (Figura 11). La coloracion con el cloruro férrico ayuda a determinar la
estructura, la pirocatequina y otros o-hidroxiderivados del benceno dan coloraciones verdes
(Mufioz, 2015).

2 ‘x_
OH C'\ Fa - | =
T /Fe o \\FE}/
= cl %
OH
2
| P

Figura 11. Reaccién de FeCl; con un fenol.

Fuente: https://sites.google.com/site/organicaiii/quimica_organica/quimica-organica-iii-nueva/quimica-organica-iii-
2009-2012/test-analisis-funcional-2011/e4_2011/e4_2011

Procedimiento:

1) Se diluyen los extractos (1mg/mL) en los solventes donde se destilaron.
2) Se agrega gotas de cloruro férrico diluido.
3) La reaccion sera positiva si se obtiene una coloracién roja, purpura, azul y verde.

Reacciones para alcaloides (Dragendorff y Mayer)
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Las técnicas de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en estado
de sal de combinarse con el yodo y metales pesados como el bismuto, mercurio, tungsteno,

formando precipitados (Arango, 2008).

La reaccion de Mayer utiliza bicloruro de mercurio y yoduro de potasio, el positivo es un

precipitado blanco o de color crema soluble en acido acético y etanol.
Procedimiento:
Diluir 1.3 g de HgCl, en 60mL de agua, agregar 5 g de KI y aforar a 100 mL

1) Diluir los extractos en los solventes en los que se maceraron (1mg/mL).

2) Agregar gotas de reactivo resbalando por las paredes del tubo.

3) La reaccion sera positiva si se observa un precipitado blanco-crema.
La reaccion de Dragendorff ocupa el tetrayodo bismuto de potasio, donde la presencia de
alcaloides se detecta por la formacidon de un precipitado naranja rojizo cuando se le adiciona
este reactivo a una solucion acida de alcaloides. Esta reaccién puede dar falsos positivos con
algunas sustancias oxigenadas con alta densidad electrénica como las cumarinas, chalconas,

acetogeninas, entre otras (Arango, 2008).
Procedimiento:

Preparar una solucién con 8 g de nitrato de Bi(NO3);+5H,0 en 20 mL de HNO;3 al 30% con una

solucién de 27 g de KI en 50mL de agua.

1) Diluye los extractos (1mg/mL) en los solventes de la maceracion.
2) Agrega gotas del reactivo resbalando por las paredes del tubo y se dejara reposar.
3) La reaccion dara positivo si se observa un precipitado naranja-rojizo.

Reaccion para saponinas- Ensayo de espuma

Las saponinas se originan por la ruta de la acetil Co-enzima, via acido mevaldnico y escualeno.
Las saponinas esteroides se pueden reconocer facilmente en los andlisis fitoquimicos

preliminares mediante el ensayo de espuma (Martinez, 2001).

Al agitar una solucién acuosa de una muestra que sea o contenga saponinas, se forma una

espuma estable como la obtenida al agitar la solucién acuosa de un jabdn. Puesto que existen
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otras sustancias que pueden formar también espuma, se debe asumir ente ensayo como una

prueba presuntiva de la presencia de saponinas esteroides (Martinez, 2001).

APENDICE 4
Método DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picrilhidracilo es un radical libre estable, tiene un electrén
deslocalizado, que no forma dimeros, por lo cual no se puede estabilizar de esta manera. El
electron desapareado le confiere el color violeta, caracterizado por una banda de absorcién a

517 nm en soluciéon metandlica (Figura 12) (Alam et al., 2013).
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Figura 12. Curva de absorbancia del radical DPPH en su estado de radical libre (morado) y el no radical (amarillo).
Fuente: https://www.researchgate.net/post/DPPH_Antioxidant_assay_Method_Development2

Este método antioxidante se basa en la capacidad de reduccion del atomo de nitrégeno
mediante la recepcion de un hidrégeno para la hidracina correspondiente, lo cual hace que se

pierda el color violeta (Kedare y Singh, 2011).
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La determinacion de actividad antioxidante es facil y de una gama bastante amplia ya que
pueden usarse diversos sistemas de solventes incluyendo el etanol, metanol, acetona:agua,

alcohol:agua y benceno (Parry et a/., 2005).

La determinacion de la capacidad antioxidante media (CAsp) con este método se llevd acabo de
la siguiente manera: en una placa de 96 pozos se adicionaron 50 pL de los extractos metandlico,
acetonico y hexanico a diferentes concentraciones (M= 3.12-50 pg/mL; A= 7.8125-125 pg/mL;
H= 7.8125-500 pg/mL), posteriormente se adicionaron 150 pL de una solucion metandlica de
DPPH cuya concentracion final es de 250 pM (Figura 13). Dicha placa fue incubada en la
oscuridad por 30 minutos, para después determinar su absorbancia a 495 nm en un lector de
ELISA. Como referencia se utilizd acido galico, como control negativo se usaron 200 pL de
metanol. La actividad antioxidante sobre el DPPH se expresé como porcentaje de reduccion y se

calculé con la siguiente férmula:

% de reduccion= (C-E/C)*100
Donde:
C= absorbancia del DPPH

E= absorbancia del experimental (Mezcla de DPPH + extracto)

Figura 13. Placa de 96 pozos con la reaccion de DPPH y el antioxidante de referencia.
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APENDICE 5
Método ABTS

El ensayo de ABTS (acido 2, 2,azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-sulfénico)), o también conocido
como TEAC, se basa en la capacidad del radical cation ABTS™ para reaccionar con los AOX. Este
radical es de coloracion verde azulada que disminuye al interactuar con los AOX, esta

disminucién se produce en la longitud de onda de 734 nm (Moreno et a/., 2000)

El ABTS" es soluble en disolventes organicos y acuosos, por lo que es un método apto para
determinar la capacidad antioxidante tanto lipofilica como hidrofilica de extractos y fluidos
bioldgicos (Prior, 2005).

El radical catidnico ABTS se obtuvo siguiendo los pasos que a continuacidn se presentan: para la
solucién de persulfato de potasio (K,S,0g) se utilizaron 3 mL a 2.45 mM, y del ABTS (2,2-azino-
bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) se prepararon 3 mL a 7 mM, de cada una de estas
soluciones se mezclaron 2 mL y se dejaron reaccionar por 12-14 hrs en completa oscuridad a
temperatura ambiente. Después de esta incubacion se prepard la solucién de trabajo para la
cual se diluyd 1 mL con un promedio de 60 a 90 mL de metanol o hasta alcanzar una

absorbancia de 0.7 a 734 nm (Figura 14).
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Figura 14. Reaccion de ABTS a ABTS™.

Fuente: https://www.omicsonline.org/articles-images/2161-0444-4-517-g002.html

Este método se llevd acabo de la siguiente manera: en una tubos de ensayo se adicionaron los
extractos metandlico (M) y acetonico (A) a diferentes concentraciones (M= 1, 2, 4, 6,8, 10y 12
pug/mL; A= 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 y 250 pg/mL), posteriormente se tomaron 300
uL de estas soluciones, para adicionarle 2700 pL de ABTS®* (solucion de trabajo) mas 1 mL de
agua destilada. Los tubos fueron incubados por 7 minutos en la oscuridad, para después
determinar su absorbancia a 734 nm en un espectrometro T80+ UV/VIS PG Instruments Ltd.
Como referencia se utilizd acido galico (5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 pg/mL), como control
negativo se usaron 3 mL de metanol:agua (1:1). La actividad antioxidante sobre el radical ABTS

se expresd como porcentaje de reduccion y se calculd con la siguiente férmula:

% de reduccién= (C-E/C)*100
Donde:
C= absorbancia promedio del ABTS®*

E= absorbancia del experimental (Mezcla de ABTS®* + extracto)

Los resultados se expresaron como pg equivalentes de acido galico/mg de extracto.
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APENDICE 6
Método FRAP

El método FRAP cuantifica el efecto antioxidante de acuerdo a la capacidad de los extracto para
reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en un complejo con la 2, 4, 6-tri (2-piridil)-s-triazina
(TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?) (Figura 15) (Mesa-Venegas et al., 2008). Este método da
un panorama de la habilidad para mantener el estado redox de las células o tejidos.
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Figura 15. Reaccién de FRAP de su estado oxidado al reducido.

Fuente: http://www.biotecharticles.com/Applications-Article/Description-of-Various-Assay-Procedures-for-
Determination-of-Antioxidant-Activity-3712.html
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El poder antioxidante que se tiene con FRAP tiene que ver con el grado de hidroxilacion y
conjugacion de los polifenoles presentes en los extractos, sin embargo, no detecta los radicales

que transfieren H particularmente tioles y proteinas (Prior et a/., 2005).

El FRAP se obtuvo con buffer de acetato 300 mM (acetato de sodio trihidratado/acido acético
glacial) (pH 3.6), TPTZ 40 mM y FeCl; 20 mM, en una proporcién 10:1:1 (v/v/v), esta solucion se

mantuvo a 37°C y en agitacidon constante durante todo el proceso.

La actividad antioxidante de los extractos metandlico y aceténico se obtuvieron mezclando 284
pL (100 pg/mL) con 2714 pL del reactivo FRAP para obtener un volumen final de 3 mL, se
incub6é por 10 min a temperatura ambiente y se leyeron a una absorbancia de 593 nm. Los
valores obtenidos se compararon con una curva patrén de acido galico a diferentes
concentraciones (5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 pg/mL). Los resultados se expresaron como pg

equivalentes de acido galico/mg de extracto.
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APENDICE 7
METODO DE FOLIN-CIOCALTEU O CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

El método Folin-Ciocalteu se utiliza para determinar los fenoles totales en una muestra organica.
El reactivo de Folin-Ciocalteu tiene una coloracion amarilla que, en presencia de fenoles se torna
azul, los cuales son cromdforos compuestos por complejos fosfotlingsticos-fosfomolibdicos. La
intensidad del color azul se mide espectrofotométricamente a 760 nm. Los resultados se
expresan como equivalentes de acido galico que es el estandar de referencia (Blainski et al.,
2013).

La técnica se llevo a cabo de la siguiente manera: se prepard una curva de calibracion o patrén
con acido galico, a partir de una solucién stock de 0.5 mg/ 10 mL de metanol y agua (1:1), se
tomaron las alicuotas correspondientes para obtener diferentes concentraciones de acido galico
(5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 100 pg/mL), para un volumen total de 3 mL.

Para el analisis de los extractos metandlico y acetdnico, se prepararon soluciones stock de cada
muestra a una concentracion de 0.5 mg/mL de metanol y agua (1:3). Se tomaron alicuotas de
250 pL de cada muestra en tubos de ensayo y se agregaron 2.75 mL de agua destilada. Se
anadié a cada tubo 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu, posteriormente se agitd y se dejé

reposar por 10 min., después de este tiempo se anadieron 750 pL de carbonato de sodio (20%),
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también se agitd y se dejo reposar por 1 hora en la oscuridad para leerlo a 760 nm. En un
espectrofotometro UV/VIS modelo T+80 PG Instruments Ltd.
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