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RESUMEN

El presente trabajo esta orientado a evaluar la capacidad antioxidante de
los extractos metandlicos de pulpas en los recursos vegetales: Mauritia
flexuosa (Aguaje) y Mangifera indica (Mango); para lo cual se empleé el
método DPPH (deplecion del oxido 2,2-difenil-1-picrilhydrazil) mediante
cuantificacion espectrofotométrica. Dicha capacidad antioxidante fue
expresada en gramos por mililitros de muestra, observandose que el
extracto metandlico de pulpa de Aguaje requiri6 de una menor cantidad
en concentracion para inhibir en un 50% (IC50) el radical DPPH
obteniéndose una concentraciéon de 71.85 mg/mL comparado con el
extracto metandlico de Mangifera indica (Mango) que obtuvo una
concentracion de 92 mg/mL. Por otro lado, el resultado en la mezcla de
ambos extractos obtuvo un IC 50 de 44.82 mg/mL.

Ademas, todos los extractos fueron comparados frente al acido ascérbico
(vitamina C) como patron de comparacion, el cual presenté una actividad
antioxidante de 16.28 mg/mL.

Por lo que se concluye en la presencia de actividad antioxidante en
ambos extractos tanto en Mauritia flexuosa (Aguaje) y Mangifera indica
(Mango) de forma independiente y un efecto sinérgico de adicién al

unirlos

Asi pues, se puede establecer que los compuestos antioxidantes
derivados de vegetales son capaces de disminuir la oxidacion y que ello
puede tener un impacto positivo sobre la salud de quienes consumen
estos recursos, ya que es conocido que la capacidad antioxidante
evaluada in vitro es empleada como un indicador indirecto de la actividad

in vivo.

Palabras claves: Antioxidante, Sinergismo, DPPH, radicales libres
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ABSTRACT

The present work is oriented to evaluate the antioxidant capacity of the
methanolic extracts of pulps in the plant resources: Mauritia flexuosa
(Aguaje) and Mangifera indica (Mango); for which the DPPH method
(depletion of 2, 2-diphenyl-1-picrilhydrazil oxide) was used, by means of
spectrophotometric  quantification. Said antioxidant capacity was
expressed in grams per milliliter of sample; it was observed that the
methanol extract of Aguaje pulp required a lower amount in concentration
to inhibit in 50% (IC50) the DPPH radical obtaining a concentration of
71.85 mg / mL compared with the methanolic extract of Mangifera indica
(Mango) that obtained a 92 mg / mL concentration. On the other hand, the

result in the mixture of both extracts obtained an IC 50 of 44.82 mg / mL

In addition, all the extracts were compared against ascorbic acid (vitamin
C) as a comparison standard, which presented an antioxidant activity of
16.28 mg / mL

So it is concluded in the presence of antioxidant activity in both extracts in
both Mauritia flexuosa (Aguaje) and Mangifera indica (Mango)

independently and a synergistic effect of adding them together

Thus, it can be established that plant-derived antioxidant compounds are
capable of decreasing oxidation and that this can have a positive impact
on the health of those who consume these resources, since it is known
that antioxidant capacity evaluated in vitro is used as an indirect indicator

of in vivo activity.

Keywords: Antioxidant, Synergism, DPPH, free radicals
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INTRODUCCION

Un gran namero de recursos naturales y/o vegetales en América del Sur
presentan un amplio potencial medicinal convirtiéendose para algunas
comunidades y grupos étnicos en el Unico recurso terapéutico,
contribuyendo significativamente en la atencion primaria de la salud.

La preocupacion por la mejora de la calidad de vida despierta entonces el
interés en el empleo de recursos vegetales y/o naturales ya sea como
fuente de abrigo, cosmética, medicinal y sobre todo en la alimentacién.
Nuestro territorio es un pais rico en biodiversidad en cuanto a flora y esa
es una gran ventaja para poder explorar en nuevas propiedades
terapéuticas; ademas es conocida la relacion indirecta que existe entre el
consumo de antioxidantes y algunas enfermedades como artritis
reumatoides, trastornos nefrolégicos, resequedad de la piel,
enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, entre otros®. Es por ello que
el presente trabajo de investigacibn busca constituir un instrumento
dinamico, viable y practico empleando el método espectrofotométrico
DPPH (deplecién del éxido 2,2-difenil-1-picrilhydrazil) el cual nos indica la
capacidad antioxidante que presentan los recursos vegetales en estudio
que son Mauritia flexuosa (Aguaje) y Mangifera indica (Mango). Es
conocido que el aguaje es un fruto con alto poder antioxidante ya que
posee entre sus principales componentes tocoferoles (Vitamina E), acido
ascérbico (vitamina C) y betacaroteno (vitamina A) que les brindan esta
propiedad y por otro lado el Mango es altamente nutricional por la
presencia de isoquercitrina, astragalina, acido ascorbico y galico. Por
tanto obtener mayores beneficios potenciando sus propiedades
antioxidantes al unirlos es de interés para la salud?.

Ademas, alcanza el objetivo de servir como aporte a las bases teoricas

para estudios sobre capacidad antioxidante3.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

A nivel mundial existe aproximadamente de 250 a 500 mil especies de
recursos vegetales, de los cuales solo el 15% han sido estudiadas en
su potencial medicinal, y solamente para un efecto especifico. ElI 70%
de la flora se han reconocido en doce paises a nivel global, de los
cuales cinco pertenecerian a América Latina y son Brasil, Colombia,
Ecuador, México y Peru, los otros paises son: Australia, India, zaire,
Madagascar, Indonesia y china. En nuestro territorio existen
aproximadamente 25 mil especies existentes en cuanto a la flora,
aunque algunos autores han reportado que esta cifra hasta puede ser
duplicada, siendo endémicas un porcentaje importante de estas
especies. Ademas, se calcula que cerca de 4000 especies presentan
diversos usos, en la alimentacion, cosmética, tintura, como
aromatizante y saborizante, muchos de estos usos se encuentran
arraigado en el saber popular y transmitido de generacion en
generacion, pero lamentablemente con escasa base cientifica en
prevencion de enfermedades ocasionadas por un exceso de
exposicion a radicales libres®.

Normalmente, los radicales libres se crean constantemente en nuestro
cuerpo y llevan a cabo actividades metabdlicas de la vida esencial, es
decir son obligatorios para la vida, los necesitamos, ya que ayudan a
combatir infecciones, pero universalmente es reconocida la asociacion
gue tiene el proceso de envejecimiento celular; especificamente los
cambios fisicos, bioquimicos y patolégicos que el organismo
experimenta cuando se expone a grandes cantidades de dichos
radicales libres*.

Por lo que hay que reconocer que los radicales libres son una parte

fundamental de la vida en la lucha contra las infecciones, pero
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demasiada cantidad de ellos pueden suponer una amenaza muy
grande.
El presente trabajo se realiz6 con Aguaje y Mango, actualmente estos
recursos vegetales son considerados como potenciales fuentes de
antioxidantes, que puede revertir el exceso de produccion de los
radicales libres que ocasionan el envejecimiento celular,
enfermedades neurodegenerativas entre otras fisiopatologias,
problemética que afronta actualmente el pais por el nuevo estilo de
vida en alimentacién y contaminaciéon ambiental®.
Como toda tematica de investigacion requiere de afios de estudio y de
diversas herramientas para el analisis, sobre todo en estos tiempos
donde cada dia surgen innovaciones tecnologias para el trabajo
experimental se necesita de bases sélidas para el apoyo a los
estudios en este campo de los antioxidantes, ademas de hacer llegar
la informacioén a la poblacién en general®.
Por todo lo mencionado la poblacién debe sensibilizarse y tomar
conciencia del riesgo que significa estar sobre exponiéndose a
factores externos como la contaminacién ambiental, radicaciones,
entre otros; que producen un exceso en produccion de radicales libres
y adquirir habitos en alimentacion saludables y ricos en propiedades
antioxidantes.
1.2PROBLEMA DE LA INVESTIGACION
1.2.1 PROBLEMA GENERAL
¢,Cuadl es el efecto sinérgico del extracto metandlico de las pulpas
de Mauritia flexuosa L. (Aguaje) y Mangifera indica (Mango) sobre
su capacidad antioxidante?
1.2.2 PROBLEMA ESPECIFICO
¢,Cual es el efecto antioxidante del extracto metanolico de la pulpa
de Mauritia flexuosa L. (Aguaje)?
¢,Cual es el efecto antioxidante del extracto metandlico de la pulpa
del Mangifera indica (Mango)?

14



¢,Cudl de los dos extractos metandlicos posee mayor efecto

antioxidante?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto sinérgico de la mezcla de los extractos
metandlicos de Mauritia flexuosa L. (Aguaje) con Mangifera
indica (Mango) sobre su capacidad antioxidante.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Evaluar el efecto antioxidante del extracto metandlico de la
pulpa de Mauritia flexuosa L. (Aguaje)
-Evaluar el efecto antioxidante del extracto metanolico de la
pulpa de Mangifera indica (Mango)
-Evaluar cudl de los extractos metandlicos posee mayor efecto

antioxidante.

1.4 JUSTIFICACION, IMPORTANCIA Y LIMITACIONES DE LA

INVESTIGACION

1.4.1 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
El presente trabajo constituyd un instrumento dinamico, viable y
practico que buscé aportar en la investigacion de una nueva
combinacion de extractos de recursos vegetales a fin de crear
sinergismo frente a la capacidad antioxidante.
Respecto a lo economico el consumo de estos recursos
naturales generaria empleo y bienestar en las comunidades
productoras.
A nivel social sensibilizard a la poblacién respecto al buen
habito que se debe tener en cuanto al consumo de los recursos
vegetales ricos en antioxidantes para la prevenciéon de las
enfermedades ocasionadas por la ausencia de una buena
nutricion, que desencadenaria en la mejora en la calidad de vida

de la sociedad; contrarrestando el efecto de los alimentos con
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aditivos, comidas rapidas, la exposicion a sustancias
contaminantes del medio ambiente, estrés, etc. que producen
radicales libres y como consecuencia se disminuiria la aparicion
de enfermedades no transmisibles cronicas como son:
cardiovasculares, cancer, envejecimiento prematuro |y

enfermedades neurodegenerativas’.

1.4.2 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Los antioxidantes pueden neutralizar el exceso de radicales
libres durante la actividad oxidativa, propia del organismo, dicha
produccion de radicales libres es un evento natural y regulado
por diferentes rutas metabdlicas ya que representan la primera
linea de defensa de los seres vivos; sin embargo, aungue son
relevantes para la mantener la salud, el desbalance entre
antioxidantes enddégenos y radicales libres se asocia con
diferentes enfermedades o con el envejecimiento humano®. Es
importante  entonces el estudio de los antioxidantes
ex0genos ya que son compuestos que aunque algunos pueden
ser sintéticos o naturales la calidad que todos comparten es que
son capaces de neutralizar los radicales libres evitando que
dafien nuestro organismo; a menudo actian donando electrones
a los radicales libres haciéndolos méas estables, cualquiera que
sea el mecanismo que utilice un antioxidante ayuda a proteger el
cuerpo del dafio al interrumpir los efectos deletéreos y el efecto
en cadena del dafio oxidativo que causan.

El presente trabajo de investigacion toma interés en lo natural y
los beneficios que aportaria su consumo en nuestra salud
evitando consecuencias nhegativas como el envejecimiento
prematuro y otras fisiopatologias como el cancer®.

Obtener una base referencial para nuevas extracciones
metanolicos en pulpa de frutos que podran ser empleados en

futuros estudios o investigaciones referentes a capacidad
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antioxidante mediante el método de DPPH (capacidad
atrapadora de radicales libre), buscar nuevas opciones para
obtener una incremento o sinergismo en cuanto a la propiedad
antioxidante en beneficio de la salud de la comunidad ya que
estamos en constante contacto con factores exdégenos como
ambientales, radiacion electromagnética, luz solar, ozono,
tabaco, farmacos xenobioticos, drogas; contaminantes aditivos,
pesticidas, etc. Todos ellos productores de radicales libres en

excesolo,

1.4.3 LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION
La principal limitante al realizar esta investigacion fue el escaso
antecedente o escasas referencias de los recursos vegetales y/o
naturales que se emplearon en la investigacion.
Escasos antecedentes de estudios de combinaciones de
extractos de vegetales.

17



CAPITULO Il

HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 HIPOTESIS GENERAL
La sinergia del Mauritia flexuosa L. (Aguaje) y Mauritia indica
(Mango) Modifica su capacidad antioxidante
2.1.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS
-El extracto metandlico de Mauritia flexuosa L (Aguaje)
Presenta una Significativa capacidad antioxidante
-El extracto metanolico de Mangifera indica (mango) presenta
Una Significativa capacidad antioxidante
-El extracto de Mauritia flexuosa L. (Aguaje) presenta mayor
Capacidad antioxidante que Mangifera indica (Mango).
2.2VARIABLES DE LA INVESTIGACION
2.2.1IDENTIFICACION Y CLASIFICACION DE VARIABLES

VARIABLE INDICADORES UNIDAD DE MEDIDA

Capacidad antioxidante

>|C 50 i
IC50% Indice de % mg/mL

<IC50 concentracion

2.2.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variables Definiciéon Indicadores Valores

conceptual Finales

Concentraciones

Capacidad A mayor <IC 50 Diluciones:

antioxidante concentracion de un  >IC 50 25mg/mL
extracto mayor es la 50mg/mL
capacidad 75mg/mL
antioxidante del 100mg/mL
mismo

18



CAPITULO Il

MARCO TEORICO
3.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
3.1.1 A NIVEL NACIONAL

La investigacion realizada por la Doctora Vintimilla Gualan,
Maria Gabriela, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE LAS FRACCIONES LIPOFILICAS E
HIDROFILICAS DE LOS SUBPRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES DE MANGO, (2013) para la obtencion
del grado de ingeniero en industrias agropecuarias, hace
referencia a la obtencion de extractos en diferentes solventes
con el objetivo de adquirir mayor cantidad de grupos fendlicos y
de manera rapida ya que los reactivos y los mismos extractos
tienden a degradarse por lo que se determindé que las mejores
condiciones de extraccion fue la metandlica y se dio en un
tiempo de 06 horas; por otro lado realiza su determinacién por
diversos métodos in vitro como el DPPH para determinar su
actividad antioxidante de la fraccién lipofilica por este método se
obtuvo DPPH 4,649 umol ABTS 4,979 ymol y FRAP 3,589 pmol,
concluyendo que la actividad antioxidante de la fraccion
hidrofilica extraida con metanol correspondiente a la mayor
actividad antioxidante en el extracto etandlico y se obtuvo en 03

horas??.

La investigacion realizada por la Doctora Cusco Vasquez
Carmen sobre LOS COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES
EN EL EXTRACTO METANOLICO DE LA PULPA DEL FRUTO
MAURITIA FLEXUOSA L. “AGUAJE” PROCEDENTE DE
TARAPOTO - SAN MARTIN, (2009) para optar el grado de
Magister en Farmacia y Bioquimica hace referencia al estudio de
compuestos antioxidantes y su mejor extraccion por lo que se

determind que el extracto metanolico de Mauritia flexuosa L
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(aguaje), ademas de tener una importante capacidad
antioxidante también es beneficiosa para disminuir el nivel
hormonal, el estudio se realiz6 en ratas Holtzmann (albinas
hembras jévenes, normales) tratadas produciendo efecto
antiestrogénico, se propone el estudio de este fruto con muchas
propiedades antioxidantes para disminuir y/o neutralizar los
radicales libres captados por factores endégeno ya que como se
sabe el aguaje es comestible presentando una pulpa altamente
nutritiva que contiene minerales, proteinas, grasa, vitaminas y
carbohidratos, posee mayor reserva de betacarotenos y vitamina
A%,

La investigacion realizada por “Los doctores Pedro Gilberto
Vasquez-Ocmin Victor Erasmo Sotero Solis ; Dennis Del Castillo
Torres ; Luis Freitas Alvarado ; Martha Milagros Maco Lujan
sobre “DIFERENCIACION QUIMICA DE TRES MORFOTIPOS
DE Mauritia flexuosa L. DE LA AMAZONIA PERUANA” (2009)
hacen referencia a la actividad antioxidante de las tres clases del
fruto aguaje mediante técnicas in vitro ; se determiné polifenoles
totales, acido ascorbico y principales compuestos fendlicos por
técnica HPLC y la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el secuestro de radicales libores DPPH. Se observa que
existen diferencias significativas entre morfotipos cuando son
comparados, resaltando los altos indices de potasio concluyendo
en tipo Shambo con una concentracion (660,81 + 3,45g9/1009),
tipo amarillo con una concentraciéon de (137,79 + 1,31g/100g) y
tipo Shambo (98,61 + 0,069/100g).concluyendo los morfotipos,
Shambo con 25,61 + 0,55mg/100g; en cuanto a polifenoles
totales, color presenta mayores concentraciones (212,89
mg/100g); teniendo como resultado final la baja captura de
radicales libres, resaltando el morfotipo Shambo con un IC50 de

1201,54 + 1,11pg/mL. Se tiene certeza de las diferencias

20



significativas entre morfotipos, sin embargo, no se logro
establecer el morfotipo mas sobresaliente en cuanto a

propiedades quimicas®3.

3.1.2 A NIVEL INTERNACIONAL

La investigacion realizada por los doctores Mario J. Simirgiotis,
Julio Benites, Carlos Areche and Beatriz Sepulved (2015)
‘Antioxidant Capacities and Analysis of Phenolic
Compounds in Three Endemic Nolana Species by HPLC-
PDA-ESI-MS, Como proyectos de investigacion para los
Laboratorio de Productos Naturales, Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencias Basicas, Universidad de Antofagasta,
Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Arturo Prat, y
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile hace referencia a diversas técnicas in vitro entre para el
andlisis de la capacidad antioxidante en tres plantas de la clase
Nolana de la localidad de atacama una de estas técnicas fue la
capacidad atrapadora de radicales libres (DPPH) Entre los 30
Compuestos identificados en las tres plantas bajo estos estudio,
se detectaron veintitrés compuestos en N. aplocaryoides,
catorce en N.

Leptophylla y nueve En N. ramosissima esta Ultima present6 el
mayor antioxidante, Caracteristicas y contenido polifenélico
seguido de N. aplocaryoides, lo que hace que esta planta sea la
mejor Candidato para la produccion de cultivos industriales y uso

potencial en alimentos funcionales y nutracéuticos*

La investigacion realizada por la Dra. Ximena Augusta Chiriboga
Pasmifio (2013) "DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE CUATRO PLANTAS NATIVAS DEL
ECUADOR” para obtener el grado académico de quimico

farmacéutico hace referencia que Los extractos hidroalcoholicos
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de las cuatro plantas seleccionadas pueden tener actividad
antioxidante por lo cual se realizé la obtencion de compuestos
fendlicos mediante extraccion etandlica y se obtuvo abundante
concentracion de  metabolitos  secundarios, esteroles,
flavonoides, taninos y bajas concentraciones de saponinas,
analizados por métodos de la capacidad antioxidante de
radicales libres (DPPH) de estos extractos hidroalcoholicos de
plantas a pesar de tener caracteristicas similares la Mauritia
flexuosa tiene mayor actividad antioxidante y se recomienda
como base para futuras investigaciones ya que el estilo de vida
actual nos predispone a enfermedades no transmisibles cronicas
gue son desencadenadas por el estrés oxidativo que sufre el

organismo?®.

La investigacion realizada por la tesista Melisa Arévalo
Fernandez de la universidad de Chile para obtener el grado de
guimico Farmacéutica, EFECTO DE COMPUESTOS NO
FENOLICOS EN LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN ACAI
(Euterpe oleracea) y jabuticaba (Myrciaria Cauliflora), (2013).
Evalla el efecto de fracciones que contienen y no contienen
compuestos fendlicos en la determinacion de la actividad
antioxidante y la cuantificacion de fendlicos totales de acai y
jabuticaba por el método DPPH. Donde el contenido de
polifenoles se ve afectado por interferentes presentes en acai y
jabuticaba, dando resultados inferiores después de purificar el
extracto. También la actividad antioxidante se ve afectada por
estos interferentes. Haciendo que la cuantificacion de esta en las
frutas, puede ser sobrestimada y en algun caso eventual se
puede producir el enmascaramiento por parte de estos
interferentes de los compuestos antioxidantes, reduciendo su
efecto, pudiendo asi, subestimar la actividad antioxidante de las

frutas'3. Por todo ello, segin el presente estudio se hace
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necesario tener en cuenta los posibles interferentes en la
cuantificacion de los compuestos antioxidantes y la capacidad de
estos en las frutas, para asi llevar a cabo una caracterizacion
correcta de las mismas, y que puedan ser aprovechadas al
maximo en la industria alimentaria y, posible inmersion en el

mercado de los alimentos funcionales?®.

3.2 BASES TEORICAS
3.2.1 RADICALES LIBRES

Los radicales libres son atomos que poseen un electrén no
apareado por lo cual necesitan un electron de otro atomo para
estar equilibrados o estables con ocho electrones en su 6rbita
external’.

Estos electrones desapareados se forma por diversas razones:
luz ultravioleta, rayos gama, rayos X, presencia de hierro
divalente ( Fe**), poca actividad de agua o mucha actividad de
agua (aW), presencia de oxigeno, pesticidas, actividad fisica
intensa, estrés, carnes a la parrilla o grill ahumadas, humo del
tabaco, productos ahumados, agentes, farmacos
antineoplasicos, etc.® En nuestro cuerpo humano estan
presentes algunos factores enddégenos los cuales contribuyen a
la formacion de radicales libres, como son la actividad del
sistema inmunologico, la actividad enzimética y la respiracion
celular?®®.

Estos radicales libres son muy inestables por lo que reaccionan
con facilidad para encontrar el electrén necesario para lograr su
estabilidad. Si captan un electron de otra molécula, ésta quedara
inestable y se convertira en un radical libre también. De esta
forma se produce una cascada de radicales libres, hasta que
irrumpen con una célula viva produciendo el envejecimiento

celulars.
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Estas reacciones solo son eliminadas por la accion de otras
moléculas que se oponen a este proceso téxico en el organismo,
los llamados sistemas antioxidantes defensivos. Un primer grupo
trabaja sobre la cadena del radical inhibiendo los mecanismos
de activacion, un segundo grupo neutraliza la accion de los
radicales libres ya formados, por tanto, detiene la cadena de
propagacion. En este grupo pueden encontrarse enzimas
detoxificadoras mas notables como el superoxido dismutasa y la
catalasa, que producen peroxidasa particularmente importantes

como el glutatién peroxidasa®.

3.2.1.1 Clases de radicales libres

El principal radical libre es el oxigeno ya que tiene dos
electrones sin ser apareados ademas como presenta
relacion con las condiciones de vida aerobia
representando la fuerza motriz para el buen
mantenimiento del metabolismo pero al mismo tiempo es
un peligro potencial debido a sus caracteristicas
paramagnéticas de este gas ya que forma intermediarios
parcialmente reducidos y con gran reactividad conocidas
como especies reactivas de oxigeno, estos son radicales
libres o precursores de estos®.

De acuerdo al principal tipo de atomo del cual proviene,
los radicales libres se clasifican en especies reactivas
derivadas del oxigeno y especies reactivas derivadas del
nitrdgeno. A su vez cada una de ellas presenta varios

tipos de radicales libres o pro radicales libres®.

o ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DEL
OXIGENO
RADICAL LIBRE

e Superoéxido (O2-)
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o Radical hidroxilo (OH-)

« Radical peroxilo (R-O2)

« Radical alcoxilo (RO-)

e Hidroperoxilo (HO2
PRO RADICAL

e Peroxido de hidrogeno (H202)

« Acido hipocloroso ( HOCI)

« Acido hipo bromoso (HOBY)

e Ozono (O3)

o Oxigeno singulete

e ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DE
NITROGENO

e RADICAL LIBRE

« Oxido nitrico (NO-)

« Dioxido de nitrégeno (NO2)

e PRO RADICAL

« Acido nitroso (HNO)

o Cation nitrosilo (NO*)

e Anidn nitrosilo (NO")

Por otro lado, los radicales libres pueden formarse como
consecuencias de una reaccion metabdlica dentro de la
célula o formarse de manera espontdnea si las
condiciones del medio lo permiten. En este altimo punto,
cabe destacar que las especies reactivas derivadas del
oxigeno pueden formarse espontaneamente por medio de
dos reacciones llamadas de Haber- Weiss o de Fenton?.
En la reaccion tipo Haber- Weiss una especie reactiva
reacciona con un pro radical y de esa manera se forman
varios radicales libres. En una reaccion tipo Fenton, un

compuesto pro radical reacciona con un catalizador
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(Generalmente un metal de transicibn como por ejemplo
el hierro) para formar a los radicales libres. Dentro de la
célula existen muchos sitios de formacién de especies
reactivas derivadas ya sea del oxigeno o del nitrégeno.
Dentro de los primeros, la cadena respiratoria de las
mitocondrias es el principal sitio de produccion de
radicales libres derivados del oxigeno, seguido por los
peroxisomas y el citosol. Por otro lado, una de las células
donde existe la mayor produccion de radicales libres
derivados del oxigeno es el eritrocito seguido del cerebro,
higado y rifibn que son 6rganos que presentan una alta
tasa metabodlica?'' A su vez, los radicales libres derivados
del nitrogeno se producen principalmente en reacciones
metabdlicas en el citosol de la célula y como producto de
la accion de enzimas localizadas en las membranas
celulares en células endoteliales de los vasos

sanguineos??.

3.2.1.2 Formacion de radicales libres

Los radicales libres se producen fisiolégicamente en
cantidades moderadas, ya que participan en importantes
funciones bioldgicas.

Si alcanza niveles elevados en el organismo provoca
dafios celulares de diversos tipos teniendo una
repercusion importante en la salud. La formacién de
radicales libres puede deberse a la acciéon de fuentes
exdgenas o endégenas?.

Los seres vivos en el transcurso del dia producen cierta
cantidad de radicales libres que mantienen un equilibrio
con los antioxidantes enddgenos propio de nuestro
organismo, cuando se da una produccion excesiva de

estos radicales el cuerpo no puede desecharlo, se suma a
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este exceso ciertos habitos y factores cotidianos que son

los causantes de que afio tras afio se acumulen hasta

aproximadamente dos kilogramos de radicales libres en el

organismos.

Entre estos habitos y factores cotidianos que los causan

encontramos:
Fuentes exdgenas
Los 6xidos de nitrégeno del humo del tabaco, las sales de
hierro y cobre promueven la generacion de radicales
oxidantes a partir de peréxidos. Los oxidantes pueden
proceder del exterior ya sea directamente o como
consecuencia del metabolismo de ciertas sustancias®®. De
las fuentes exdgenas de radicales libres, el tabaquismo es
una de las mas importantes. El humo del tabaco es una
mezcla de sustancias entre las cuales destacan los o0xidos
de nitrégeno y de azufre. Otros componentes del humo del
tabaco pueden interaccionar con el citocromo P450y con el
catabolismo del acido araquidénico y de las flavonas®. Se
ha estudiado ademas que la presencia de nitrdgeno puede
proceder de la contaminacion atmosférica, los
hidrocarburos presentes en la polucion ambiental
constituyen, asimismo, una fuente nada despreciable de
radicales libres, el ozono es una ERO (especie reactiva del
oxigeno) dotada de un extraordinario poder oxidante.
Puede proceder de la accién fotoquimica de las radiaciones
electromagnéticas sobre el oxigeno®.
El ozono (O3) es un ERO (especie reactiva de oxigeno)
dotado de un extraordinario poder oxidante. Puede
proceder de la accion fotoquimica de las radiaciones
electromagnéticas sobre el oxigeno, de los campos

eléctricos o de la combustion de los carburantest!.
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El ozono (O3) puede oxidar grupos (-SH, -NHz2, OH y COH),
y en los fosfolipidos de las membranas celulares induce la
peroxidacion lipidica®. Una concentracion de oxigeno (O2)
demasiado elevada puede generar una sobrecarga de ERO
(especie reactiva de oxigeno). Asi, cuando la concentracion
de O2 en el aire inspirado sobrepasa el 30-40%, las
defensas antioxidantes comienzan a fracasar. Una
concentracion del 100% es altamente toxica y solo suele
resistir, sin que aparezcan lesiones durante unos pocos
minutos?!?.

Las principales fuentes exdgenas de radicales libres se

pueden clasificar en:

» Factores ambientales: la contaminacion atmosférica
producida por contaminantes fotoquimicos, el humo del
tabaco inhalado directamente o indirectamente, la
hiperoxia, los plaguicidas, los compuestos xenobioticos
(cloroformo, paracetamol, etanol, tetracloruro de
carbono, etc.), los metales pesados, los disolventes, los
anestésicos y los hidrocarburos aromaticos. Todos
estos compuestos pueden poseer radicales libres de
manera intrinseca como el humo del tabaco, o bien
generarlos a través del metabolismo celular y los
procesos relacionados con este’?.

» Compuestos de naturaleza pro oxidantes, que
entran en el Organismo a través de la dieta, ya que se
encuentran en una gran parte de los aditivos
quimicos utilizados en los alimentos en conservas y
embutidos (conservantes, colorantes, saborizantes,
etc.), las grasas animales y vegetales calentadas al
fuego o por hidrogenacion, bebidas alcohdlicas,

azucares refinados, etc.
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» Contaminantes quimicos, componentes de perfumes,
cremas para la piel, champus, jabones pinturas
detergentes para la ropa productos de limpieza etc.
Son los radicales libres o precursores de estos.

» Agentes antineoplasicos y antibidticos farmacos
qgue se utilizan por su capacidad para reducir el H20z2,
O2 y OH" adriamicina, bleomicina y algunos antibi6ticos

con grupos quinoides o metales.

» lrradiaciones sobre el organismo, las cuales pueden
provocar el paso de un compuesto a su estado
excitado, lo que puede originar un radical o acentuar su
caracter oxidante. @ Son radiaciones  solares,
ultravioletas, rayos X, rayos Y, e ionizantes (electrones,
protones neutrones y particulas alfa y beta).

Fuentes enddgenas:

Las mitocondrias presentes en los tejidos sanos son la
principal fuente de radicales libres en los organismos
aerobios, ya que estos organulos son los responsables de
mas de 90% del consumo del oxigeno celular'’. La cadena
de transporte electrénico, constituida por una serie de
proteinas con propiedades redox capaces de reducir el
oxigeno molecular hasta la formacion de agua, se
encuentra acoplada a su vez a la fosforilacion oxidativa
para producir ATP. Estos procesos constituyen la principal
fuente endégena de ROS™8.

Entre el 1% y el 2% de los electrones transportados por la
cadena mitocondrial no alcanza su destino final, por lo que
no intervienen en la produccién de ATP, sino que estan

implicados en las reducciones parciales del O2. Entre el 1%
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y el 5% de las moléculas de Oz son activadas por
incorporacion directa de un electréon generando el anién
radical superoxido'4. Dicha produccién es proporcional a la
actividad de la cadena de transporte electrénico, pero no es
necesariamente proporcional al consumo de Oz en el
organismo?®. La liberacion de ROS (especies reactivas de
oxigeno) hacia el exterior mitocondrial depende del
potencial de membrana, principalmente cuando se alcanza
el potencial maximo?é.

Aunque la principal fuente de formacion de ROS es la
hiperactividad mitocondrial otras fuentes no menos
importantes son las reacciones enzimaticas e inmunitarias,
la autooxidacién de catecolaminas, la produccion de acido
lactico, etc.

Las fuentes enddgenas de formacion de ROS pueden
clasificarse en dos grupos, segun como las regulen los
sistemas de homeostasis del organismo:

» Fuentes de formaciéon regulada. En este grupo se
incluyen el sistema inmune con su necesidad
fisiologica de ROS. Los macréfagos y neutrofilos
(fagocitos  activados) requieren un ambiente
oxidativo controlado, donde se pueda desarrollar su
metabolismo y la eliminacion de antigenos y células
apoptoticas?’.

» Fuentes de formacioén no regulada. Las que se
producen espontdneamente en respuesta a
determinados estimulos como el ejercicio fisico la

dieta, la temperatura ambiental o las radiaciones.
3.2.2 ESTRES OXIDATIVO

En nuestro planeta existe una gran cantidad de oxigeno y por

tanto en la naturaleza casi todos los materiales se oxidan: las
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grasas se enrancian, los tornillos se cubren de éxido la goma
pierde elasticidad, el papel se amarillenta, la fruta madura y se
pudre, etc. Estas reacciones de Oxido-reduccion son muy
importantes ya que los seres vivos obtienen la mayor parte de
Su energia a partir de ellas por ejemplo en la fotosintesis y en el
metabolismo aerébico®®.

A pesar de que el oxigeno es imprescindible para la vida,
puede ser también fuente de enfermedades a través de una
produccion incontrolada de radicales libres entre los que se
encuentran las especies reactivas de oxigeno (ROS: “reactive
oxygen Species”) que dafian las macromoléculas como lipidos,
proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos ademas de alterar
los procesos celulares como la funcionalidad de las membranas
produccion de enzimas respiracion celular, induccién génica
etc?®.

Estos ROS (especies reactivas de oxigeno) son iones de
oxigeno, radicales libres y peréxidos tanto inorganicos como
organicos. Fisicamente son moléculas muy pequefias
altamente reactivas debido a sus electrones desapareados.
Estas especies se forman de manera natural como subproducto
del metabolismo normal del oxigeno y tienen un importante
papel en la sefializacién celular, pero en épocas de estrés
ambiental sus niveles pueden aumentar mucho rompiendo el
equilibrio y provocando dafos significativos a las estructuras
celulares provocando una situacidn conocida como estrés
oxidativo. En el momento en que tiene lugar un aumento
considerable de la velocidad de formacion de ROS (especies
reactivas de oxigeno)!® con respecto a lo establecido en
condiciones normales casi siempre se origina como
consecuencia de una disminucion de los propios mecanismos
de defensa, derivando en una situacion de desequilibrio entre

las especies oxidantes (mas numerosas ahora) y las
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antioxidantes lo que origina unos dafios oxidativos importantes
sobre determinadas moléculas presentes en el organismo
reflejandose en sus funciones bioldgicas. El balance existente
entre los agentes oxidantes y antioxidantes determinara el
estado redox manteniendo una homeostasis redox o estado de

equilibrio de las condiciones de 6xido- reduccion finalt’.

Efectos ocasionados por el estrés oxidativo

La naturaleza del dafio ocasionado por el estrés oxidativo va a
depender principalmente de dos factores: la reactividad del
radical libre que lo produce y la disponibilidad de un sustrato
susceptible que puede ser atacado en las proximidades de la
formacion de dicho radical libre'®. A pesar de la amplia
variedad de dafos que puede darse, los mecanismos por los
gue se producen son comunes y contienen la capacidad de un
atomo de hidrogeno o de un electrén de una determinada
molécula cercana también llamada molécula diana, por parte
del radical libre, estabilizandose el electron desapareados del
radical mediante la formacion de un par electrénico. De una u
otra manera se genera un nuevo radical que generalmente

posee la reactividad de su predecesor'®.

3.2.3 LOS ANTIOXIDANTES
Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir
la oxidacién de otras moléculas en el organismo posee un
sistema de defensa antioxidante el cual esta formado por
compuesto de naturaleza enziméatica como son: superoxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, y compuestos de
naturaleza no enzimatica como: vitamina E, beta-caroteno,
vitamina C, glutation reducido, albumina, flavonoides y metales
de transicion como Se, Cu Zn. Asi mismo en oposicion a los

radicales libres, se encuentran los antioxidantes, que son
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sustancias que estan presentes en concentraciones bajas en
comparacion con el sustrato  oxidable, retrasan

significativamente o evitan la oxidacién de este?°.

3.2.3.1 Caracteristicas de los antioxidantes

Las principales caracteristicas de un compuesto o
sistema antioxidantes son la prevencién o deteccion de
una cadena de propagacion oxidativa, mediante la
estabilizacion del radical generado y la regeneracion del
antioxidante radicalaria ayudando asi a reducir el dafio
oxidativo en el cuerpo humano es por lo antes
mencionado que se puede definir como antioxidante en
el ambito de los alimentos como “aquellas sustancias
gue en bajas concentraciones, actian previniendo o
retardando grandemente la oxidacion de materiales
facilmente oxidables tales como las grasas?!

Por lo tanto Los antioxidantes se caracterizan
principalmente  por permitir la  oxidacion de
los alimentos que consumimos y asi lograr que nuestro
organismo se beneficie, por ejemplo en las grandes
industrias comerciales se ha identificado a esta molécula
como la opcidon mas beneficiosa que tienen para poder
reducir el oxigeno en los productos que se envasan al
vacio,en los seres humanos los antioxidantes
promueven esas regeneraciones celulares que permiten
el bienestar gracias a una apariencia fisica saludable,
entendemos entonces que los antioxidantes son
esenciales en la mayoria de los ambitos por lo cual es

de suma importancia su consumo??.
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3.2.3.2 Clases de antioxidantes

En funcion de como interaccionan con los agentes

oxidantes, los antioxidantes pueden ser:

Antioxidantes primarios: impiden la formacion de
radicales libres, especialmente las ROS. Algunos
ejemplos de estos son: la vitamina E, polifenoles
como resveratrol 0o enzimas antioxidantes, con lo
gue indirectamente reducen el dafio en el ADN y en
las membranas

Antioxidantes secundarios: entre los
antioxidantes secundarios se encuentran los que
interrumpen la propagacion de radicales libres
como, por ejemplo: alfa-tocoferol, acido ascorbico o
los antioxidantes secundarios que desplazan las
ROS, por ejemplo: acido ascoérbico, carotenoides,
glutation y enzimas antioxidantes; inhibiendo la
generacion de ROS e impidiendo la activacion
metabdlica de carcinégenos?3.

Antioxidantes terciarios: reparan el dafio causado
por los radicales libres o eliminan moléculas que se
han estropeado, modificando el potencial redox
mejorando la reparacion del ADN. Como, por
ejemplo: vitamina C, polifenoles, selenio o N-acetil

cisteina.

3.2.3.3 Fuentes de antioxidantes

Los antioxidantes estan formados por un grupo de

vitaminas, minerales y enzimas que protegen nuestro

organismo de la formacion de radicales libres, cuatro

enzimas los neutralizan en el organismo naturalmente y

son el superoxido dismutasa, metionina reductasa,

catalasa y glutation peroxidasa. La accion de estas
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enzimas barredoras, pueden ser suplementadas por

una dieta rica en antioxidantes como, as vitaminas A, E

y C, el selenio, el zinc, entre otros mnutrientes*®.

Algunos de estos antioxidantes son:

Selenio: levadura de cerveza, vegetales (brécoli en
particular), arroz integral y otros granos, ajo y
cebolla, salmén, atun, pescado en general

Zinc: pescados, legumbres, granos integrales,
levaduras de cerveza, yema de huevo, hongos,
semillas de zapallo, girasol, sésamo, porotos de
soja, almendras, nueces, avellanas

SOD (superoxido dismutasa): trigo y centeno,
integrales, plantas verdes, zapallo, cruciferas
Vitamina E: Aceites vegetales prensados en frio,
girasol, maiz, etc.; cereales integrales, germen de
trigo, semillas y oleaginosas, legumbres, avena
arrollada.

Coenzima Q10: Caballa, salmén, sardinas

Vitamina A y Beta caroteno: Vegetales verdes
(espinaca, acelga) y amarillos (zapallo, batata,
calabaza), cruciferas, damascos y duraznos,
zanahorias, ajo, perejil, clorofila, Espirulina (algas de
agua dulce)

Vitamina C: vegetales verdes, perejil, citricos, kiwi,
rosa mosqueta, Acerola, frutillas, tomate, cruciferas,
ante, brote de soja, brotes de trigo.

Ciproflavonoides: Pomelo, naranja, uvas, melon,

ciruela, rosa mosqueta.

Por lo antes mencionado podemos decir que Si

mantenemos una dieta rica en estos nutrientes

tendremos una mayor proteccion y no necesitariamos

suplementar pero si, como suele suceder con las dietas
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habituales del mundo moderno, la alimentacion es de
clase monotemética, poco variada o se estd en una
etapa de mayor requerimiento: crecimiento, actividades
deportivas, embarazo, envejecimiento, se podria estar

carente de estos nutrientes?®.

3.2.4 COMPUESTOS FENOLICOS

El término “fenoles” comprende aproximadamente 8000
compuestos que aparecen en la naturaleza. Muchas de estas
estructuras, se encuentran de manera natural en especies
vegetales y su distribucién en los tejidos y células de éstas,
varia considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto y a
la especie?®. Las frutas se destacan por su alto contenido de
compuestos fendlicos, principalmente los flavonoles.
Constituyen un importante y heterogéneo grupo de compuestos
ampliamente repartidos en el reino vegetal, formado por mas
de 8000 estructuras identificadas. Presentan entre sus
propiedades, la capacidad de precipitar macromoléculas tales
como proteinas, carbohidratos y enzimas digestivas, lo que
reduce la digestion de ciertos alimentos y que generd
antiguamente, el término de anti nutrientes. En la década de los
90 del siglo pasado, la percepcion sobre estos compuestos
cambia drasticamente, aumentando el interés en ellos por sus
efectos beneficiosos sobre la salud, descritos en determinadas
enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, en la prevencion y tratamiento de distintos
tipos de cancer y en general en todas aquellas enfermedades
relacionadas con estrés oxidativo?°.

Los numerosos beneficios aportados por la extensa variedad
de compuestos fendlicos responden a sus propiedades
antiinflamatorias, anticancerigenas y fundamentalmente a sus

propiedades antioxidantes?. La influencia de estas Ultimas en
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la mejora de la salud, asi como la gran abundancia de estos
compuestos en nuestra dieta cotidiana, ha despertado un gran
interés desde el punto de vista cientifico— empresarial, tanto en
el campo de los ingredientes funcionales, como en el campo
farmacologico. Los compuestos fendlicos constituyen una de
las principales fracciones de metabolismo secundarios
sintetizados por los recursos vegetales, ya que intervienen en
procesos fisiolégicos referentes al crecimiento y la
reproduccion, en la respuesta a condiciones de estrés, en
procesos defensivos frente a herbivoros, patdgenos, parasitos,
polucion, radiacion UV, temperaturas extremas, etc. y son los
principales responsables propiedades como el color, la
astringencia, el sabor y el aroma. A pesar de la gran variedad
de compuestos fendlicos que existen, la mayoria presenta un
origen metabolico comun: la ruta del &cido shikimico (plantas
superiores) y la del acido malénico (bacterias y hongos). En
ellas tiene lugar una biosintesis que conduce a la produccion
de acido benzoico y cindmico, asi como a ciertos aminoacidos
aromaticos (fenilalanina y tirosina). En su mayoria, se trata de
moléculas muy solubles que presentan como elemento comudn
un anillo bencénico con uno o varios grupos hidroxilo en sus
estructuras moleculares, que ademas pueden incluir grupos
funcionales como estrés, metil esteres, glucésidos??. No
obstante ciertos compuestos fendlicos son solubles solo en

disolventes organicos

COMPUESTOS FENOLICOS EN LA DIETA: los productos
naturales con alto contenido en antioxidantes fenolicos,
adquieren un papel imprescindible por la tendencia
generalizada en la poblacion hacia una alimentacion basa en el
consumo de productos saludables?®. Su presencia en los

alimentos de origen vegetal como frutas, vegetales, café, te,
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especial y condimentos, etc. Aporta aproximadamente un

gramo diario, dependiendo de la dieta.

3.2.4.1 La actividad antioxidante de los compuestos fenol
La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos
reside en su estructura quimica, idonea para reaccionar
con los radicales libres. El fundamento de la interaccion
“antioxidante- radical libre” se basa en la facilidad del
antioxidante para donar electrones o0 atomos de
hidrogeno del grupo hidroxilo unido al grupo aromatico
y en la capacidad del nuevo radical que se origina, para
des localizar el electron despareado (efecto resonante)
en el sistema de dobles enlaces caracteristico del anillo
aromatico, pudiendo estabilizarse mediante la
formacion de quinonas. A esto hay que sumarse que
los compuestos fendlicos presentan una gran
capacidad de captacibn de iones metdlicos,
principalmente hierro y cobre, de manera que inhibe la
formacion de radicales libres a través de la reaccion de

Fenton?4.

Es muy importante el grado de metoxilacion e
hidroxilacion del compuesto fendlico, ya que esta
directamente relacionada con la capacidad antioxidante
de este. Otros factores de gran influencia son: la
concentracion, la localizacion de los grupos hidroxidos

y el nivel de oxidacién que presenta los antioxidantes?*s.

3.2.5 LA DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
La actividad antioxidante no puede ser medida directamente,
pero puede determinarse por los efectos del compuesto

antioxidante en un proceso de oxidacion controlado, la
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medicibn de una muestra oxidante, pueden usarse
intermediarios o productos finales para valorar la actividad
antioxidante. La actividad antioxidante de una muestra no
puede ser determinada basandose solo en un ensayo de
prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test in
vitro para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de
interés; sin embargo, es necesario considerar que los modelos
presenten diferentes variaciones puede dificultar un poco la
comparacion de los resultados entre un método y otro'4.

En los ultimos afios se han adoptado un amplio rango de
ensayos espectrofotométricos para medir la capacidad
antioxidante de los alimentos, muestras biolégicas y extractos
vegetales. Usualmente los ensayos antioxidantes in vitro
utilizan un captador de radicales libres y son relativamente
sencillos de realizar. Entre los ensayos de captacion de
radicales libres, el método DPPH, es el mas rapido, es simple y

es de menor costo en comparacion con otros modelos?®.

3.2.5.1 Método DPPH (1, 1, difenil, 2-picrilhidrazil)

En el afio 1958, Marsden Blois demostr6 por primera vez
la capacidad del radical libore DPPH para aceptar un
atomo de hidrogeno proveniente de una molécula de
cisteina. En la actualidad, se emplea principalmente el
protocolo de ensayo propuesto en el afio 1995 por
Williams y sus colaboradores?®.

El 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), es una molécula
comercial de origen sintético y uno de los pocos
radicales organicos con atomos de nitrogeno en su
estructura, que presenta estabilidad, la cual es debida a
la deslocalizacién de un electrén desapareado sobre la
molécula y por tanto, a diferencia de la mayoria de los

radicales libres, no sufre proceso de dimerizaciéon?’.
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La deslocalizacion del electron, provoca ademas una
intensificacion en el ya de por si intenso color violaceo
caracteristico del radical, que disuelto en medio
metandlicos absorbe a una longitud de onda de 515nm.
En presencia de una antioxidante que puede donar o
transferirle un atomo de hidrogeno, oxidandose vy
reduciendo de esta forma el DPPH, la coloracion
violacea de la disolucién se atentia, dando paso a su
forma reducida (DPPH-H) de color amarillento®®,
En un principio, se creyé que este ensayo involucraba
una reaccion HAT, sin embargo, tras investigarse el
mecanismo de reaccion, se ha visto que la reaccién que
tiene lugar se corresponde con un mecanismo SET. Se
ha determinado que el proceso de reaccion del DPPH,
con polifenélico ocurre en dos etapas?'®

« En una primera etapa, se da una trasferencia
electronica de un anion fenoxido al DPPH, es un
proceso rapido y es la etapa determinante de la
velocidad de la reaccion.

« En una segunda etapa, el radical nitrégeno sustrae

el &tomo de hidrogeno al antioxidante fendlico. Es un
proceso que se da mas
Despacio en disolventes con enlaces fuertes,
capaces de aceptar hidrogeno, como son el etanol y
metanol, siendo este Ultimo el disolvente que se
suele emplear en los ensayos?.
Ademas, los autores indicaron que la aparicion de
acidos o bases presentes como contaminantes en el
disolvente, pueden influenciar drasticamente el
equilibrio de ionizacién de fenoles, alterando asi los
valores de la constante d velocidad de la reaccion.
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Por esto que la reaccion de estabilizacion del radical
transcurre principalmente mediante un mecanismo
SET, con un ligero aporte de un mecanismo HAT
con el metanol como disolvente?!.

En este ensayo, un simple seguimiento de la
disminucién de absorbancia asociado al proceso de
interaccidon entre el antioxidante y el radical DPPH,
permite evaluar eficazmente la actividad antioxidante
del mismo. Pese a que existe diversas propuestas a
la hora de presentar los resultados, la mayoria de los
estudios coinciden en el uso del parametro “IC50” o
“concentracién de inhibicion” y cuyo significado se
corresponde con la cantidad de antioxidante
requerida para disminuir en un 50% la concentracién
inicial del radical en el estado estacionario??.

Para simplificar los términos, es preferible expresar
los datos como “1/IC50% poder anti radical” 2.

Las ventajas principales que presenta este
método, son la simplicidad vy disponibilidad
instrumental, caracteristicas determinantes que
establecen este método como prueba habitual en la
determinacion de la eficacia antiradicalaria de
multitud de compuestos aislados y extractos de
naturaleza y origen variado (vino, zumo, compuestos
polifendlico, mezclas de extractos, etc.)?.

Sin embargo, el ensayo DPPH, presenta algunas
desventajas que limitan, en cierta manera, Su
aplicacion. Los altos potenciales que posee los
monomeros de la anilina y del pirrol, se relacionan
con una mayor dificultad para interaccionar con

radicales DPPH, lo que significa que dicho ensayo
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es valido solo para compuestos termodinamicamente
capaces de reaccionar con é1%4,

Sin embargo, otros radicales menos estables y de
interés biologico, como el radical peroxido o
hidroxilo, muestran potenciales formales de
reduccion  superiores 'y pueden reaccionar
normalmente con un mecanismo de reaccion
diferente, con especies que presenten potenciales
de oxidacion bajos, impidiendo de este modo la
viabilidad del ensayo?®.

La diferencia de estabilidad entre el radical DPPH y
el radical ROO- altamente reactivo frente a
antioxidantes, se refleja en la cinética lenta de la
interaccién, de manera que algunos antioxidantes
concretos resultan inertes frente al DPPH.

Ademas, como la longitud de onda utilizada en este
meétodo, se encuentra proxima a la region visible, la
capacidad antioxidante de la muestra puede ser
subestimada debido a la interferencia de
compuestos como los carotenoides u otros
compuestos presentes en la muestra que también
absorbe en la region préxima del radical antioxidante
mediante el uso del parametro EC-50.

En la actualidad existe una variedad de técnicas in
vitro para determinar la capacidad antioxidante, los
cuales se basan en su capacidad para captar
radicales libres. Entre ellos se pueden mencionar el
uso del 2, 2,-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), acido 2,
2,-azino.bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS),

la reaccién con el 6xido nitroso (TES NO)*.
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3.2.5.2 FUNDAMENTO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
La investigacion de como la vitamina E prevenia el
proceso de peroxidacion de lipidos condujo a la
identificacion de antioxidantes como agentes
reductores que previenen reacciones oxidativas, a
menudo depurando especies reactivas del oxigeno
antes de que puedan dafar las células. Los posibles
mecanismos de accién de los antioxidantes, fueron
investigados por primera vez cuando se reconocio
gue una sustancia con actividad antioxidante
probablemente era una que se oxidaba a si misma
facilmente?®.
El fundamento del método desarrollado por Brand-
Williams et al., DPPH, consiste en que este radical
tiene un electron desapareado y es de color azul-
violeta, decolorandose hacia amarillo péalido por la
reaccion de la presencia de una sustancia
antioxidante, siendo medida
espectrofotométricamente a 517 nm. Por diferencia
de absorbancia se determina el porcentaje de

captacion de radical libre DPPHY,

3.2.6 SINERGISMO
Algunas veces, nuestra defensa enddgena antioxidante no es
completamente efectiva en su accién contra los radicales libres,
por lo cual es recomendable el consumo de una dieta rica en
sustancias antioxidantes naturales, las cuales se encuentran
generalmente en las frutas y verduras. Su consumo constituye
una de las mejores formas de prevenir la formaciéon de
especies reactivas de oxigeno en exceso, a que constituyen
una importante alternativa como fuente potencial de

antioxidantes, debido a que presentan diversos compuestos
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guimicos muy activos en bajas concentraciones, pero que se
pueden complementar o actuar de manera sinérgica. El término
consiste en que se consiguen ventajas en asociar el efecto
adicional que dos compuestos obtienen por trabajar de comun,
la sinergia es la suma de efectos individuales que se multiplica
progresivamente, reflejdndose sobre la totalidad. La valoracion
de las diferencias es la esencia de la sinergia?®.

En el estudio de los extractos metandlicos se produce un
sinergismo en cuanto a su efecto de la capacidad antioxidante
gue se da por la accibn de ambos recursos naturales y sus
propiedades antioxidantes

En la mezcla de estos recursos vegetales se encuentran
comunmente accion sinérgica mejorando asi su actividad
antioxidante, La evaluacion de la actividad antioxidante
demuestran que los extractos crudos y las mezclas de los
extractos inhiben especies radicalarias sintéticas como
DPPH?4,

3.2.6.1 SINERGISMO EN EXTRACTOS METANOLICOS DE

AGUAJE Y MANGO

En este sentido se combinaran dos tipos de vegetales
como son Mauritia flexuosa L.; para evaluar la
interaccion antioxidante frente al radical sintético DPPH,
dichos ensayos mostraran efectos antioxidantes
sinérgicos en conjunto de extractos, Otra manera de
aumentar el potencial de los antioxidantes naturales es
generar una interaccibn con antioxidantes sintéticos
como el &cido ascorbico. Al realizar una serie de
combinaciones entre dos antioxidantes comprobando su
capacidad a través de diferentes ensayos indirectos y
donde se determin6 un tipo de interaccion

potencializada??.
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La mayor parte de la capacidad antioxidante de frutas y
vegetales. Se la proporciona su contenido de vitamina E,
C y carotenos, asi como de diferentes polifenoles
La medicion de los antioxidantes individuales por
separado no permite conocer con certeza la capacidad
antioxidante total de un fluido biolégico por los efectos
sinérgico que puedan establecerse entre los
antioxidantes presentes en él%3,
Diferentes métodos se han desarrollado para determinar
la capacidad antioxidante de fluidos, son todos los
métodos de inhibicion, donde se usa una especie
generadora de radicales libres y una sustancia que
detecta esta especie. La actividad antioxidante de la
muestra afladida inhibe la generacibn de estos
radicales?*.
La evaluacion de actividad antioxidante a través de
fuentes generadoras de radicales libres en el sistema de
prueba, asume que la oxidacién es inhibida en un alto
porcentaje por la captura de estos; por tanto se enfoca
en monitorear la capacidad de aditivos y extractos para
la captura de radicales o la inhibicion de su formacion.
Este es el principio de los métodos mas modernos de
ensayo tales como, DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo).
3.2.6.2 Ventajas
Una combinacion de extractos naturales actuando en
sinergismo, posee las siguientes caracteristicas:
Previene la aparicion de enfermedades cronicas no
transmisibles 0 han obtenido algunos resultados clinicos
favorables y una disminucion de los marcadores de
estrés oxidativo en plasma.
Disminuye los niveles de necrosis y apoptosis celular en

cultivos primarios de hepatocitos humanos, lo que el
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estrés, ya sea emocional, fisico o causado por lesiones o
enfermedades, agota los nutrientes del cuerpo, en
particular, un sinergismo en capacidad antioxidante
favorece el proceso de recuperacion?®.

Retarde la deterioracion, rancidez y descoloracion
resultantes de la autooxidacion; Sustituye los
antioxidantes sintéticos, Conserva e intensifica el sabor,
olor y color de los productos. Protege el valor nutricional
del alimento; Estabiliza los cambios de color y la
reduccion de pigmentos; No cambia el sabor original del
alimento!’.

3.2.6.3 Desventajas

El efecto que produce el sinergismo de extractos de
vegetales se debe recomendar manejarlo con cuidado
en cuanto a los niveles de antioxidantes en la dieta ya
que una cantidad excesiva podria interferir con las
funciones protectoras de la apoptosis y asi aumentar el
crecimiento tumoral. Todos los autores coinciden en la
necesidad de disefiar nuevos estudios que permitan
dilucidar el verdadero papel de los antioxidantes en la
prevencion y tratamiento de algunas enfermedades,
principalmente la patologia cardiovascular y tumoral, que
es la més relacionada con el estrés oxidativo y con una

dieta deficitaria en estas sustancias?s.

46



3.2.7 TAXONOMIA DE RECURSOS VEGETALES EN LA

INVESTIGACION:

3.2.7.1 Mauritia flexuosa

El aguaje, es una palmera perteneciente a la familia
Arecaceae, que tiene amplia distribucion en América del
Sur, y que crece principalmente en territorios mal
drenados junto a otras especies de palmeras; en estado
natural logra alcanzar hasta 40 metros de altura y llega a
su primera fructificacion a la edad vegetativa de ocho
afos . La principal virtud de esta palmera son sus frutos
gue tienen sabor agridulce y que sirven como alimento en
muchas zonas amazoénicas, ya sea rurales, urbanas o en

tribus de indigenas como los Warao?®

TAXONOMIA:

Familia Arecaceae

Nombre cientifico: Mauritia flexuosa

Nombre comun: aguaje

Sinénimo: Mauritia vinifera, Mauritia minor
e Habitad

Mauritia flexuosa L, el habitad donde se desarrolla es
muy diverso desde tierras bajas inundables
permanentemente o estacionalmente hasta terrenos
bajos de tierra firme, desde el nivel del mar en la
costa atlantica hasta 1000 msnm. “En la ladera de los
andes en el suelo pantanosos fértiles o arenosos por
lo que se puede afirmar que es una palmera con

amplia plasticidad fisiolégica.

e Distribucidon geografica:
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Mauritia flexuosa L. esta ampliamente distribuida en
toda la amazonia desde el occidente por el Ecuador,
Peri y Bolivia, hacia el oriente a través de las
cuencas del amazonas y del Orinoco por Venezuela,
las Guayanas, trinidad y los estados brasilefios de
bahia?®.

« Composicion quimica

El fruto es comestible con una pulpa altamente
nutritiva que contiene minerales, proteinas, grasas,
vitaminas y carbohidratos, posee mayor reserva de
betacaroteno, vitamina A. su alto contenido de
vitamina A, lo convierte en un recurso inigualable para
la dieta de nifios y madres gestantes, pues su ayuda a
la formacion y mantenimiento de dientes sanos de
tejidos blandos y 6seos de la membrana mucosa y de
la piel. Esta vitamina contribuye a mejorar la vision
especialmente ante la luz tenue y también es

necesaria durante la reproduccioén y la lactancia®®.

e Usos:

En la actualidad ninguna fruta de la Amazonia es
comercializada en tantas diferentes formas como el
morete: maduro, verde, aguajina (refresco), chupetes,
helados, mermeladas y yogures.

En el mercado de Iquitos el morete, se expande en
diversas formas: como fruto entero, de color rojo
vinosos, como masa amarilla o anaranjada, obtenida
del mesocarpio y como bebida fermentada llamada
chicha del mesocarpio cocido y fermentado que posee

un alto valor nutritivo.
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3.2.7.2 Mangifera indica

TAXONOMIA

Familia: Anacareaceas
Nombre cientifico: Mangifera indica

Nombre comun: mango

Sinénimos: manga

Habitad:

Originario de la india y muy propagado en América y
en todos los paises intertropicales, que crece hasta
quince metros de altura, con tronco recto de corteza
negra y rugosa, copa grande y espesa, hojas
persistentes, duras y lanceoladas, flores pequefas,
amarillentas y en panoja, y fruto oval, arrinonado,
amarillo, de corteza delgada y correosa, aroméatico y
de sabor agradable!®.

No requiere de riego y rechaza los incendios, una
plantacibn de mangos dificilmente podria quemarse
durante la época de sequia, ya que es el periodo de
mayor actividad de la fotosintesis por la menor
nubosidad. Es un arbol agresivo con otras especies

para ocupar un espacio determinado?®.

Distribucion geogréfica:

Este recurso vegetal suele ser un arbol lefioso, que
alcanza un gran tamafo y altura (puede superar los
30 m. sobre todo, si tiene que competir por los rayos
solares con arboles mas grandes, como seria en una
plantacién de cocoteros, siempre y cuando sea en un
clima célido. En las zonas de clima templado puede
cultivarse, aunque no suele alcanzar una gran altura,
por las incidencias climéticas que le resultan

adversas. Es originario de la india y se cultiva en
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paises de clima célido ademas de algunos climas
templados como Espafia, panama, costa rica, el
salvador, Paraguay, México en la zona de clima
subtropical, Perl, china, Italia, estados unidos y
ecuador.

Asi todas estas variedades de mango injerto se
derivan de una variedad obtenida por evolucién
natural que muchas personas denominan “mangas’
en Venezuela, canarias y en la costa atlantica de
Colombia y que no es sino la adaptacién de la fruta
durante varios siglos a un clima mucho mas favorable
que el que tenia en la zona de procedencia de este

recurso?°,

Extractos de las frutas inmaduras y de corteza, tallos
y hojas han demostrado actividad antibidtica. Una
decoccion combinada de mango y otras hojas se toma
después del parto: rico en potasio ayuda a las
personas que sufren de hipertension y retencion de
liquidos, contiene vitamina A y vitamina C, ideal para
aguellas personas que no pueden tolerar el consumo
de otras fuentes de esta vitamina. Contiene una
enzima que facilita la digestién y, al ser antioxidante,
se recomienda para prevenir enfermedades tan serias
como el cancer y para cuidar la piel. Por su contenido
de Selenio, es util en el tratamiento y cura de
la distimia o depresion crénica?l. EI mirceno presente
en el mango es un anti-inflamatorio natural que
también puede ser sedante, hipnético, analgésico y
relajante muscular. Ademas, el mirceno también altera
la barrera hematoencefalica, ayudando a pasar a las
moléculas THC a través de la barrera fisioldgica entre

el sistema circulatorio y el sistema nervioso central
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mucho mas rapido y con mayor eficiencia, y
provocando asi la extension y mayor fuerza de los
efectos psicoactivos de los cannabinoides??. El valor
energético del mango es ligeramente superior al de la
manzana. La pulpa de la fruta es alta en fibra dietética
prebidtica, vitamina C, polifenoles diversas vy
carotenoides de provitamina A. En la pulpa de la fruta
del mango, se encuentran vitaminas y antioxidantes A
y C, vitamina B6 (piridoxina), acido félico, otras
vitaminas del grupo B y nutrientes esenciales, tales
como potasio, cobre y aminodcidos. La pulpa y
cascara de mango contienen otros compuestos, como
pigmentos carotenoides y polifenoles y omega-3 los

acidos grasos poliinsaturados?3.

3.2.8 OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

Para aprovechar las substancias activas de una planta, se
recurre frecuentemente a los extractos. Este proceso de
extraccion consiste en incorporar las substancias activas de una
planta a un solvente, que generalmente suele ser agua, alcohol
0 metanol; se puede realizar en frio o en caliente, y el producto
resultante puede ser una solucién concentrada o espesa en
funcion de la sustancia de origen, 0 espesarse por propio interés
en base a la aplicacion que se le vaya a dar. La eleccion del
disolvente va a depender de parametros técnicos y econdmicos:
selectividad, estabilidad, inercia quimica, temperatura de
ebullicion no demasiado elevada para permitir su eliminacion
total, no demasiado baja para evitar las pérdidas; seguridad de
manipulacion (si es posible no toéxico ni inflamable)*®

Una de las formas de obtencion es la maceracion la cual es una
extraccion que se realiza a temperatura ambiente. Consiste en
remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un

solvente (agua, metanol o etanol, se prefiere el metanol o el
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etanol puesto que a largos tiempos de extraccion el agua puede
propiciar la fermentacion o la formacion de mohos) hasta que
éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar
cualquier recipiente con tapa que no sea atacado con el
disolvente; en éste se colocan el material vegetal con el
disolvente y tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14
dias con agitacion esporadica. Luego se filtra el liquido, se
exprime el residuo, se recupera el solvente en un evaporador

rotatorio y se obtiene el extracto®®.

3.2.9 DEFINICION DE TERMINOS

ANTIOXIDANTES: Son moléculas capaces de inhibir o controlan la
oxidacion ocasionada por otras moléculas llamadas radicales libres
gue originan el envejecimiento y se produce otras fisiopatologias.
juegan un papel importante en la salud fabricando enzimas de este
tipo para controlar las reacciones a las cadenas de radicales
libres®.

RADICALES LIBRES: Son un tipo de metabolitos reactivos que
son producidos naturalmente en el cuerpo como resultados del
metabolismo normal y la produccion de energia. Esta es la
respuesta biologica natural a las toxinas ambientales como el huno
del cigarro, la luz solar, los quimicos y generada por los seres
humanos, e incluso un componente clave de los medicamentos
farmacéuticos. 4.

ESTRES OXIDATIVO Resulta de un aumento en la produccion de
precursores de radicales de oxigeno reactivos, de un aumento de
las especies reactivas del oxigeno (EROs) de un incremento de las
catalisis pro oxidantes de una reduccibn de los sistemas
antioxidantes o de una combinacién de todos ellos®.

DPPH: Método de capacidad atrapadora de radical libre rapido,

eficaz y reproducible: el cual se basa en que la disolucion de DPPH
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entre en contacto con una sustancia que puede donar un atomo de
hidrogeno o con otra especie radical y se produzca la forma
reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida de color y
por lo tanto la perdida de la absorbancia®.

ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES: Son uno de
los mayores retos que enfrenta el sistema de salud. Lo son por
varios factores: el gran nimero de casos afectados, su creciente
contribucién a la mortalidad general, la conformacion en la causa
mas frecuente de incapacidad prematura y la complejidad y costo
elevado de su tratamiento.”.

SINERGISMO: Accion resultan te entre los componentes de un
sistema cuya totalidad es mayor que la suma de cada componente
por separado. Un conocimiento profundo de las estructuras
guimicas de los componentes antioxidantes y de sus posibles
interacciones permite realizar una interpretacion coherente de este
fendmeno en algunos casos®.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE: Es la riqueza antioxidante de los
alimentos que esta generalmente dada por la suma e interaccion
de numerosas moléculas. Si bien la estructura quimica de tales
moléculas puede ser significativamente diferente, entre los
principales estan polifenoles y carotenoides®.

EXTRACTO VEGETALES: Es un preparado que permite extraer
de las plantas determinadas substancias Utiles. Estas substancias

pueden tener diferentes efectos como antioxidantes?©
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CAPITULO IV
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1. TIPO Y NIVEL DE LA INVESTIGACION

4.1.1 TIPO DE INVESTIGACION
Cuantitativo
Prospectivo
Longitudinal

4.1.2 NIVEL DE INVESTIGACION
Analitico
Comparativo

4.2 METODO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

4.2.1 METODO DE INVESTIGACION
Deductivo
4.2.2 DISENO DE INVESTIGACION

Experimental

4.3 POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION
4.3.1 POBLACION
Fruto de la Planta: Aguaje (Mauritia flexuosa L) y Mango
(Mangifera indica)
4.3.2 MUESTRA

Extracto metandlico de pulpa de Aguaje (Mauritia flexuosa)
Extracto metandlico de pulpa de Mango (Mangifera indica)
Extracto metandlico de mezcla de Mango y Aguaje.

4.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

4.4.1 TECNICAS
Capacidad atrapadora de radicales libres (DPPH)
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El fundamento del método desarrollado por Brand — Williams et
al, DPPH, consiste en que este radical tiene un electron
desapareado y es de color azul-violeta, decolordndose hacia
amarillo pélido por la reaccién de la presencia de una sustancia
antioxidante, siendo medida en el espectrofotometro a 517 nm.
Por diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de
captacion de radicales libres DPPH

La molécula DPPH se caracteriza por tener un radical libre
estable. ElI parametro que se midi0 es el porcentaje de
reduccion de DPPH frente a la muestra, llamado también de

inhibicion.

Reaccién quimica

FIGURA 1. Castafieda Benjamin, et al, Centro de investigacion, facultad de
medicina humana, UNSMP, Rev. Academia de Salud, 2008

4.5 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

4.5.1 OBTENCION DE LOS RECURSOS NATURALES:
El aguaje y mango fueron adquiridos de Iquitos y Lima
respectivamente. La cantidad de cada uno de estos frutos fue de
500 g, los cuales fueron lavados con agua destilada, se extrajo
la pulpa de cada fruto para ser homogenizado en un procesador
de alimentos para su posterior pesado y extraccién metandlica.
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4.5.2 PROCESO DE EXTRACCION METANOLICA DE LAS

MUESTRAS

Se pesa 2,0 g de la pulpa de aguaje y se coloca en un beaker

cubierto con papel aluminio para protegerlo de la luz, luego se

adiciona 20 mL del solvente agua-metanol (1:1) se agita y deja
en reposo 30 minutos a temperatura ambiente, luego de este
tiempo se procede al filtrado.

Se realiza el mismo procedimiento con la pulpa de mango y la

mezcla de pulpa de ambos frutos dejando en reposo igualmente

por 30 minutos, protegido de la luz y a temperatura ambiente.
4.5.3 PREPARACION DEL REACTIVO DPPH

Considerando el peso molecular del DPPH de 394,3 g/mol, para

la preparacion de 100 mL de la solucién se pesa 3,94 mg de

reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhydrazil). La preparacion de la
solucién de DPPH se debe realizar protegiendo de la luz para

esto se cubre la fiola empleando papel aluminio, agitando por 30

minutos hasta disolucion completa, la cual debe ser almacenada

a una temperatura de -20°C.

4.5.4 PREPARACION DEL PATRON (ACIDO ASCORBICO)

Se pesa 2,0 g de acido ascorbico en un beacker cubierto de

papel aluminio para protegerlo de la luz, se adiciona 20,0 mL de

solvente agua-metanol (1:1)

4.5.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se realizan las siguientes soluciones:

e Solucion de 2,2-difenil-1-picrilhydrazil (DPPH) en metanol a
una concentracion que de una lectura de absorbancia entre
0.90-1.10 a una longitud de onda de 517nm

e Blanco a base de agua-metanol (1:1) para ajustar el
espectrofotometro a cero unidades de absorbancia.

e Extractos metandlicos de pulpas de aguaje, mango y mezcla
de pulpas de ambas frutas. Se deja reposar por 30 minutos a

temperatura ambiente y protegidos de la luz.
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Diluciones de 0.5 mL,1.0 mL y 1.5 mL de cada extracto
metanodlico y se adicion6 1.5 mL, 1.0 mL, y 0.5 mL del
solvente agua: metanol (1:1) respectivamente para un
volumen final de 2.0 mL

Se agreg6 100 pL de cada dilucion en 2.9 mL del reactivo
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhydrazil) y se dejé reposar por 30
minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

Se procede a la lectura de las absorbancias a 517 nm
mediante el empleo del espectrofotometro, cada ensayo se
realizé por tres repeticiones.

Diluciones de 0.5 mL, 1.0 mL y 1.5 mL de vitamina C, la cual
fue utilizada como patrén de control, la misma que se prepard
de igual forma que las muestras.

Se midi6 las absorbancias del patrén y del blanco de la
muestra.

Con los valores de absorbancias obtenidas se determiné el
porcentaje de captacion de radicales libres 2,2—difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH).
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CAPITULO V
PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

5.1 ANALISIS DE RESULTADOS
Cuadro 1: CONCENTRACION VERSUS ACTIVIDAD ANTI-
RADICAL EN EXTRACTO METANOLICO DE PULPA DE MANGO.

Se aprecia los valores de absorbancias y mediante ecuacion se

determina los valores de actividad anti radical (AAR) empleando la

Férmula:

AAR (%) = AK — Am x 100
Ak
Donde:
AAR= Actividad anti-radical
Ak = Absorbancia del blanco

Am = Absorbancia de la muestra
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Grafico 1: Capacidad anti radical versus concentracidén de extracto de
pulpa de Mango

Se observa que la actividad anti radical es directamente proporcional a la
concentracion de pulpa de mango, como se aprecia se inicia con una
actividad anti radical de 15.65 a 25 mL y alcanza un valor de 39.78 a 75
mL; este aumento en los valores de la actividad anti radical se debe a la
neutralizacion del radical DPPH y la diminucion de su efecto oxidante.

Posteriormente se calcula mediante formula el Concentracion inhibitoria
(IC50) que es el valor que determina la cantidad necesaria de
concentracion de extracto capaz de inhibir en un 50% el radical DPPH y

de esta manera poder compararlo con otros productos.
Célculo de la concentracion para inhibir en un 50% el radical DPPH segun
Formula:

Y=0.52X + 1.7

IC (50) = (50 — 1.7) = 92.88 mg/mL
0.52
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Gréfico 2: Absorbancia versus concentracion de pulpa de mango

Se observa que la absorbancia de la pulpa de mango a 25mL es 0.796 y a
medida que incrementamos la concentracion de la misma la absorbancia
de la solucion es 0.568; esta diferencia se debe a que la intensidad de
color va disminuyendo y eso se traduce a que mayor concentracion de la

pulpa el efecto oxidante del DPPH es neutralizado

Cuadro 2 CONCENTRACIONES VS ACTIVIDAD ANTI RADICAL EN
EXTRACTO METANOLICO DE PULPA DE AGUAJE

0.717 0.697 0.710 24.78
0.592 0.565 0.590 37.50
0.463 0.466 0.470 50.21
0.324 0.317 0.321 66.10

0.944

Se aprecia los valores de absorbancias medida a longitud de onda de 517
nm en el extracto de pulpa de aguaje.
Posteriormente con el empleo de estos valores y mediante ecuaciéon se

determina la actividad anti radical (AAR) empleando la ecuacion.
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Grafico 3: Capacidad antioxidante versus concentracion del extracto
metandlico de la pulpa de aguaje
Se observa que la actividad anti radical es directamente proporcional a la
concentracion de pulpa de aguaje, como se aprecia se inicia con una
actividad anti radical de 24.78 a 25 mL y alcanza un valor de 50.21 a 75
mL, este aumento en los valores de la actividad anti radical se debe a la
neutralizacion del radical DPPH por tal motivo a mayor concentracion de
la pulpa tiene un mayor efecto antioxidante. Posteriormente se calcula
mediante formula el Concentracion inhibitoria (IC50) que es el valor que
determina la cantidad necesaria de concentracion de extracto capaz de

inhibir en un 50% el radical
Y=0.55X + 10.48

IC (50) = (50 —10.48) = 71.85 mg/mL
0.55
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Grafico 4: Absorbancia versus concentracion de extracto de pulpade
aguaje

El extracto de aguaje tuvo un absorbancia inicial de 0.71 a una concentracién
de 25 mg/mL y conforme va aumentando la concentracién del extracto de pulpa
esta absorbancia va disminuyendo apreciandose asi que a 75 mg/mL tuvo una
absorbancia de 0.47, lo cual se manifiesta con la pérdida de coloracion que tuvo
el reactivo en un inicio pasando de violeta a amarillo; por lo cual se deduce que

es inversamente proporcional

Cuadro 3 CONCENTRACIONES VS ACTIVIDAD ANTI RADICAL EN
EXTRACTO METANOLICO DE PULPA DE AGUAJE Y MANGO

Se aprecia los valores de absorbancias medidas a unidad de longitud de
onda 517 nm, con un promedio que va desde 0.710 como méaximo y 0.420

como valor minimo.
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Posteriormente mediante ecuacion (1) se determina los valores de
actividad anti radical (AAR) empleando la formula se actividad anti-radical,
observandose asi un valor maximo de 55.51 a una concentracion de 75
mg/mL de extracto de pulpa de la mezcla de mango (Mangifera indica) y
aguaje (Mauritia flexuosa I).

Se observa una menor actividad anti-radical en comparacién con el
extracto de aguaje que tuvo una actividad de 50.21 a 75 mg/mL de

concentracion del extracto.
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Grafico 5: Capacidad antioxidante versus concentracion de extracto

de pulpa de Aguaje (Mauritia flexuosa) y Mango (Mangifera indica)

Se observa que la actividad anti radical es directamente proporcional a la
concentracion de la mezcla de pulpa y mango, como se aprecia presenta
una actividad anti radical inicial de 15.65 a 25 mL y alcanza un valor de
39.78 a 75 mL; este aumento en los valores de la actividad anti radical se
debe a la neutralizacién del radical DPPH y la diminucién de su efecto
oxidante.

Posteriormente se calcula mediante formula el Concentracion inhibitoria
(IC50) que es el valor que determina la cantidad necesaria de
concentracion de extracto capaz de inhibir en un 50% el radical DPPH y

de esta manera poder compararlo con otros productos.
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Gréfico 6: Absorbancia versus concentracion de la mezcla del

extracto de aguaje con mango

El extracto de la mezcla de aguaje con mango tuvo una absorbancia inicial de

0.731 a una concentracién de 25 mg/mL, la cual fue en disminucién esto se debe

a que el radical es neutralizado por la actividad antioxidante del extracto y esto

se traduce a una pérdida en la intensidad de color registrado por el

espectrofotébmetro UV- visible, esto ocurre de manera inversamente proporcional
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Cuadro 4: CONCENTRACION VERSUS ACTIVIDAD ANTI-RADICAL
EN EXTRACTO METABOLICO DE ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)

25 0.4467 0.4502 0.4522 0.45 52.83
50 0.3543 0.3423 0.3478 0.34 63.98
75 0.2189 0.2221 0.2321 0.22 76.69
100 0.1722 0.1805 0.1745 0.18 80.93
Blanco 0.944

Se aprecia los valores de absorbancias medida a 517 nm de la
concentracion de acido ascorbico, la cual manifesté una actividad anti-
radical de 76.69 a una concentracion de 75 mg/mal, la cual se traduce en
una mejor actividad anti radical en comparacion a la obtenida a una
concentracion de 25 mg7mL esto se debe a la relacién directamente
proporcional que existe entre la concentracion y dicha actividad
antiradicalaria
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: R2=0.9968
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Grafico 7: Comparacion entre la absorbancia versus concentraciones en

aguaje y vitamina c
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El extracto metandlico de vitamina C tuvo una absorbancia inicial de 0.45
a una concentracion 25 mg/mL este valor fue menor a comparacion del
extracto de aguaje que tuvo una absorbancia de 0.71 a la misma
concentracion, lo cual se traduce a que a mayor concentracién del
extracto la actividad anti radical o antioxidante va en aumento
manifestandose con la pérdida de intensidad de color la cual ocurre en

forma inversamente proporcional.

Mediante la ecuacion: Y=0.388X + 44.35

IC (50) = (50 + 44.35) = 14.56 mg/mL
0.388

[(e]
o

76.69 80.93

63.98 66.1
5288 50.21
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Gréfico 8: %inhibicion de radicales libres versus concentracion en
extractos de aguaje y vitamina C

El extracto metandlico de pulpa de Aguaje presenta una actividad anti radical de
24.78 a una concentracion de 25 mg/mL frente a una actividad anti radical mayor
presente en &cido ascoOrbico que presentdé 52.83 a la misma concentracion lo
cual se traduce que el acido ascorbico posee buena capacidad antioxidante por

lo cual se empled como patrén de comparacién para la capacidad antioxidante

66



70

66.1
60 54.97
50.21

50
“ 375 39.78
30 24.78 27.07
20 15.65

0

75 100

ACTIVIDAD ANTIRADICAL

25 50
® MANGO 15.65 27.07 39.78 54.97
B AGUAJE 24.78 37.5 50.21 66.1

concentracion mg/mi
m MANGO m AGUAJE

Grafico 9: Actividad antioxidante en Mangifera indica y Mauritia flexuosa
frente a su concentracion

En el grafico se aprecia que extracto de aguaje presenté mayor actividad
antioxidante en comparacion con el extracto de pulpa de mango el cual
presentd 54,97 de AAR, frente al aguaje que obtuvo 66.10 de actividad
anti radical. Por lo cual se traduce que el aguaje es mucho mas
antioxidante que el mango, asi mismo puede inhibir o reducir el efecto

oxidante de los radicales libres.
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Grafico 10: Porcentaje de inhibicion de los extractos de aguaje, mango y
la mezcla de ambos extractos
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Los valores obtenidos en la determinacion de la actividad antioxidante en
los extractos mediante el método DPPH fueron los siguientes, el extracto
con mayor efecto anti radical fue el de aguaje con una actividad anti
radical de 50.21, seguido por el extracto de la mezcla de ambos frutos con
una actividad anti radical de 41.73 y por ultimo el extracto de mango con
una actividad anti radical de 39.78, todos a la misma concentracion de 75
mg/mL de extracto.
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DISCUSION

En el extracto metandlico de pulpa de aguaje la determinacién del indice
de inhibicién IC50 en aguaje que se traduce como la cantidad necesaria
para inhibir el radical libore DPPH en un 50%, fue de 71.85 mg/mL,
comparando este resultado con los encontrados por el Dr. Pedro
Vasquez O-cmin de la universidad de la Amazonia, donde se realizo el
andlisis en tres tipos de aguaje y se obtuvo un indice de inhibicién
(IC50%) de 120 mg/mL en extracto etandlico en una especie de aguaje
“Shambo”, asi mismo en otro estudio realizado en Lima por el Dr. Fredy
Quispe Jacobo “et al” donde se obtuvieron resultados IC 50% de 89.63
mg/mL en pulpa de aguaje, se aprecia que existe diferencia en los
resultados pero que son poco significativos, dichas diferencias podrian
deberse a las variaciones de frutos debido a la estacionalidad de la
cosecha, grado de maduracién de la fruta asi como las condiciones en
que estas crecen.

La investigacion realizada por la Dra. Martha Kuskosky “et al” en
Brasil, acerca de la aplicacion de diversos métodos quimicos para
determinar actividad antioxidante en pulpa de frutos se determiné que el
aguaje a diferencia de otros frutos como la Acerola con una capacidad
antioxidante de 959,02 mg/mL, la fresa con 132,8 mg/mL y Guayaba con
100,7 mg/mL analizados presenta importantes ventajas para la salud, por
el enorme efecto antioxidante que desempefia en nuestro organismo.
Estos datos indican la correlacidbn existente con esta propiedad
antioxidante y la influencia de sus compuestos en la muestra. Por tal
motivo el aguaje

Analizado mediante el método DPPH presenta valores de correlacion de
r> = 0.9968 lo cual indica la presencia de antocianinas responsables de
dicha propiedad antioxidante segun estudio realizado por la Dra.
Kuskosky en pulpas de frutos.

Por otro lado en un estudio de realizado por la Dra. Ana M. Troncoso en
Brasil se determind la capacidad antioxidante en pulpa de Mango

encontrandose un valor de 174.3 mg/mL, resultado que se compard con el
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extracto de pulpa de mango de la presente investigacion el cual tiene una
capacidad antioxidante de 92.88 mg/mL, asi mismo en otro estudio
realizado por el Doctor Vintimilla Gualan Maria en un estudio de
determinacion de actividad antioxidante en productos
agroindustriales de mango; se obtuvo mediante el método DPPH una
actividad antioxidante de 46,49 mg/ml y comparado con el estudio
realizado por el Doctor Herndndez Valera José realizados en laminas
de mango, la actividad antioxidante de la lamina fue 0,38+0,02 mM, Las
laminas flexibles aportan una mayor cantidad de compuestos polifendlico
totales por lo que es una manera alternativa de consumir compuestos
antioxidantes y nutritivos en la dieta.

Ambos pulpas tanto de aguaje y mango resultan ser beneficiosos para la
salud pudiendo retardar el efecto oxidante de los factores externos a los
cuales estamos expuestos como indican estudios en Colombia
realizados por Arrazola Rozano Diaz, Doctor en la universidad de
Cérdova quien destaca la capacidad antioxidante de los extractos de
cinco cultivares de mango (Corazén, Paloma, Magdalena River, Canela y
Jobo) que fueron estudiadas mediante la determinacion del contenido de
B-caroteno, fenoles, &cido ascorbico y la capacidad captadora de
radicales libres, 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) donde el IC-50 de la
capacidad captadora de radicales libres para variedad Jobo fue de 77,6
mg/mL el mejor resultado aplicando modelo de regresién simple
R?=99,58; esta variedad presentd mayor actividad antioxidante con
concentracion de extracto 70,35 mg mL. Por lo antes mencionado se
traduce que una buena capacidad Antioxidante en nuestros extractos sera
aguella que emplee menos cantidad de concentracion de extracto y que
es capaz de proporcionar a nuestro organismo la defensa necesaria para
contrarrestar los efectos oxidativos. En los resultados se observé que la
mezcla de extracto de aguaje con mango no presenta sinergismo; pero
podemos destacar que no existe un sinergismo antagonico ya que obtuvo

un IC50 de 89.64 mg/mL a una longitud de onda de 517nm.
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CONCLUSIONES

e Se evalud la capacidad antioxidante de la mezcla de los extractos
metanolicos de la pulpa de Mauritia flexuosa (Aguaje) y Mangifera
indica (Mango) sobre su capacidad antioxidante cuyo IC 50 fue de
89.64 mg/mL.

e Se determind la capacidad antioxidante del extracto metandlico de
la pulpa de Mauritia flexuosa (Aguaje) cuyo IC50 fue de 71.85
mg/mL a una longitud de onda de 517 nm

e Se determinéd la capacidad antioxidante del extracto metandlico de
la pulpa de Mangifera indica (Mango) cuyo IC50 fue de 92.88
mg/mL a una longitud de onda de 517 nm.

e Se determind que el extracto de Mauritia flexuosa presenta mayor
capacidad antioxidante que el extracto metandlico de la pulpa de
Mangifera indica; considerando que el IC 50 es la cantidad de
muestra o concentracion de extracto necesario para captar en un
50% el radical lo que se traduce que a una menor concentracion

mayor es la actividad antioxidante.
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RECOMENDACIONES

Considerar la evaluacion de la capacidad antioxidante en las
pulpas de frutos frescos sin someterlos a congelacién, con el
proposito de evitar posibles cambios que pudieran darse durante el
almacenamiento por congelacion.

Realizar nuevas mezclas de extractos en pulpas de frutos con el fin
de obtener una base de datos que puedan servir como antecedente
para futuros proyectos

Evitar la oxidacibn de metabolitos secundarios durante el
procedimiento ya que provoca interferencia al momento de llevar a
cabo la lectura del DPPH, esto puede disminucion aparente de la

actividad anti radical de los extractos.
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ANEXO

REACTIVOS EMPLEADOS:

MACRO

FINE oF

EMICALS™

Bateh ng 1115 «v"/
: 000015
Mentactured Date: EW
:“mhﬂlﬂl"

o e
e

ido ascorbico

FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.

Cat: 300267-50MG
MW 8D
1¥150mg

DPPH, Free Radical

2,2-difenil-1-picrilhrydrazil
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INFORME DE MANTENIMIENTO
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HOJA DE SERVICIO

Sehories) :CERTILAB AP SAL.

de Junio del 2016

Telddono: 5784542

Dincccidm - Av La Paz N* 13598 + San Migae]

Equigo Marca

Modelo Serie

Espectrofotheietro SHIMADZL

LVMink 1240 Al0934603150CD

CoipnEQ-ADI3]

Sarvicio realimdo:

Manieeinicnio coerectivg,

-Reparacion de Ia tarjata eloctronica Mainboard.

~Procdes e operatividnl,

El equipo s encieries openative,

Se proceds & 1s devolusides del equips » las oficings del uswario.

Sello y Fera

3 add

A
HECTORERRCIAT.
> B8

i Fk?an&dcu Perasns S.A.
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Certificate of Compliance

This certifies that the equipment described below:
» Complies with the design criteria of the Shimadzu R&D department,

7 Has been tested by the qualified pessonnel representing the Shimadzu Quality
Assurance department,

7 Has been found te meet or exceed the documented specificabons pertaining to
the madel described.

Test precedures and documentation pretooois are developad to adhere to
Shimadau’s ISO 9001 Quality Mapagement System. The Quality Management
systemn has been reviewed and accepted by a commitles consisting of the Quality
Assurance department, the R&D department, the Analytical & Measuring
Instruments Plant and Senior Management.

Instrument Model : UVmini-1240
Serial Number : A10934603159CD

Date Inspected : SEP. 18.2014 Certified by : ____E_M__

Meoager of Quality Assurince Dsparimen
Analyecal & Mossorng Inatromens Dividon
Shorroutes Coeporntivn

[ sHIMADZU

i

"
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