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RESUMEN

En los seres humanos, el estrés oxidativo se ha visto asociado a la aparicion de varias enfermedades. La bus-
queda de antioxidantes provenientes de fuentes naturales ha tomado fuerza en los ultimos tiempos. En este es-
tudio se evaluaron las propiedades antioxidantes de los extractos etandlicos y acuosos de las hojas de Brownea
ariza (Palo de la Cruz) y las cascaras y las semillas de Annona muricata, (guanabana) empleando los métodos
in-vitro para la captacion del radical DPPH", la captacion del radical hidroxilo, y la actividad antioxidante
total. También se determiné el contenido fenolico total. Los extractos etandlicos y acuosos de las hojas de B.
ariza presentaron el mayor contenido fenolico (542.3+15.0 y 365.5£18.2 mg AG/g extracto seco), la mayor
actividad antioxidante (550.1£14.5 y 310.64+4.2 mg AA/g extracto seco) y el mejor comportamiento frente al
radical DPPHe (93.8+1.4 y 91.6+0.5 % a una concentracion de 0.05 mg/mL). Para A. muricata el extracto con
mejores resultados en todos los ensayos fue el etandlico de las cascaras. Se propone a los extractos etanolico y
acuoso de las hojas de B. ariza y al extracto etanolico de las cascaras de A. muricata como fuentes potenciales
de compuestos fitoquimicos con capacidad antioxidante.
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143

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 24: 143-151; 2012



Revista de la Asociacion Colombiana de Ciencias Bioldgicas

ABSTRACT

In human beings, oxidative stress has been associated with several diseases develop. Finding antioxidants from
natural sources has taken strength in the last time. The aim of this study was to evaluate the antioxidant proper-
ties of the aqueous and ethanolic extracts of the peel and seeds of Annona muricata and the leaves of Brownea
ariza, using the in-vitro methods for the scavenging of DPPH" radical, the scavenging of hydroxil radical, and
the total antioxidant activity. Total phenolic content was also measured. Ethanolic and aqueous extracts of the
leaves of B. ariza leaves showed the highest phenolic content (542.3£15.0 y 365.5+18.2 mg AG/g dry extract),
the highest antioxidant activity (550.1+14.5 y 310.6+4.2 mg AA/g dry extract) and the best behavior against
the DPPHe radical (93.8+1.4 y 91.6+0.5 % to a concentration of 0.05 mg/mL). For A. muricata, the extract that
exhibited the highest results in the assays was the leaves ethanolic extract. It is proposed to the ethanolic and
aqueous extracts of the B. ariza leaves and the ethanolic extract of the peel of A. muricata as potential sources

of secondary metabolites with antioxidant activity.

Key words: Annona muricata, Brownea ariza, antioxidant activity, free radicals.

INTRODUCCION

Los radicales libres, especies capaces de existir de for-
ma independiente con uno o mas electrones no aparea-
dos, y ciertas especies no radicales, caracterizadas por
ser agentes oxidantes y/o facilmente convertidos en ra-
dicales son conocidas con el termino de especies reac-
tivas (RS). Algunos ejemplos de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (RNO y RNS respectivamente) son
el radical superoxido (027.), el radical hidroxilo (OH"),
el radical peroxilo (ROO"), el peroxido de hidrogeno
(H,0,), el 6xido nitrico (NO"), el dioxido de nitrégeno
(NO?), y el peroxinitrilo (ONOO")(1). En organismos
vivos las especies reactivas se pueden generar por me-
canismos endogenos como la fuga mitocondrial, la ex-
plosidn respiratoria, reacciones enzimaticas, reacciones
de auto-oxidacidn, y por mecanismos exogenos como el
humo de cigarrillo, la polucion, la luz UV, las radiacio-
nes de ionizacidn y los xenobidticos. Debido a que los
radicales libres usualmente son moléculas que, por la
alta reactividad que les confiere su electron desaparea-
do, pueden reaccionar de una forma indiscriminada da-
fando cualquier componente celular, el cuerpo humano
cuenta con un amplio sistema de defensa antioxidante
(2). Las principales defensas antioxidantes contra los
radicales libres son la superoxido dismutasa (SOD), el
glutation (GSH), la GSH peroxidasa, la glutation re-
ductasa, la catalasa, y los nutrientes antioxidantes (3).
Cuando existe un desequilibrio entre la produccion de
radicales libres y el sistema de defensa antioxidante, se
genera una condicién conocida como estrés oxidativo
(EO). El EO se ha asociado con el dafio a un amplio
rango de moléculas que incluye los lipidos, las protei-
nas y los acidos nucléicos. Estos dafios finalmente se

144

manifiestan en el desarrollo de varios desordenes de
salud, tales como trastornos neuroldgicos, la ateroscle-
rosis, condiciones inflamatorias, ciertos canceres, y el
proceso del envejecimiento (4).

En la industria alimenticia, cosmética y terapéutica, los
antioxidantes sintéticos como el Butil hidroxi anisol
(BHA) y el butil hidroxitoulueno (BHT) se han utili-
zado ampliamente. Sin embargo, algunas propiedades
fisicas indeseadas, como sus altas volatilidades y la
inestabilidad a altas temperaturas asi como la naturaleza
carcinogénica de algunos de ellos, han desviado la aten-
cion de la industria hacia otra clase de antioxidantes. El
uso de antioxidantes provenientes de fuentes naturales
ha tomado mayor importancia en la actualidad debido
a que son de bajo costo, tienen una alta compatibilidad
con la ingesta dietaria y no presentan efectos perjudicia-
les dentro del cuerpo humano (4). Los antioxidantes na-
turales provenientes de la dieta que mas se han estudia-
do son las vitaminas C, A, E y los catorenoides. Aparte
de ellos, también se han estudiado otras sustancias que
provienen de las plantas, dentro de los que se encuen-
tran los polifenoles, los cuales representan una amplia
variedad de moléculas que incluyen fenoles, acidos fe-
noélicos, flavonoides, taninos y lignanos (5). Desde la
década de los 90s, existe cada vez mas interés en los
polifenoles, debido en gran parte al reconocimiento de
sus propiedades antioxidantes, y su probable papel en
la prevencion de diversas enfermedades asociadas con
el estrés oxidativo, como el cancer, las enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (6).

Annona muricata, conocida también como guanabana,
es un arbol tropical que se puede encontrar en las Indias
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Occidentales, América del Norte y del Sur, las tierras
bajas de Africa, islas del Pacifico y el Sudeste Asiati-
co. A. muricata es una planta ampliamente utilizada en
la medicina tradicional alrededor del mundo (7). Todas
las partes de la planta, incluyendo la corteza, las hojas,
las raices y las semillas del fruto, son utilizadas den-
tro la medicina tradicional. 4. muricata se usa para el
tratamiento de la epilepsia, la disenteria, los problemas
cardiacos, las infestaciones de lombrices, las constipa-
ciones, las hemorragias, las infecciones antibactiales, la
disuria, la fiebre y la ulcera. Se ha demostrado la acti-
vidad anticancerigena de los extractos etanolicos de las
hojas y el tallo8, las propiedades citotoxicas de algunos
compuestos fitoquimicos de las hojas contra diversas li-
neas celulares, la actividad antiinflamatoria y antinoci-
ceptiva del extracto etanolico de las hojas (9), asi como
la actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico
de sus hojas y del jugo del fruto (10,11), y la actividad
antioxidante in vivo del extracto acuoso de sus hojas
(12).

Brownea Ariza B. es un arbol maderable que se distribu-
ye principalmente desde Peru hasta Panama. Es usado
en la medicina tradicional contra heridas internas, heri-
das sangrantes, disenteria y diarrea. Se ha demostrado
la inhibicion in vitro del veneno de Brothor asper por
los extractos etandlicos de las hojas y la corteza (13),
la actividad anticoagulante del extracto etanodlico y las
subfracciones de la corteza (14), asi como la actividad
anticancerigena y la citotoxica de 2 de sus flavonoides

(15).

Hasta el momento no se han encontrado estudios que
analicen la capacidad antioxidante de los extractos
acuosos y etanolicos de las semillas y la céscara de A.
muricata y de las hojas de B. Ariza. En el presente es-
tudio se determind la actividad antioxidante de los ex-
tractos etanolicos y acuosos de las hojas de Brownea
ariza y las cascaras y las semillas de Annona muricata,
utilizando varios métodos in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material vegetal.

El fruto de Annona muricata fue recolectado en la finca
Milan, vereda Montegrande del municipio de Caicedo-
nia, Departamento del Valle del Cauca - Colombia. Las
hojas de Brownea ariza fueron compradas en el merca-
do local de la ciudad de Armenia, Colombia.
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Obtencion de los extractos vegetales.

Las hojas de B. ariza y las semillas y las cascaras de
A. muricata se secaron en un horno a 40 °C durante un
mes, luego se pulverizaron utilizando un molino me-
canico. Para la obtencion de los extractos etanolicos
aproximadamente 100 g de cada material vegetal pulve-
rizado se someti6 a un proceso de lixiviacion con etanol
durante 8 dias, el extracto crudo obtenido se concentrd
en un rotavapor a presion reducida a 40°C, posterior-
mente se mezcld con una solucion de etanol:agua (1:7)
por 5 dias y se filtré con el fin de separar clorofilas, el
extracto sin clorofilas se volvio a concentrar en las mis-
mas condiciones y se seco en un horno a 40°C hasta la
remocion completa del solvente. Para la obtencion de
los extractos acuosos, se mezclaron 10 g de cada mate-
rial vegetal seco y pulverizado con 90 mL de agua, la
mezcla se mantuvo en agitacion constante durante 24 h
a 40 °C, luego se filtro, y la solucion obtenida se con-
centr6 en un rotavapor a presion reducida a 40 °C y se
llevo a sequedad.

Determinacion del contenido de fenoles totales.

El contenido fendlico total fue determinado usando el
método colorimétrico propuesto por Guha y col. 2009
(16). A 50 pL del extracto o el estandar de acido galico
se le adicion6 2.5 ml del reactivo de Folin—Ciocalteu al
10 % v/v'y 2 ml de Na,CO; al 7.5 % p/v. Después de
un periodo de incubacion a 40°C durante 15 minutos se
leyo la absorbancia de la mezcla a 765 nm usando como
blanco una solucion de Na,CO, (2 ml de Na,CO, 7.5%
en 2.55 ml de agua destilada). Los resultados fueron ex-
presados como mg equivalentes de acido galico por g
de extracto seco (mg AG/ g extracto seco).

Determinacion de la capacidad antioxidante total
por el método de Molibdato.

La capacidad antioxidante total de los extractos fue de-
terminada mediante el método propuesto por Prieto y
col. 1999 (17). A una alicuota de 100 pL de cada ex-
tracto o del estandar de acido ascorbico se le adiciono
1 mL de una solucién reactiva (H,SO, 0.6 M, NaH,PO,
28mM, (NH,),Mo.0,,.4H,0 4 mM). La mezcla resul-
tante se incubo a 95 °C durante 90 min, se dejo enfriar
a temperatura ambiente y se leyd absorbancia a 695 nm.
Se utiliz6 un blanco compuesto por 1 mL de la solucion
reactiva y 100 uL del mismo solvente usado para cada
muestra. Los resultados fueron expresados como mg
equivalentes de acido ascorbico por g de extracto seco
(mg AA/g extracto seco).

145



Revista de la Asociacion Colombiana de Ciencias Bioldgicas

Actividad de captacion del radical libre y estable
DPPH'.

La actividad captadora del radical libre DPPHe fue
evaluada de acuerdo al método de Brand-Williams y
col. 1995 (18), con las modificaciones propuestas por
Guha y col. 2009 (16) asi: A 500 pl de una solucion de
DPPH’ 0.2 mM en metanol, se le agregé un mililitro
del extracto a las diferentes concentraciones preparado
en metanol y agitado vigorosamente. La mezcla fue in-
cubada en la oscuridad a temperatura ambiente durante
40 minutos. Finalmente se midio la absorbancia a 517
nm usando el blanco apropiado para cada muestra. Se
utilizo BHT (hidroxitolueno butilado) como control po-
sitivo. El porcentaje de captacion del DPPHe se calculo
a partir de la ecuacion [1].

Abs Control — Abs Muestra
Abs Control

% Captacion = X100 [1]
Donde La absorbancia del control (Abs Control) hace
referencia a la medicion que contenia el DPPH" y me-
tanol en vez de extracto y La absorbancia de la muestra
(Abs Muestra) se refiere a la medicion que contenia el

DPPHe y el extracto o el BHT.

Actividad de la captacion del radical hidroxilo gene-
rado mediante el sistema del ascorbato/Fe**-EDTA/
H,0,.

La capacidad de captacion de radicales Hidroxilo por
los extractos fue medida de acuerdo al método de Ha-
lliwel y col. 1987 (19). Se generd una mezcla de reac-
cion que contenia, en un volumen final de 1 mL, los si-
guientes reactivos (concentraciones finales): FeCl, (100
uM), EDTA (104 puM), 2-deoxi-D-ribosa (2.8 mM),
H,0, (1.42 mM), 4cido ascorbico (100 uM), y los ex-
tractos vegetales. El ensayo se llevo a cabo adicionando
200puL de FeCl, 1 mM y EDTA 1.04 mM previamente
mezclados en una relacion 1:1 (v/v), 100 ul de H,0, (10
mM), 500 puL de 2-deoxi-D-ribosa (5.6 mM) preparada
en un buffer KH,PO,-NaOH (40 mM, pH 7.4), 100 pL
de los extractos vegetales (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, y 1.0 mg/
mL) y 100 pL de acido ascorbico (1 mM). Después de
un periodo de incubacion de 1 ha 37 °C, la degradacion
de la 2-deoxi-D-ribosa generada por los radicales hi-
droxilos formados se midi6 usando el método del acido
tiobarbitarico. La solucion resultante se diluy6 en agua
destilada en una proporcion mezcla:agua destilada 1:4
(v/v), 1 mL de la dilucion se mezclo con 1 mL de TBA
(1% p/v preparado en NaOH 50 mM) y 1 mL de TCA
(2.8 % p/v), lamezcla obtenida se calent6 en un baio de
agua a 95 °C por 15 min, se enfrié con un bafio de hielo,
y se le midi6 absorbancia a 532 nm utilizando el blanco
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apropiado para cada muestra. Las soluciones de FeCl,,
acido ascorbico y H,O, fueron preparadas justo antes de
su uso. Se utiliz6 DMSO como control positivo. El por-
centaje de captacion del DPPH" se calcul6 a partir de la
ecuacioén 1, donde la absorbancia del control (Abs Con-
trol) hace referencia a la medicion que contenia todos
los reactivos de la reaccidon a excepcion del extracto o
el DMSO y la absorbancia de la muestra (Abs Muestra)
se refiere a la medicion que contenia los reactivos de
reaccion mas el extracto o el DMSO.

Analisis estadistico.

Todos los ensayos fueron realizados en triplicado. Los
resultados se expresaron como la Media + la desviacion
estandar (DS). Los valores de EC50 se calcularon a
partir de un analisis e regresion lineal.

RESULTADOS Y DISCUSION

A la fecha una gran variedad de métodos in-vitro para
determinar la actividad antioxidante, han sido desarro-
llados y estudiados (20,21). Los estudios de capacidad
antioxidante son ampliamente utilizados como parame-
tros para la busqueda de componentes medicinales bio-
activos. En el presente trabajo, la actividad antioxidan-
te in vitro de los extractos acuosos y etandlicos de las
hojas de B. ariza y de las cascaras y las semillas de A.
muricata fue determinada por la habilidad de captar el
radical estable DPPH" y el radical OH’, por la actividad
antioxidante total por el método del fosfomolibdeno, y
por el contenido fenolico total de cada uno de ellos.

Contenido fenoélico total.

El contenido fendlico total de los extractos etandlicos
y acuosos de las hojas B. ariza (EHBA y AHBA), las
cascaras de A. muricata (ECAM y ACAM) y las semi-
llas de A. muricata (ESAM y ASAM) se presenta en la
tabla 1. La cantidad de fenoles totales varia desde 15.26
+ 1.85 hasta 542.27 £ 14.99 mg AG/g extracto seco.
Los extractos de B. ariza presentan los niveles mas al-
tos de fenoles totales, siendo mayor en el etandlico, por
el contrario, los extractos acuosos de las cascaras y las
semillas de A. muricata presentan los niveles mas bajos.
En general, se puede apreciar que para cada parte estu-
diada los niveles mas altos de fenoles totales se presen-
tan en los extractos etanélicos.

Varios estudios soportan el papel benéfico de los poli-
fenoles en la prevencion de diversas enfermedades aso-
ciadas con el estrés oxidativo, como el cancer, las enfer-
medades cardiovasculares y neurodegenerativas (6,22).
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Tabla 1. Contenido fenolico total y capacidad antioxidante total para los extractos acuosos y etanolicos de las
hojas de B. ariza y de las cascaras y las semillas de A. muricata™

Contenido fenolico total

Capacidad antioxidante total

Extracto mg AG/g extracto seco mg AA/g extracto seco
EHBA 542.3+15.0 550.1+14.5
AHBA 365.5+£18.2 310.6+4.2
ECAM 80.6+7.9 165.0£5.0
ACAM 49.6+4.7 132.243.9
ESAM 50.9+11.3 141.2+7.0
ASAM 15.3+1.8 53.9+8.5

*I Los valores se expresan como la media aritmética = la desviacion estandar de los porcentajes de captacion de
cada extracto, obtenidos para cada uno de los tres ensayos. Donde EHBA es el extracto etanélico de las hojas
B. ariza, AHBA es el extracto acuoso de las hojas B. ariza, ECAM es el extracto etandlico de las cascaras de
A. muricata, ACAM es el extracto acuoso de la cascara de 4. muricata, ESAM es el extracto etandlico de las
semillas de 4. Muricata y ASAM es el extracto acuoso de las semillas de A. Muricata.

La actividad antioxidante de los polifenoles se debe,
principalmente, a sus propiedades redox y su estructu-
ra quimica, que le confieren la capacidad para atacar
radicales libres de forma directa, ya sea mediante una
transferencia de un atomo de hidrogeno, o una transfe-
rencia de un electron, asi como la capacidad para quelar
metales de transicion (23,24). Por su gran cantidad de
contenido fenolico total, B. ariza se postula como una
candidata para estudios posteriores relacionados con la
determinacion, elucidacion y medicion de actividades
biolodgicas tanto in vitro como in vivo de los polifenoles
que posee, asi como la biodisponibilidad y toxicidad de
los mismos. Hasta el momento la actividad anticance-
rigena de dos de sus flavonoides ya ha sido demostrada

(15).

Capacidad antioxidante total por el método del fos-
fomolibdeno.

El ensayo de la capacidad antioxidante total por el mé-
todo del fosfomolibdeno, se basa en la reduccion del Mo
(IV) a Mo (V) causada por un agente reductor, con la
subsecuente formacion de un complejo verde de fosfa-
to/Mo(V) a pH acido que tiene un maximo de absorcion
a 695 nm (Ecuacion 2). La reaccion es utilizada para la
determinacion de vitamina E, asi como para la deter-
minacion de la capacidad reductora de los compuestos
antioxidantes que posee un extracto vegetal (17).

Mo (VI) + e (Proveniente del antioxidante) —— Mo (V) (Verde) [2]
Amax=659nm

Las capacidades antioxidantes de los extractos medidas

a través del método de fosfomolibdeno se presentan

en la tabla 1. Los valores varian desde 550.15 + 14.47

hasta 53.89 + 8.52 mg AA/g extracto seco, indicando
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que todos los extractos analizados poseen capacidad
antioxidante. La capacidad antioxidante total de to-
dos los extractos tuvo el siguiente orden decreciente:
EHBA>AHBA>ECAM>ESAM>ACAM>ASAM. Los
dos extractos de las hojas de B. ariza son los que pre-
sentan la mayor capacidad antioxidante, habiendo mas
capacidad en etandlico que en el acuoso. Por el con-
trario, los extractos que presentan menor capacidad
antioxidante son los acuosos pertenecientes a los dos
organos estudiados de A. muricata. Estos resultados de-
muestran, que las hojas de B. ariza tienen un alto poder
reductor, y que de las partes estudiadas de 4. muricata
el mayor poder reductor lo posee el extracto etanolico
de sus cascaras. Se sabe que dentro de la composicion
fitoquimica de las hojas de B. ariza existe la presencia
de flavonoides (15), un grupo de polifenoles que se han
caracterizado por su alta actividad antioxidante (5,25),
por lo que los resultados de actividad antioxidante total
para estos extractos pueden estar relacionas con estos
metabolitos.

En general, en cada 6rgano analizado, los extractos eta-
noélicos presentaron mejor capacidad antioxidante que
los acuosos. Se puede inferir entonces que el proceso
empleado para la obtencion de los extractos etandlicos
es mas eficiente que el empleado para la obtencion de
los extractos acuosos, en cuanto a la extraccion de com-
puestos antioxidantes con poder reductor.

Actividad de captacion del radical libre y estable
2,2-Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH")

El DPPH" es uno de los pocos radicales organicos del
nitrogeno estable y comercialmente disponible. Este ra-
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dical libre es de un color purpura intenso que presenta
su maximo de absorbanciaa 517 nm. El ensayo se basa
en la medicion de la habilidad de los antioxidantes para
reducir el DPPH", a través de un decrecimiento en la
absorbancia. La reaccion puede ser generada por un an-
tioxidante ya sea por una transferencia de un electron, o
por una transferencia de un atomo de hidrogeno (20,21).

En la tabla 2 se muestra la actividad de captacion del
radical DPPH" por el BHT y los diferentes extractos.
Todos los extractos presentaron capacidad para reducir
el DPPH" a una molécula no-radical. Los dos extractos
de las hojas de B. ariza muestran la mayor efectividad
en el proceso de captacion. El extracto etandlico de las
hojas de B. ariza fue el captador mas efectivo, siendo
incluso mejor que el antioxidante sintético BHT. En
un rango de concentraciones entre 0.05 mg/mL y 1 mg/
mL, este extracto capto el radical libre desde un 93.8
+ 1.4 hasta un 95.7 + 0.6 %. El extracto acuoso de las
hojas de B. ariza presentd un comportamiento muy si-
milar al del BHT, captando el 91.6 + 0.5% de los radi-
cales DPPH" a una concentracion de 0.05 mg/mL. De
los o6rganos estudiados de 4. muricata el extracto eta-
noélico de las cascaras presentd la mayor capacidad de
captacion del radical DPPH", alcanzando una captacion
mayor al 91% a una concentracion de 0.1 mg/mL, estos
resultados son mayores a los encontrados en el extracto

etanodlico de sus hojas por Baskar y col. 2007 (10) en el
que a la misma concentracion se alcanzaba una capta-
cion del 72.7%. El extracto acuoso de las semillas mos-
tr6 los menores porcentajes de captacion. Se requieren
entonces estudios futuros que determinen cual o cuales
son los antioxidantes responsables de esta actividad, asi
como estudios que aclaren si la via de accion de estos
antioxidantes para captar el radical DPPH" se produce a
través de una transferencia de un electron, o a través de
una transferencia de un atomo de hidrégeno.

Actividad de la captacion del radical hidroxilo gene-
rados mediante el sistema del ascorbato/Fe**-EDTA/
H,0,.

El radical hidroxilo es la especie radical mas reactiva
conocida en la quimica. Puede atacar y dafiar casi todos
componentes celulares tan pronto entra en contacto con
ellos. Estas reacciones incluyen interacciones con las
bases nitrogenadas del DNA pirimidina y purina y abs-
tracciones de atomos de hidrogeno de moléculas bio-
logicas como los tioles, con la subsecuente generacion
de radicales sulfuro. El dafio bioldgico por el que mas
se ha caracterizado el radical hidroxilo, es su capaci-
dad para estimular la reaccion de radicales en cadena
conocida como peroxidacion lipidica (26). En un sis-
tema vivo, los radicales hidroxilo se forman en su gran
mayoria a través de la reaccion de fenton (ecuacion 3),

Tabla 2. Porcentaje de captacion del radical DPPH' para los extractos acuosos y etanolicos de las hojas de B.

ariza'y de las cascaras y las semillas de A. Muricata™

concentraciones de ensayo (mg/mL) EC 50
Muestra
0.05 0.1 0.2 0.5 1 (mg/mL)
EHBA 93.8+1.4 94.2+0.9 94.9+0.6 95.4+0.7 95.7+0.6 -
AHBA 91.6+£0.5 91.7420.5 91.820.6 91.9+0.6 92.0+0.6 -
ECAM 66.9+4.3  91.7+0.8 94.4+0.7 94.6+0.8 94.8+0.8 -
ACAM 18.6+1.4 325425 55.642.9 92.4+0.6 94.4+0.4 0.1758
ESAM 21.3+2.1  38.1+1.7 72.0+2.1 93.7+0.2  94.4+0.1 0.1349
ASAM 4.1£1.0 6.9+0.6  11.5+0.9 26.3+0.8 48.4+1.4 1.0260
BHT 90.9+1.1 91.2+1.1 91.4+1.1 91.7£0.9 92.0+0.9 -

*I Los valores se expresan como la media aritmética + la desviacion estandar de los porcentajes de captacion
de cada extracto, obtenidos para cada uno de los tres ensayos. Donde EHBA es el extracto etanolico de las ho-
jas B. ariza, AHBA es el extracto acuoso de las hojas B. ariza, ECAM es el extracto etandlico de las cascaras
de A. muricata, ACAM es el extracto acuoso de la cascara de A. muricata, ESAM es el extracto etanolico de
las semillas de A. muricata y ASAM es el extracto acuoso de las semillas de A. muricata.
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que consiste en un rompimiento del peroxido de hidrogeno mediante una catalisis con metales de transicion, que

generalmente son Fe*, Cu', y Co* (27).

M (Pt cut y 0o ) + 120 —— MY 4+ (3t cut y co3 ) + omr + or (3]

Donde M"* es el ion de un metal de transicion.

En el ensayo realizado se gener6 una reaccion de fenton
mediada por el acido ascorbico, en la que el ascorbato
reduce el Fe*-EDTA a Fe?*-EDTA, para que este pueda
catalizar la ruptura del peroxido. Los radicales hidroxi-
lo generados por el sistema ascorbato/Fe*-EDTA/H,0,,
pueden ser detectados por su habilidad para degradar la
pentosa 2-deoxi-D-ribosa en una mezcla de productos
que bajo calentamiento con acido tiobarbiturico (TBA)
a pH 4cido, reaccionan formando un cromégeno rosado
con un maximo de absorbancia a 532 nm. Cuando se
adicionan captadores de radicales hidroxilo a la mez-
cla de reaccion, estos compiten con la deoxiribosa por
el radical hidroxilo, generando una disminucion en la
formacion del cromégeno (19), lo que permite deducir
el porcentaje de captacion de los radicales hidroxilo por
los diferentes extractos vegetales.

En la figura 1 se muestran los porcentajes de captacion
de los radicales hidroxilo producidos por cada extracto

a las 5 concentraciones trabajadas. El extracto etanoli-
co de las hojas B. ariza en el rango de 0.05 a 0.2 mg/
mL presenta un porcentaje de captacion que va desde el
36.5 = 4.4 hasta el 40.0 + 4.3 %, pero a concentraciones
mayores el porcentaje de captacion empieza a dismi-
nuir. Una situacion similar se presenta con el extracto
acuoso de las hojas de B. ariza, el cual a una concen-
tracion de 0.5 mg/mL alcanza una captacion del 39.2 £
2.4%, pero a 1 mg/mL este porcentaje disminuye a un
35.7 £ 2.3% . Este comportamiento pro-oxidante a altas
concentraciones se puede deber a las habilidad de al-
gun o algunos compuestos presentes en el extracto para
promover la reduccion de Fe**-EDTA a Fe**-EDTA, y
por ende generar mas radicales hidroxilo, aumentan-
do la cantidad de 2-deoxi-D-ribosa degradada (28).
Los extractos de 4. muricata presentaron porcentajes
de captacion del radical hidroxilo dosis dependiente.
Aunque estos extractos fueron capaces de prevenir la
degradacion de la deoxiribosa captando los radicales
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40 - o

% de captacion del radical Hidroxilo

[ _—
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20 -
10 -
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Figura 1. Porcentaje de captacion del radical hidroxilo para los para los extractos acuosos y etanodlicos de las
hojas de B. ariza y de las cascaras y las semillas de 4. muricata. Donde EHBA es el extracto etanolico de las
hojas B. ariza, AHBA es el extracto acuoso de las hojas B. ariza, ECAM es el extracto etandlico de las casca-
ras de A. muricata, ACAM es el extracto acuoso de la cascara de A. muricata, ESAM es el extracto etandlico
de las semillas de 4. muricata y ASAM es el extracto acuoso de las semillas de A. muricata.
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libres que se generaron mediante la reaccion de fen-
ton, a la maxima concentracion estudiada (1mg/mL),
los porcentajes de captacion estuvieron por debajo del
50%, entre un rango de 17.8 £ 1.0 y 36.4 £ 2 %. La
mayor captacion la obtuvo el extracto etanolico de las
cascaras (30.1 £ 3.0 % a 0.5 mg/mL); sin embargo estos
resultados son menores a los encontrados en el extracto
etanolico de sus hojas por Baskar y col. 2007 (10), en
los que a la misma concentracion ya obtenia un porcen-
taje de captacion del 85.9%. Estos resultados sugieren
que los extractos estudiados de las cascaras de 4. muri-
cata son captadores moderados de radicales hidroxilo,
y que sus hojas, o bien tienen mayor concentracion de
metabolitos captadores de radicales hidroxilo, o tienen
metabolitos diferentes a los de las cascaras que son bue-
nos captadores de radicales hidroxilo. No obstante no se
descarta la busqueda de los metabolitos responsables de
esta captacion en las cascaras.

CONCLUSIONES
Basados en los resultados obtenidos en el presente es-

tudio, se puede concluir que los extractos de las hojas
de B. ariza, los cuales contenian la mayor cantidad de

polifenoles, exhibieron la mas alta actividad antioxi-
dante y actividad de captacion del radical DPPH", y que
el extracto etanolico de las cascaras A. muricata presen-
té los mejores resultados de actividad antioxidante de
todos los extractos evaluados para esta planta. Lo que
sugiere que los dos extractos de las hojas de B. ariza
y el extracto etandlico de las cascaras de A muricata
son una fuente importante de antioxidantes naturales
que podrian disminuir el progreso de estrés oxidativo,
y que en el caso de B. ariza son incluso mejores que el
antioxidante sintético BHT. No obstante, son requeri-
dos futuros estudios dirigidos a aislar, identificar y de-
terminar la toxicidad y la biodisponibilidad de los com-
puestos antioxidantes presentes en dichos extractos, asi
como los estudios de las actividad antioxidante in vivo
y los mecanismos antioxidantes por los que actian.
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