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Resumen

Los metabolitos secundarios estan presentes en las plantas, las cuales por su
diversidad y rigueza en metabolitos secundarios, proporcionan una rica fuente
en antioxidantes, y para la busqueda de nuevos compuestos con dicha actividad,
este trabajo se enfoc6 en la especie perenne Acaena pinnatifida, comiunmente
conocida como pimpinela, la cual se caracteriza por tolerar condiciones andinas,
ambientes secanos, grandes cambios de temperatura en verano e invierno,
vientos fuertes, y una gran radiacion solar. El habitat de A. pinnatifida sugiere un
desarrollo de un metabolismo quimico como estrategia de adaptacion a sus
condiciones ambientales extremas. Mediante analisis espectrofotométrico del
extracto metandlico se determind la actividad antioxidante in vitro, la cual fue
medida empleando técnicas de captura de los radicales 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) y Acido 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico
(ABTS"). Los resultados del efecto antioxidante fueron expresados como
equivalentes de Trolox para ABTS* y Acido gélico para DPPH. La presencia de
metabolitos secundarios se determind, mediante el uso de reactivos de
coloracion y de precipitacion. Para los ensayos con DPPH y ABTS*, los valores
de 1Cs0 medidos fueron de 0.49 mg/mL y 0.28 mg/mL respectivamente, siendo el
ICs0 la concentracion del extracto necesaria para inhibir en un 50% la
absorbancia del radical. Los resultados en equivalentes, de la actividad
inhibidora para ABTS+, fueron 66.12 + 0.82 mg de trolox/gr de extracto y 23.42
+ 1.40 mg de Acido gélico/gr de extracto, en el caso de DPPH. Los ensayos
fitoquimicos observados sobre el efecto antioxidante revelan la presencia de

Taninos, Cumarinas y derivados del ntcleo esteroideo.



Summary

Secondary metabolites are present in plants, wich due to their diversity and
richness in secondary metabolites, provide a rich source of antioxidants, and for
the search of new compounds with this activity, this work focused on the perennial
species Acaena pinnatifida, commonly known as pimpernel, which is
characterized by tolerating Andean conditions, dry environments, large changes
in temperatura in summer and winter, strong winds, and solar radiation. The
héabitat of A. pinnataifida suggests the development of a chemical metabolism as
a strategy of adaptation to its extreme environmental conditions. By
spectrophotometric analysis of the methanolic extract, the antioxidant activity in
vitro was determined, wich was measured using techniques of capture of the
radicals  1,1-diphenyl-2-picrylnydrazyl (DPPH) and 2,2’-azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS). The results of the antioxidants
effect were expressed as equivalents of Trolox for ABTS* and gallic acid for
DPPH. The presence of secondary metabolites was determined by the use of
staining and precipitation reagents. For the DPPH and ABTS* assays, the ICsp
values measured were 0.49 mg/mL and 0.28 mg/mL respectively, with the 1Cso
being the concentration of the extract necessary to inhibit the absorbance of the
radical by 50%. The results in equivalents, of the inhibitory activity for ABTS",
were 66.12 = 0.82 mg of Trolox /gr of extract and 23.420 + 1.400 mg of Gallic
acid /gr of extract, in the case of DPPH. The phytochemical assays reveal the

presence of tannins, coumarins and derivatives of the steroid nucleus.
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NOMENCLATURA Y ABREVIACIONES

mL: mililitro

g: gramos

cm: centimetros

nm: nanometros

pL: microlitro

Hg: microgramo

FT-IR: Espectrometria Infrarroja
BM: Bafio maria

FC: Folin-Ciocalteu

DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

ABTS: 2,2-azino-bis-3(etilbenzatiazolin)-6-sulfonato de amonio
ICso0: indice de inhibicion medio

RL: Radical libre

Trolox: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
MS: Metabolitos secundarios

uv: Ultravioleta

AOH: Compuesto Antiradical



1. INTRODUCCION

Segun se ha reportado en diversas estudios, los fenoles, especialmente los
flavonoides (Heim et al. 2002), y los antocianos (Espin et al. 2000; Heim et al.
2002; Moyer et al. 2002; Kuskoski et al. 2003), muestran una gran capacidad
para captar radicales libres causantes del estrés oxidativo, atribuyéndoles a su
vez un efecto beneficioso en la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
circulatorias, cancerigenas y neuroldgicas (Lapidot et al. 1999; Ishige et al.
2001; Wang y Mazza 2002; Katsube et al. 2003).

Muchas plantas medicinales han sido utilizadas durante siglos como métodos
paliativos para las enfermedades humanas y ofrecen una nueva fuente de
compuestos quimicos biologicamente activos como agentes antimicrobianos
(Das et al. 2010)

La actividad biologica de un extracto vegetal, como la actividad antioxidante y
antimicrobiana, esta dada por el efecto sinérgico o inhibitorio de los compuestos
presentes (Kuskoski et al. 2003), y el efecto ademas depende del solvente
utilizado en la obtencion del extracto (Das et al. 2010). La actividad biologica se

ha reportado en un gran numero de taxas (Villaio 2005).

El estrés oxidativo inducido por radicales de oxigeno seria el principal factor en
varias enfermedades degenerativas como el cancer y ulceras gastricas (Eldeen
et al. 2011). Los radicales de oxigeno como el superdxido (O?%), el radical
hidroxilo (OH") y el peroxido de hidrogeno (H202) se producen naturalmente
durante el metabolismo celular en procesos como la fotosintesis, la

fotorrespiracion, etc. (Foyer y Noctor 2000).

La evidencia cientifica sugiere que los compuestos derivados de las plantas
poseen actividades bioldgicas que pueden proteger los tejidos contra el estrés
oxidativo (Aherne et al. 2007). Muchos de estos agentes han sido identificados
como captadores de radicales libres o eliminadores de oxigeno activo (Kumaran
y Karunakaran, 2007), lo que implica que las reacciones antioxidantes de los
extractos de las plantas pueden ser procesos complejos y se necesitan multiples

ensayos para obtener una comprension satisfactoria de estos procesos (Qiu et



al. 2010). Basado en el interés cientifico anteriormente mencionado en el
presente estudio, fue evaluada la actividad antioxidante del extracto metandlico
obtenido desde la parte aérea de Acaena pinnatifida.

2. HIPOTESIS

La especie Acaena pinnatifida posee actividad antioxidante en sus hojas y tallos

relacionada con su contenido de polifenoles.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante en extracto metandlico obtenido desde la parte

aerea de la especie vegetal Acaena pinnatifida
3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la actividad antioxidante en extracto metanolico de Acaena
pinnatifida mediante los radicales DPPHy ABTS

2. Determinacion cuantitativa en Acaena pinnatifida de poli fenoles
expresados en acido galico.

3. Determinacion cualitativa de diferentes grupos de metabolitos

secundarios en la parte aérea de Acaena pinnatifida.

4. MARCO TEORICO
4.1 Actividad Antioxidante

La especie Acaena pinnatifida o pimpinela como nombre comun es una especie
gue, en Chile, crece en condiciones ambientales muy extremas para el desarrollo
de otras especies vegetales, como son su elevacion que estd muy por encima
de la linea del bosque y las condiciones de agua, ya que puede sobrevivir en

lugares con 5 meses de sequia, y sus condiciones de luz, debido a que habita
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en lugares sin ninguna proteccion ante la radiacion solar. Debido a los aspectos
anteriormente mencionados, esta especie posee una buena capacidad
antioxidante. Esta especie crece principalmente en las zonas andinas de Chile y
Argentina, y en Chile crece desde la regién de Valparaiso hasta la regién de
Magallanes.

Como productos desde los procesos fisiolégicos metabdlicos normales de las
plantas, se producen radicales libres (RL) como residuos, los que al reaccionar
con otros atomos provocan dafo celular, con efectos perjudiciales como la
disminucién a la resistencia al ambiente y aumento en la fragilidad celular
(Herndndez y Prieto 1999). Los RL son altamente inestables debido a que
contienen uno o0 mas electrones desapareados, lo que ademas los convierte en
altamente reactivos (Zapata et al. 2014).

Un antioxidante, de acuerdo a Cano y Marino (2005), se define como “Toda
aquella molécula capaz de evitar o prevenir el proceso oxidativo de otras
moléculas, actuando como donador de electrones” (Cano y Marino 2005). De
esta manera, es capaz de estabilizar una molécula con un electron desapareado
(RL) cediéndole un electron, evitando con esta reaccion de reduccion una
reaccion del radical con otras moléculas, y previniendo de esta forma un posible

estrés oxidativo (Causse 2010).

El estrés oxidativo se genera ya que al alcanzar la estabilidad electroquimica, los
RL suelen captar el electron faltante en moléculas estables, de forma muy rapida,
descomponiendo acidos nucleicos y otras moléculas de membrana (Kumar et al.
2006).

En consecuencia, el estrés oxidativo se neutraliza por medio del efecto de
compuestos antioxidantes, que se encuentran en plantas en concentraciones
bajas, y que son capaces de retardar o incluso prevenir la oxidacion,

interactuando con el radical libre (Valenzuela 'y Pérez 2013).
4.2 Métodos de Evaluacion de la Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante puede ser evaluada por distintos métodos, y entre los
mas utilizados esta el uso de sustancias cromdgenas que posean una naturaleza

radical. De esta manera la absorbancia serd reflejada en una pérdida de
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coloracion, que a su vez serd proporcional a la concentracion del compuesto
antioxidante. Cuantificando dicha perdida de coloracion, se registrara la
capacidad de una muestra de poder secuestrar radicales libres, representados
en este caso por las sustancias cromogenas (Pérez et al. 2003).

Algunos ejemplos de compuestos cromdgenos son ABTS, DPPH, DPD, DMPO
y FRAP, aunque los mas utilizados son ABTS y DPPH debido a su alta
estabilidad (Anao 2000; Kuskowski et al. 2003).

El método con la utilizacion de DPPH (Brand-Williams et al. 1995) es el proceso

mas utilizado ya que se considera el mas sencillo de realizar (Kedare y Sing
2011; Espinoza-Leal et al. 2015). La base de este método es la reduccion de la
absorbancia del radical DPPH, determinada en el espectrofotometro UV-Visible
a 517 nm.

Cuando disminuye la absorbancia del radical DPPH, producto de la reaccion con
el sustrato antioxidante, se disuelve l|a coloracion violeta caracteristica

volviéndose transparente o amarillento (Tovar del Rio 2013).

El DPPH puede ser disuelto en metanol o etanol, y al reaccionar con el
antioxidante este ultimo cede un hidrogeno (Figura 1), capturando el hidrogeno
y estabilizando al DPPH.

*M-N(CyM

NO l
2. 2-difenil< ) spleriihidrancil cODPIFHD) Y.difenil pieriibidrazina (DPPH-M )
(violeta)

Figura 1: Reaccion del radical DPPH con agente antioxidante

Por otro lado, el método basado en medidas con el radical ABTS (Re et al. 1999)
debe prepararse en base de ABTS, que es radicalizado por medio de una
reaccion en la que se utiliza persulfato de potasio (Figura 2). Las medidas con

ABTS se efectian en espectrofotémetro UV-Vislible, a 734 nm (Kuskoski et al.
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2003) para evaluar la capacidad antioxidante conforme disminuya la absorbancia
y la coloracion del radical cationico ABTS.

JCE% atol

HO,S
ABTS

K25,04

SO4H |
M
/O: >7N _< ©/ 50;H
HO3S + AOH —»= /@ :©/

+AO

/@H%@

- ‘\B]S 1

Figura 2: Oxidacion de ABTS por parte de persulfato de potasio, produciendo el

radical ABTS y su reaccion con un compuesto antiradical (AOH).

4.3 Metabolitos Secundarios
4.3.1 Terpenos
En este grupo se pueden encontrar hormonas, pigmentos o aceites esenciales.

Es el grupo mas abundante entre los metabolitos secundarios, son insolubles en
agua, y se caracterizan por su estructura compuesta de unidades de isopreno,

compuesto por cinco carbonos
4.3.2 Compuestos fendlicos

Esta clasificacién la integran Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos (Figura
3).
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Figura 3: Ruta de sintesis de distintas familias de compuestos fendlicos

Entre algunas de sus funciones se encuentra la proteccion ante herbivoros y
fitopatdgenos (Alasalvar et al. 2001), y el color y/o el sabor de frutas y verduras
(Ramirez et al. 2016)

Dependiendo de la cantidad de carbonos que constituyen su estructura base, se

clasifican en grupos de fenoles simples o como polifenoles (Sgherri et al. 2003).

Segun Ramirez et al. (2016) los polifenoles, son por definicién “un conjunto de
moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios

grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas “.

Entre estas dos clasificaciones (fenoles y polifenoles), son los polifenoles
provistos de la mejor estructura quimica antioxidante. Se destacan en su funcion
antioxidante los acidos fendlicos (Figura 4b) y los flavonoides (Figura 4a) (Sroka
y Cisowski 2003).
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Figura 4a: Estructura quimica de los flavonoides.

OH

Figura 4b: Estructura quimica de los acidos fenélicos.

4.3.3 Glicosidos

El grupo de glicosidos estd formado por Saponinas, glicosidos cardiacos,

glicésidos ciandgenicos y glucosinolatos.

Poseen en su estructura un enlace glicosidico. Este enlace se forma luego de

gue dos moléculas de azucar (una de ellas con un grupo hidroxilo) se condensen.
4.3.4 Alcaloides

Es una gran familia de MS, cuyas caracteristicas principales son ser solubles en
agua, contener al menos un atomo de nitrégeno, y poseer una marcada actividad

bioldgica.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material vegetal

Las muestras de Acaena pinnatifida fueron colectadas desde las Termas de
Chillan, ubicadas en la region del Bio-bio, comuna de Chillan. Sus coordenadas
son 36°54'33"S 71°25'08"0 y se localiza a 2700 msnm.

El material fue trasladado hasta el laboratorio de extractos vegetales en bolsas
cerradas, a temperatura ambiente. Al llegar las plantas fueron lavadas con
abundante agua, separandolas cuidadosamente de otras especies vegetales.
Posteriormente fueron secadas en una estufa a 30°C. Se molieron con una
Minipimer 250W 2609 Stick Mixer, hasta obtener una muestra a la forma de
polvo, desde la planta.

Para la preparacion del extracto, se utilizo la parte aérea de la planta, A.
pinnatifida, esta fue triturada y pesado en una balanza analitica (METTLER
TOLEDO, Ab204-5) y posteriormente depositado en sachet de papel filtro, para
llevar a cabo la extraccion del extracto en un equipo Soxhlet (GLASSCO,
304918). La extraccion se realiz6 a una temperatura de 65 + 5 °C utilizando
metanol grado técnico (CHsOH) (Equilab).como solvente. El extracto obtenido se
concentrd en Rotavapor (Heidolph, Laborata 4001 efficiennt) a 65 £ 5 °C, para
posteriormente ser almacenado en frascos de vidrio y secado en estufa
(MEMMERT, UFB 500) a una temperatura de 35 °C, hasta obtener un peso

constante.
5.2 Determinacion del efecto antioxidante utilizando el radical DPPH

Para la medicion de la actividad inhibidora del radical libre DPPH se empleo el
método planteado por (Gavinia et al. 2009), con modificaciones. Se prepar6 una
solucion patron de 36 pg/mL del radical libre DPPH, para lo cual se pesaron 1.8
mg de DPPH (Aldrich), se dispusieron en un matraz aforado de 50 mL, y se llevo
a volumen con metanol grado técnico (Equilab), la solucién fue almacenada a 4
°C y recubierta con papel aluminio para mayor proteccion contra la luz. Antes de
las mediciones la solucion de DPPH fue ajustada hasta obtener una absorbancia

cercanaa 0.9 £ 0.1 a una longitud de onda de 517 nm.
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A un volumen de 2 ml del radical DPPH, fueron adicionados 175 pL de extracto
metanodlico de A. pinnatifida, fue agitado suavemente durante 1 minuto a
temperatura ambiente y se midié la absorbancia en un espectrofotometro
(Spectroquant, Pharo 300) a 517 nm. Las concentraciones de extracto evaluadas
en este ensayo fueron 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6 y 1.8 mg/mL, y
cada medicion fue realizada en triplicado.

El blanco empleado para las mediciones fue metanol (Equilab, grado técnico) y
una mezcla de 2 mL de DPPH y 175 pL de metanol como control negativo.

La actividad antioxidante se expresG0 como porcentaje de inhibicién lo cual
corresponde a la cantidad del radical DPPH neutralizado por el extracto a una

determinada concentracion, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A—

A1 %100
A

% Inhibicion = %l =

Donde A es la absorbancia del control negativo, y A: es la absorbancia de la

muestra.
Determinacion de la concentracion media inhibidora (ICso) en relacion al DPPH

Luego de haber calculado los porcentajes de inhibicion para cada una de las
concentraciones, estas fueron ajustadas a una regresion y en base a la curva se
determind la concentracion media inhibidora (ICsp), es decir, la concentracion de
compuestos antioxidantes que es capaz de inhibir el 50 % de absorbancia del
radical DPPH.

5.2.1 Ensayo de cinética mediante el radical DPPH

Con el dato de la concentracion media inhibidora (ICso), se evalud el efecto
antioxidante del extracto a través del tiempo, para lo cual se mezclé 2 mL de
DPPH mas 175 pL de extracto, y tras un minuto de agitacion suave a temperatura
ambiente, se procedio a realizar las medidas de absorbancia a 517 nm cada 5
minutos, por un periodo de 180 minutos, y las mediciones fueron realizadas en

triplicado.
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5.3 Determinacién del efecto antioxidante utilizando el radical catiénico
ABTS

La metodologia usada, fue desarrollada y descrita por Kuskoski et al (2003),
sujeta a algunas modificaciones. La preparacion del radical cationico desde
ABTS (Merck) se llevé a cabo mediante la reaccion de persulfato de potasio (2,45
mM) con ABTS (4cido 2,2" azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico) (7 mM).
Para lograr estas concentraciones se mezclaron 33.111 mg de persulfato de
potasio y 180.117 mg de reactivo ABTS en un matraz aforado de 50 mL aforado
con metanol (Equilab, grado técnico). La mezcla se agito perfectamente y el
frasco fue cubierto con papel aluminio dejandolo reposar 16 h en oscuridad y a
temperatura ambiente. Una vez formado el radical catiénico, denotado por un
color azul intenso, este se diluyd hasta alcanzar una absorbancia de 0.7 + 0.02

a una longitud de onda de 734 nm (Spectroquant, Pharo 300).

Una vez ajustado el ABTS*, se tomé una alicuota de 2 mL del radical, al cual se
le adiciond 175 pL del extracto metandlico de A: pinnatifida, se agité suavemente
para homogenizar la mezcla a temperatura ambiente, y se midio la absorbancia
luego de 1 minuto a 734 nm, las concentraciones evaluadas en este ensayo
fueron 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45 y 0.50 mg/mL, y cada

medicion fue realizada por triplicado.

El blanco empleado para estas mediciones fue Metanol (Equilab, grado técnico)

y una mezclade 2 mL de ABTS y 175 pL de metanol como control negativo.

Posteriomente se calcul6 los porcentajes de inhibicion para cada concentracion
evaluada haciendo uso de la misma expresidbn matematica empleada para el
analisis de la capacidad de captura del radical ABTS, de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

4741 ¥ 100
A

% Inhibicion = %l =
Donde A es la absorbancia del blanco, y A; es la absorbancia de la muestra

Determinacion de la concentracion media inhibidora (ICsp) en relacion al ABTS*
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Luego de haber calculado los porcentajes de inhibicibn con ABTS*, para cada
una de las concentraciones del extracto, estas fueron ajustadas a una regresion
y en base a la curva calculada, se determind la concentracién media inhibidora
(ICs0), es decir, la concentracion de extracto metandlico capaz de inhibir el 50 %
de absorbancia del radical ABTS.

5.3.1 Ensayo de Cinética mediante el radical catibnico ABTS

Una vez calculada la concentracion media inhibidora (ICsp), se evaluo el efecto
antioxidante del extracto a través del tiempo, para lo cual se mezclaron 2 mL de
ABTS*, mas 175 pL de extracto, y tras un minuto de agitacion suave a
temperatura ambiente, se procedio a realizar medidas de absorbancia a 734 nm
cada 5 minutos, por un periodo de 180 minutos, y las mediciones fueron

realizadas en triplicado.
5.4 Capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox y Acido galico

Con el fin de comparar los resultados de capacidad antioxidante del extracto
metanolico de A. pinnatifida que se obtuvieron mediante los diferentes métodos
(DPPH y ABTS"), se determiné la equivalencia en, Acido galico y Trélox, tanto
para la reduccion del radical DPPH y del radical cationico ABTS',

respectivamente (Bouaziz et al. 2008).

Para determinar la disminucion de la absorbancia del radical DPPH, se mezclo
2 mL de radical con 175 pL del extracto en concentracion 0.5 mg/mL, leida a 517
nm, luego de 1 minuto de agitacion a temperatura ambiente, y esta lectura se
realiz6 en triplicado. El resultado de la disminucion del radical fue interpolado en
una curva de calibracion, confeccionada previamente con concentraciones de
0.01, 0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 mg/mL de acido galico (Merck), para la confeccién

de la curva se mezclé 2 ml del radical con 175 pL

de acido galico, durante un minuto a temperatura ambiente y se procedié con su
lectura a 517 nm., en duplicado. De la misma forma para determinar la
disminucién del radical cationico ABTS*, se mezcld 2 mL del radical con 175 pL
de extracto en concentracion 0.125 mg/mL; se agitdé suavemente por un minuto
y se leyo su absorbancia a 734 nm. Las mediciones se realizaron en triplicado, y

fueron comparadas con una curva de calibracién confeccionada previamente con
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concentraciones 0.005, 0.010, 0.015, 0.020, 0.025, 0.030, 0.035, 0.040, 0.045,
0.050 y 0.055 mg/mL de Trolox (Merck), para la confeccion de la curva se mezclo
2 mL del radical con 175 puL de Trélox, se agitdé suavemente por 1 minuto y se
ley6 su absorbancia a 734 nm, cada determinacién se realiz6 por duplicado.

Los resultados fueron expresados como X mg de Acido galico y Trolox
equivalentes en 1000 mg (1gr) de extracto seco.

5.5 Determinacion del contenido de fenoles totales en el extracto

Esta determinacion de fenoles totales presentes en el extracto metandlico de A.
pinnatifida, se llevo a cabo mediante el método espectrofotométrico de Follin-
Ciocalteu (Merck) utilizando acido galico. como referencia, basandose en el

procedimiento descrito por Gulcin et al. (2007), con algunas modificaciones.

Se prepard una disolucion de carbonato de sodio (Na2COs) (Merck) al 20 %
pesando 20 gr de carbonato de sodio en un matraz aforado de 100 mL,
inicialmente se disolvié en 80 mL de agua destilada y se llevo a ultrasonido hasta
su completa disolucion, finalmente se llevo a su volumen final correspondiente a
100 mL.

El contenido de fenoles totales se determino mediante el reactivo Follin-Ciocalteu
(Dewanto 2002), para lo cual fueron pesados 10 mg de extracto y llevados a un
matraz aforado de 10 mL, se agregaron 10 mL de metanol grado técnico, para
obtener una concentracion final de 1 mg/mL, luego se midieron 180 pL de la
disolucién, y fueron llevados a un matraz de 25 mL, para obtener una
concentracion final de 0.0072 mg/mL. A continuacion de esto, fueron mezclados
con 125.5 mL de agua destilada, 1.25 mL de reactivo Follin-Ciocalteu y 5 mL de
la disolucion de carbonato de sodio al 20 %, se llevé a un volumen final de 25
mL con agua destilada, se agitd suavemente y se dej6é reposar por 30 minutos
en oscuridad a temperatura ambiente. Después de este tiempo se midio la
absorbancia a 765 nm en el espectrofotometro UV-Visible (Sppectroquant, Pharo

300). Este procedimiento se realiz6 por triplicado.

Para la elaboracion de la curva de calibracion se prepar6 una disolucién patron
de &cido galico de 0.1 mg/mL, para lo cual se pesé 1 mg de acido galico, se

dispuso en un matraz aforado de 10 mL y se llevé a volumen con metanol grado
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técnico, a partir de la solucion patron de &cido galico, se tomaron 250, 500, 750,
1000, 1250 y 1500 pL y se dispusieron en matraces aforados de 25 mL, para
obtener como concentracion final en cada matraz 1, 2, 3, 4, 5y 6 pg/mL
respectivamente, luego se adiciono a cada matraz 12.5 mL de agua destilada,
1.25 mL de reactivo de Follin-Ciocalteu y 5 mL de la disolucién de cabonato de
sodio al 20 %, luego se llevé a un volumen final de 25 mL con agua destilada, se
agité suavemente y se dejo reposar por 30 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. También se prepar6 un blanco con todos los componentes excepto el
extracto de A. pinnatifida. Finalmente se ley6 la absorbancia a 765 nm en el

espectrofotometro de ultravioleta-visible (Spectroquant, Pharo 300).

El contenido de fenoles totales se termind como los equivalentes de acido galico
(GAE, mg de &cido galico/g de extracto), y los valores se presentaron como la

media de los datos del analisis + la desviacion estandar.
5.6 Andlisis Fitoquimico

Luego de obtener el extracto metanélico de A. pinnatifida, y determinar la
capacidad antioxidante de esta, se procedid a determinar los metabolitos
secundarios presentes, tales como Flavonoides, Taninos, Cumarinas,
Saponinas, Derivados del Nducleo Esteroidal, Alcaloides, Antocianinas y
Heterdsidos (Antraquinonicos, Cianogénicos, Cardiotonicos), de acuerdo a la
metodologia descrita por Garcia et al. (2009) con algunas modificaciones. Como
criterio para valorar el resultado observado, se utilizé el sistema de cruces donde
la presencia abundante se denoto con (+++), presencia relativamente abundante

(++), presencia escasa (+) y no detectado (-).

Los diferentes metabolitos se reconocieron mediante las metodologias descritas

a continuacion.
5.6.1 Flavonoides

Se mezclé una porcién del extracto y material vegetal (Tallos y hojas) por
separados con metanol absoluto, luego se filtrd. Este filtrado, se dispuso en un
tubo de ensayo con magnesio y otro con Zinc. Luego se adiciond6 HCL
concentrado, gota a gota, hasta el desprendimiento de hidrogeno.

Posteriormente, se observaron los cambios de color durante 10 minutos. La
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aparicion de una coloracion rosada, roja, violeta o anaranjada indica la presencia

de flavonoides (Alcaraz y Alcantara 2009; Garcia et al. 2009)
5.6.2 Taninos

Para detectar la presencia de taninos el material vegetal (Tallos y hojas) y el
extracto crudo fueron tratados por separado con agua en ebullicion. El filtrado
fue dispuesto en un tubo de ensayo, luego se adicionaron 3 gotas de FeCls al
5%. La aparicion de coloracion o precipitado verde o azul se consideraba positivo
para taninos pirocatéquicos no hidrolizables o de taninos pirogalicos
hidrolizables (Garcia et al. 2009; Sanchez et al. 2010).

5.6.3 Cumarinas

Para su deteccion se tratd tanto el ‘extracto como el material vegetal (Tallos y
hojas) con H2S04 al 10%, filtrado por algodon. Posteriormente el filtrado se trato
con éter etilico y se decanto la fase organica en un tubo de ensayo, la fase
organica se evaporo a sequedad, y se suspendié en agua estéril caliente. Luego
se adicionaron 3 gotas de amoniaco concentrado. Finalmente se observé bajo la
luz UV a 366 nm. Una fluorescencia color celeste revela la presencia de
Cumarinas (Garcia et al. 2009; Sanchez et al. 2010).

5.6.4 Saponinas

La presencia de saponinas se determind6 mezclando vigorosamente una
pequefia porcion del material vegetal, con aproximadamente 5 mL de una
solucion acuosa (agua destilada), la formacion de espuma persistente, durante
al menos 15 minutos se considerd indicativo de un resultado positivo en la
prueba. En el caso de las saponinas el criterio utilizado fue el indice de espuma:
donde el contenido abundante (+++) corresponde a 14 mm o mas de espuma
formada; moderado (++) entre 10 y 14 mmyy bajo (+) menor a 10 mmy en usencia
de espuma (-) (Galindo et al. 1989; Garcia et al. 2009).

5.6.5 Derivados del Nlcleo Esteroideo

El extracto y material vegetal (Talllos y hojas) fueron disueltos en cloroformo por
separado, luego fue filtrado en algoddn, el filtrado obtenido se secé con Na2S0O4

anhidrido y mediante el calor a bafio maria se evaporo el solvente restante. Al
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residuo obtenido se le practicé la reaccién de Liebermann: el residuo fue disuelto
en 1 ml de anhidrido acético, bajo bafio maria, posteriormente se enfrid, y se
adicion6 H2>SOa4 concentrado. La presencia de una coloracién verde intenso
indico el resultado positivo de la prueba (Galindo et al. 1989; Garcia et al. 2009)

5.6.6 Alcaloides

Para determinar la presencia de alcaloides se tratd directamente el material
vegetal (Tallos y Hojas), y el extracto con un solvente organico poco polar
(Cloroformo) en un medio alcalino (NHs3), para filtrar a continuacion.
Posteriormente se decanto la fase organica en un vidrio reloj y mediante calor se
evaporo el solvente. El residuo se traté con 3 gotas de HCI al 1 %, se distribuy6
en vidrio reloj donde se practicé las reacciones de alcaloides adicionando
reactivo de meyer o lugol. Se verifica un resultado positivo de la prueba, al

obtener un precipitado (Galindo et al. 1989; Garcia et al. 2009).
5.6.7 Antocianinas

Para esto se somete el material vegetal (Tallos y Hojas) y extracto a una solucion
acuosa, durante 5 minutos a punto de ebullicion. Posteriormente se filtro, y el
filtrado se dispuso en tubos de ensayo donde se adicionaron 1 mL de NaOH al
1 % y HCL al 1% respectivamente. Se asume como resultado positivo la
formacion de coloracion diferente en ph basico (NaOH) y Acido (HCL) (Garcia et
al, 2009).

5.6.8 Heterosidos

El extracto bruto y el material vegetal fueron colocados por separado en tubos
de ensayo y se adicion6 1 mL de H2SO4 concentrado a cada tubo. La formacion
de color rojizo en la totalidad del material fue indicio de reaccion positiva (Floriani
1938).

a) Heterdsidos Antraquinonicos: se tratd el material vegetal con Acido nitrico
concentrado y KOH al 2 %. La formacion de color rojo intenso en la totalidad
del material fue indicio de reaccion positiva (Floriani 1938).

b) Heterdsidos Cianogénicos: se inactivo el material vegetal por efecto del

calor, posteriormente se sumergié en una solucion de KOH al 2 % durante
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media hora, se llevd luego a una solucién ferroso-ferrica y se someti6 a
ebullicion durante 3 minutos. Se adiciond luego una solucién de HCl al 1 %.
La formacion de color azul de Prusia observada al microscopio en la totalidad
del material se consider6 indicio de reaccion positiva (Floriani 1938).

c) Heterésidos Cardioténicos: Se adicion6 al material vegetal una solucion de
sulfato férrico al 5 % y Acido acético glacial, luego sulfato férrico en H2S04
concentrado. La formacion de color verde azulado en la totalidad del material
fue indicio de reaccion positiva (Floriani 1938).

6. RESULTADOS

6.1 Rendimiento de extraccion

Fueron realizadas 4 extracciones metandlicas en equipo Soxhlet empleando un
total de masa vegetal seca de 52.662 gr. El peso final del extracto seco total
obtenido de las 6 extracciones fue de 4.059 gr. El extracto obtenido corresponde

al 13.1 del peso seco de la parte area de la planta.

52,662 — 100 4,059 x 100

o e x= 7,70
4059 . ¥ X 52662

6.2 Actividad antioxidante frente al radical DPPH

A partir del ensayo realizado con el radical DPPH (Figura 6), en donde se
evaluaron concentraciones entre el rango de 0.1 a 0.2 mg/ml se observé una alta
actividad antioxidante; sin embargo, en las concentraciones mas altas se pudo
apreciar un aumento en la absorbancia (Anexo 1), por lo que se decidio realizar
las mediciones posteriores en un rango menor (Gréafico 1). ElI segundo ensayo
antioxidante con DPPH, contemplando concentraciones comprendidas entre 0.1
y 1.8 mg/ml (Anexo 1), permitié observar una actividad antioxidante positiva por
parte del extracto acuoso de A. pinnatifida obteniéndose una disminucién del
76.1% £ 3.3% con la mayor concentracion estudiada (1.8 mg/ml), y una minima

actividad del 12.1 % + 0.8%, con la concentracion de 0.1 mg/ml.
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Figura 5: Reaccion antioxida

pinatifida en concentraciones de

extracto de A.
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Gréfico 1: Porcentaje de disminucion de absorbancia de DPPH con diferentes

concentraciones de extracto metandélico (mg/mL) de A. pinnatifida.
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El célculo del ICso se realizé a partir de la ecuacion de la curva como la
concentracion requerida para obtener un 50% de disminucion, siendo esta de
0.49 mg/ml.

Y =-2813x +92557x + 6.5142
50 = = 28,13 x. + 92,557x + 6,5142
X= 0,49

Segun el andlisis obtenido de los datos obtenidos del ensayo antioxidante con
DPPH, con analisis de varianza y comprobacion de los supuestos de la misma,
las concentraciones evaluadas presentan diferencia significativa en comparacion
con el control (DPPH + metanol), observandose una creciente disminucion de la
absorbancia (Grafico 1), con excepcion de la concentracion mas baja analizada,
gue a pesar de presentar efecto antioxidante, este no es significativo respecto al

resultado obtenido por el metanol como simple dilucion.

Absorbancia
0,7 _ =
0,6 - 3 B - "
0,5 -
04 +—— T
03 — l T Absorbancia
02 +— 1
01 +— $
0 +——
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Gréfico 2: Curva estandar de Absorbancia en relacion a acido galico (mg/mL)
para el ensayo antioxidante con DPPH.

Los resultados obtenidos permiten establecer que 0.5 mg/mL o 500 pug/mL de
extracto metandlico de la parte area de A. pinnatifida equivalen a 11.71 + 0.7
pg/mL de acido galico, en promedio (Grafico 2). Por lo tanto, 1000000 ug (1 gr.)
de extracto acuoso de A. pinnatifida, equivalen a 23420 + 1392 ug de acido

galico.
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e En el anexo 8 hay un ejemplo de como se realizo el calculo para el

rendimiento de extraccion.

6.3 Efecto en el tiempo en la capacidad antioxidante frente a DPPH

Al evaluar el efecto antioxidante del extracto metandlico en el tiempo (Gréfico 3),
se puede observar una marcada disminucién en la absorbancia a 517 nm del
DPPH + extracto en concentracion correspondiente al 1Cso (0,49 mg/mL),
llegando a marcar una absorbancia de 0,426 a los 5 minutos de iniciada la
reaccién correspondiente a un 52,50 % de inhibicién del radical (grafico 3). Esta
disminucién se mantiene de forma progresiva hasta el minuto 150, en donde la
cinética alcanza la minima absorbancia inhibiendo un 78,1 del DPPH inicial
considerando el efecto de dilucién por solvente; posteriormente se produce una
reaccion de recuperacion del radical libre manteniéndose estable (con minimas
variaciones en la absorbancia), cercano al 80% de disminucion, a partir del

minuto 160 (anexo 2).
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Grafico 3: Efecto en el tiempo de extracto de A. pinnatifida frente al radical
DPPH

6.4 Capacidad antioxidante frente al radical cationico ABTS

La capacidad antioxidante presentada por el extracto metandlico de A.
pinnatifida (Figura 6) a partir del ensayo con radical cationico ABTS* fue
evaluada para concentraciones de 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40,
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0.45 y 0.50 mg/mL de extracto (Anexo 5); pudiéndose obtener una disminucién
del radical mayor que el observado en el ensayo de DPPH, alcanzando con la
maxima concentracion un efecto de disminucion del 84,48% + 3.9%, mientras
gue con 0.05 mg/mL de extracto se logré observar una inhibicion del radical del
4.3% + 3.2% (Gréfico 4)

Figura 6: reaccion antioxidante con radical libre ABTS™ + extracto de A. pinatifida
en concentraciones de 0 (efecto solvente), 0.50, 0.45, 0.40, 0.35, 0.25, 0.20,
0.15, 0.10, 0.05 mg/ml (de izquierda a derecha).
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Gréafico 3: Efecto antioxidante del extracto Metandlico de A. pinnatifida en el
tiempo, en concentracion de ICso. Valores expresados en porcentaje de
disminucion del radical. Periodo de la cinética 180 minutos.
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Grafico 4: Porcentaje de disminucion de ABTS con diferentes concentraciones
del extracto metanolico de A. pinnatifida.

Y = 126,64x? + 254,79x - 5,022
50 = 126,64x? + 254,79x — 5,022

X=0,28

Todas las concentraciones estudiadas presentan diferencia significativa al
comprarlas con la muestra control conformada por el radical cationico ABTS
metanol (Grafico 6), control empleado con el fin de eliminar el error por efecto de
dilucion generado por la adicion del solvente. Sélo las menores concentraciones
de 0.05 y 0.10 mg/mL no presentaron diferencia significativa entre si.

6.5 Equivalentes de Trolox segun ensayos con ABTS

En la determinacién de equivalentes de Trolox se desarrollé una curva de
calibracion del antioxidante (Grafico 5) y se consideré la absorbancia de la
reaccidon con el radical cationico empleando una concentracion de extracto de
0.28 mg/mL (Anexo 7). Los equivalentes se determinaron en base a la ecuacion
de la curva.
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6.6 Metabolitos secundarios

A continuacion se muestra un recuadro donde se detallan los analisis para
identificar, cuantos y cuales fueron los metabolitos secundarios presentes en la
planta A. pinnatifida.

Tabla 1: Tabla resumen de presencia. (+++) : Presencia abundante, (++):
presencia, (+): presencia escasay (-): sin presencia.

Flavonoides

Taninos

Cumarinas

Saponinas

Alcaloides

Antraquinonas

Derivados del Nucleo

esteroideo
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7. DISCUSION

Segun los resultados obtenidos en este trabajo de investigacidén, es posible
mencionar que el extracto metandlico obtenido de la especie Acaena pinnatifida,
presenta una actividad antioxidante significativa, ya que se considera con una
buena actividad antioxidante cuando su inhibicion supera un 80% (Aubad et al.
2007), lo que permitiria emplearlo como una fuente natural y de facil acceso para
la obtencién de sus compuestos. Ademas, en base a los resultados, se puede
concluir que la extraccion usando metanol como solvente es una metodologia
apropiada para la obtencion de compuestos reductores (Cervantes et al. 2013).
Esto es fundamentado en que se pudo obtener un porcentaje de disminucion de
84.30% usando una concentracion del extracto de 1.8 mg/ml, para la
determinacion de la actividad antioxidante utilizando ABTS™, se logr6 alcanzar
un porcentaje de disminucion del radical del 90.70% con una concentracion de
0.50 mg/mL.

Cuando se evaluaron los resultados obtenidos desde los analisis antioxidantes,
utilizando el radical libre DPPH y el radical catidonico ABTS se puede determinar
gue el método ABTS es mas sensible en comparacion al extracto metanolico de
A. pinnatifida, ya que a bajas concentraciones de extracto (0.50 mg/mL) permite
alcanzar un porcentaje de disminucion del radical de 90.70%; mientras que en el
caso para el método con DPPH*, bajo la misma concentracion con el extracto,
solo se logra alcanzar un porcentaje de disminucion de 54.50%. Sin embargo, el
método ABTS y el persulfato de potasio; por tanto, la reaccion de reduccion
también puede ser revertida mientras se encuentren los sustratos de la reaccién
oxidante (Albornoz, 2016).
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. CONCLUSIONES

La planta A. pinnatifida es una especie que presenta un amplio campo de
investigacion debido al desconocimiento existente sobre sus compuestos y
respectiva actividad biolégica.

El método ABTS es mas sensible que el DPPH por lo que permite calcular
con menor cantidad de extracto su actividad antioxidante.

Acaena pinnatifida es una especie la cual no posee estudios previos sobre la
capacidad antioxidante en su parte aérea con metanol como solvente y es una
buena alternativa para continuar su estudio debido a los compuestos
antioxidantes presentes en la planta.

La especie A. pinnatifida puede ser analizada con otros solventes, para
estudiar la inhibicion de los radicales DPPH y ABTS, y ademas es posible

realizar otros ensayos de actividad antioxidante como por ejemplo ORAC.
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Anexos

Anexo 1: Detalle de las absorvancias y percentages de inhibicion del triplicado

en el ensayo antioxidante con radical DPPH.

Conce Cantid | Absorb Absorba Absorba | %inhib | %inhibic | %inhibic | %inhib | Desv IC50
ntracio ad ancia 1 ncia 2 ncia 3 icion 1 | ién 2 ion 3 icion est
n (ults)
0,1 47 0,676 0,705 0,613 9,87 10,98 16,26 12,37 | 3,41 | 0,49
0,2 67 0,581 0,586 0,547 22,53 | 26,01 25,27 2461 | 1,83
0,4 133 0,432 0,465 0,437 42,40 | 41,29 40,30 41,33 | 1,05
0,6 200 0,299 0,404 0,334 60,13 | 48,99 54,37 54,50 | 5,57
0,8 333 0,247 0,336 0,261 67,07 | 57,58 64,34 63,00 | 4,89
1,0 467 0,174 0,282 0,223 76,80 | 64,39 69,54 70,24 | 6,23
1,2 533 0,145 0,242 0,178 80,67 | 69,44 75,68 75,26 | 5,62
1,4 600 0,142 0,205 0,132 81,07 | 74,12 81,97 79,05 | 4,30
1,6 667 0,131 0,159 0,125 82,53 | 79,92 82,92 81,79 | 1,63
1,8 733 0,105 0,140 0,113 86,00 | 82,32 84,56 84,30 | 1,85
CN 0,750 | 0,792 0,732
DPPH | 0,872 | 0,869 0,876
STOC | Volu Peso
K men extract
(0]
15 10ml | 15 mg
mg/mi
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Anexo 2: Datos de las absorbancias de Cinética para DPPH en triplicado.

Concen | Min | Abs1 Abs2 | Abs 3 % % % % Desvest
Inhibicion 1 | Inhibicion 2 | Inhibicion 3 | Inhibicion

0,43 0 0,426 0,045 0,432 | 45,6633 44,0355 45,3856 45,0481 | 0,8366
5 0,235 0,321 0,321 | 70,0255 55,2764 59,4185 61,5734 | 7,6070
10 0,168 0,252 0,252 | 70,5714 50,4171 68,1416 68,3767 | 10,0792
15 0,125 0,203 0,203 | 83,5459 60,4271 74,3363 72,7698 | 11,6387
20 0,105 0,187 0,187 | 86,6071 65,4523 76,3590 76,1395 | 10,5791
25 0,085 0,154 0,154 | 88,6480 68,9698 80,5310 79,3829 | 9,8892
30 0,077 0,132 0,132 | 90,1786 72,2362 83,3123 81,9090 | 9,0531
35 0,070 0,124 0,124 | 91,0714 74,4975 84,3236 83,2975 | 8,3345
40 0,064 0,116 0,116 | 91,8367 77,7638 85,3350 84,9785 | 7,0432
45 0,060 0,101 0,101 | 92,3469 79,6482 87,2314 86,4088 | 6,3892
50 0,058 0,099 0,099 | 92,6020 81,2814 87,4842 87,1225 | 5,6690
55 0,056 0,094 0,094 | 92,8571 83,0402 88,1163 88,0046 | 4,9094
60 0,055 0,090 0,090 | 92,9847 84,6734 88,6220 88,7600 | 4,1574
65 0,054 0,088 0,088 | 93,1122 85,9296 88,8748 89,3056 | 3,6106
70 0,053 0,085 0,085 | 93,2398 87,3116 89,2541 89,9352 | 3,0222
75 0,052 0,081 0,081 | 93,3673 88,9397 89,7598 90,3556 | 2,7624
80 0,052 0,079 0,079 | 93,3673 88,3166 90,0126 90,5655 | 2,5704
85 0,051 0,077 0,077 | 93,4949 88,5678 90,2655 90,7761 | 2,5029
90 0,051 0,073 0,073 | 93,4949 88,9447 90,7712 91,0703 | 2,2898
95 0,050 0,070 0,070 | 93,6224 89,3216 91,1504 91,3648 | 2,1584
100 | 0,050 0,068 0,068 | 93,6224 89,6985 91,4033 91,5747 | 1,9676
105 | 0,050 0,061 0,061 | 93,6224 89,9497 92,2882 91,9535 | 1,8591
110 | 0,049 0,057 0,057 | 93,7500 90,2010 92,7333 92,2483 | 1,8363
115 | 0,049 0,055 0,055 | 93,7500 90,7035 93,0468 92,5001 | 1,5951
120 | 0,049 0,051 0,051 | 93,7500 90,9548 93,5525 92,7524 | 1,5599
125 | 0,049 0,051 0,051 | 93,7500 91,2060 93,5525 92,8362 | 1,4152
130 | 0,049 0,051 0,051 | 93,7500 91,4573 93,5525 92,9199 | 1,2705
135 | 0,049 0,050 0,050 | 93,7500 91,5829 93,6788 93,0039 | 1,2312
140 | 0,049 0,050 0,050 | 93,7500 91,5829 93,6788 93,0039 | 1,2312
145 | 0,048 0,050 0,050 | 93,8776 91,7085 93,6788 93,0883 | 1,1990
150 | 0,048 0,050 0,050 | 93,8776 91,7085 93,6788 93,0883 | 1,1990
155 | 0,048 0,050 0,050 | 93,8776 91,8342 93,6788 93,1302 | 1,1268
160 | 0,048 0,050 0,050 | 93,8776 91,8342 93,6788 93,1302 | 1,1268
165 | 0,048 0,050 0,050 | 93,8776 91,9598 93,6788 93,1721 1,0546
170 | 0,048 0,050 0,050 | 93,8776 91,9598 93,6788 93,1721 1,0546
175 | 0,048 0,050 0,050 | 93,8776 91,9598 93,6788 93,1721 1,0546
180 | 0,047 0,050 0,050 | 94,0051 91,9598 93,6788 93,2146 1,0989

DPPH 0,870 0,879 0,882

CN 0,784 0,796 0,791
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Anexo 3: Datos de las absorbancias para el duplicado de Acido gélico.

Concentracio | Abs 1 Abs 2 | Abs Desve | Concentra | Abs1 | Abs2 | Abs 3
n (uL) st cion (uL)
0,01 0,589 0,564 |0,576 | 0,0177 | 0,49 0,442 | 0,451 | 0,465
0,02 0,307 0,451 |0,379 | 0,1018
0,03 0,190 0,299 | 0,244 | 0,0771
0,04 0,110 0,147 | 0,128 | 0,0262
0,05 0,062 0,083 |0,072 | 0,0149 34,08 | 33,06 | 31,42
CN 0,759 0,763 32,85 | Prome
dio
DPPH 0,821 0,815 1,34 | Desve
st
Anexo 4: Mediciones para el ensayo en triplicado de polifenoles.
Concent | Cant (ul) | Abs 1 Abs 2 | Abs 3 Concent | Cant Abs 1 | Abs 2 Abs 3 | Desvest
mg ul
0.10 100 0,341 0,337 | 0,343 0,001 250 0,103 | 0,135 0,119 | 0,0226
0,002 500 0,295 | 0,287 0,291 | 0,0057
0,003 750 0,336 | 0,359 0,347 | 0,0163
Stock Volumen | Peso Abs 0,004 1000 | 0,479 | 0,468 0,473 | 0,0078
extracto
5mg/ml | 5mil 25mg 765 0,005 1250 | 0,559 | 0,570 0,564 | 0,0078
nm
0,006 1500 | 0,627 | 0,632 0,629 | 0,0035
28,67 28,27 28,87 28,60 | Prom Stock | Vol. Peso
extracto
0,31 Desvest 0,1 50ml | 10 mg
mg/ml
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Anexo 5: Detalle de las absorbancias y porcentajes de inhibicion del

triplicado en el ensayo antioxidante con radical ABTS™.

Concen | Cant. | Abs1 | Abs2 | Abs3 | % % % % Desvest | ICso
plts inhibic. | inhibic. | inhibic. | inhibic.
1 2 3

0,05 25 0,571 | 0,590 | 0,564 | 8,64 4,38 1455 | 9,19 511 0,28

0,10 50 0,541 0,521 | 0,479 | 13,44 | 1556 |27,42 |18,81 |7,54

0,15 75 0,482 |0,470| 0,428 | 22,88 | 23,82 |35,15 |27,29 |6,83

0,20 100 | 0,402 | 0,407 | 0,346 | 35,68 | 34,04 |4758 |39,10 | 7,39

0,25 125 | 0,360 | 0,324 | 0,181 | 42,40 |47,49 | 7258 |54,15 | 16,15

0,30 150 | 0,316 0,271 | 0,162 | 49,44 | 56,08 |7545 |60,32 | 13,52

0,35 175 0,241 0,219 | 0,124 | 61,44 | 64,51 |81,21 |69,05 |10,64

0,40 200 | 0,198 0,168 | 0,068 | 68,32 | 72,77 |89,70 | 76,93 | 11,28

0,45 225 | 0,154 0,122 | 0,043 | 75,36 |80,23 |93,48 | 83,02 |9,38

0,50 250 | 0,097 |0,067 | 0,010 | 84,48 |89,14 98,48 | 90,70 |7,13

CN 0,625 | 0,617 | 0,660 | Prom Prom Prom Total
i 2 3
ABTS 0,685 | 0,699 | 0,716 | 46,208 | 48,801 | 63, 52,856
561
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Anexo 6: Datos de

las absorbancias de las cinéticas

para ABTS" en

triplicado.

0,28 | Tiempo | Abs 1 Abs?2 | Abs3 | % % % % Desvest
(min) Inhibi 1 | inhibi 2 | inhibi 3 | inhibi
0 0,243 |0,0362 | 0,311 | 62,267 | 44,479 | 50,713 | 52,488 | 9,026
5 0,185 0,358 | 0,266 | 71,273 | 45,092 | 57,845 | 58,070 | 13,032
10 0,126 0,351 | 0,242 | 80,435 | 46,166 | 61,648 | 62,750 | 17,161
15 0,111 0,341 | 0,224 | 82,764 | 47,699 | 64,501 | 64,988 | 17,537
20 0,100 0,334 | 0,215 | 84,472 | 48,773 | 65,927 | 66,391 | 17,854
25 0,091 0,327 | 0,204 | 85,870 | 49,847 | 67,670 | 67,796 | 18,012
30 0,084 0,318 | 0,197 | 86,957 | 51,227 | 68,780 | 68,988 | 17,866
35 0,079 0,311 | 0,188 | 87,733 | 52,301 | 70,206 | 70,080 | 17,716
40 0,073 0,303 | 0,180 | 88,665 | 53,528 | 71,474 | 71,222 | 17,570
45 0,069 0,296 | 0,174 | 89,286 | 54,601 | 72,425 | 72,104 | 17,344
50 0,066 0,283 | 0,167 | 89,752 | 55,675 | 73,534 | 72,987 | 17,045
55 0,063 0,280 | 0,161 | 90,217 | 57,055 | 74,485 | 73,919 | 16,588
60 0,060 0,264 | 0,155 | 90,683 | 59,509 | 75,436 | 75,203 | 15,588
65 0,057 0,259 | 0,151 | 91,143 | 60,276 | 76,070 | 75,832 | 15,438
70 0,055 0,251 | 0,147 | 91,460 | 61,503 | 76,704 | 76,555 | 14,979
75 0,053 0,243 | 0,141 | 91,770 (162,730 | 77,655 | 77,385 | 14,522
80 0,051 0,231 | 0,136 | 92,081 | 64,571 | 78,447 | 78,366 | 13,755
85 0,049 0,222 | 0,127 | 92,331 | 65,951 | 79,873 | 79,405 | 13,226
90 0,048 0,214 | 0,124 | 92,547 | 67,178 | 80,343 | 80,024 | 12,687
95 0,046 0,203 | 0,121 | 92,857 | 68,865 | 80,824 | 80,843 | 11,996
100 0,045 0,193 | 0,115 | 93,012 | 70,399 | 81,775 | 81,729 | 11,307
105 0,043 0,188 | 0,111 | 93,323 | 71,166 | 82,409 | 82,299 | 11,079
110 0,042 0,181 | 0,109 | 93,478 | 72,239 | 82,726 | 82,814 | 10,620
115 0,041 0,176 | 0,105 | 93,634 | 73,006 | 83,360 | 83,333 | 10,314
120 0,040 0,171 | 0,100 | 93,789 | 73,773 | 84,152 | 83,905 | 10,010
125 0,039 0,167 | 0,099 | 93,944 | 74,387 | 84,311 | 84,214 | 9,779
130 0,038 0,159 | 0,097 | 94,099 | 75,613 | 84,628 | 84,780 | 9,244
135 0,038 0,153 | 0,094 | 94,099 | 76,534 | 85,103 | 85,245 | 8,784
140 0,037 0,145 | 0,091 | 94,255 | 77,761 | 85,578 | 85,865 | 8,251
145 0,036 0,141 | 0,088 | 94,410 | 78,374 | 86,054 | 86,279 | 8,020
150 0,035 0,139 | 0,086 | 94,565 | 78,681 | 86,371 | 86,539 | 7,943
155 0,034 0,137 | 0,083 | 94,720 | 78,988 | 86,846 | 86,852 | 7,866
160 0,034 0,137 | 0,079 | 94,720 | 78,988 | 87,480 | 87,063 | 7,875
165 0,033 0,137 | 0,076 | 94,876 | 78,988 | 87,956 | 87,273 | 7,966
170 0,033 0,137 | 0,074 | 94,876 | 78,988 | 88,273 | 87,379 | 7,982
175 0,033 0,136 | 0,072 | 94,876 | 79,141 | 88,590 | 87,535 | 7,920
180 0,033 0,134 | 0,072 | 94,876 | 79,448 | 88,590 | 87,638 | 7,758

ABTS 0,712 0,714 | 0,704

CN 0,644 0,652 | 0,631
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Anexo 7: Mediciones en triplicado para la curva de Trolox en el ensayo de ABTS

Concent | Abs1 | Abs2 | Abs3 | Desvest | Concent | Abs1 | Abs 2 Abs 3
(ML) (ML)

0,005 0,637 |0,605 |0,621 | 0,01600 | 0,28 0,356 | 0,364 0,360
0,010 0,610 | 0,578 | 0,594 | 0,01600

0,015 0,534 | 0,538 | 0,536 | 0,00200

0,020 0,521 | 0,471 | 0,496 | 0,02500

0,025 0,451 | 0,407 | 0,429 | 0,02200 | 66,94 65,30 | 66,12

0,030 0,395 | 0,376 | 0,385 | 0,00950

0,035 0,364 | 0,328 | 0,346 | 0,01800 0,82 Desvest
0,040 0,327 | 0,300 | 0,313 | 0,01350 66,12 | Promed

0,045 0,206 | 0,252 | 0,229 | 0,02300

0,050 0,152 | 0,155 | 0,153 | 0,00153

0,055 0,242 | 0,123 | 0,132 | 0,00950

CN 0,691 | 0,675

ABTS 0,722 | 0,715

Anexo 8: Ejemplo de célculo para los quivalentes en acido galico

Entonces para:

0.015 mg de acido galico

X mg de acido gélico

X=44.117 mg de 4cido gélico

Y=12.58x + 0.657

0.470=-12.58x + 0.657

X =

X=0.015

- 0.34 mg de extracto

047 — 0.657
—12.58

- 1000 mg de extracto
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