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" EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS
ACUOSOS DE HOJAS DE TRES PLANTAS FRUTALES DE ICA "

Silvia Klinar Barbuza, Artemio Chang Canales y Jorge Chanllio Lavarello

INTRODUCCION

Los nuevos conceptos fisiologicos, farmacoldgicos y clinicos, han devenido en investigaciones
gue han demostrado el rol en diferentes patologias, de las especies reactivas del oxigeno (EROs)
gue se generan como producto de nuestro metabolismo. Como consecuencia, en los Gltimos afios se
actualizé el tema de los antioxidantes bioldgicos y se ha incrementado la investigacion en blsqueda
de nuevos antioxidantes, principalmente de origen natural. Considerando las perspectivas que, a la
par de los nuevos descubrimientos de la accion de las EROs , se generaran requerimientos de nuevas
fuentes de agentes o0 sustancias antioxidantes; en el Laboratorio de Productos Naturales de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, desde hace siete
afios, se ha implementado un programa de investigacion que tiene como objetivo principal el de
evaluar el potencial de la actividad antioxidante de la flora peruana, en especial de aquellas
especies que se utilizan en la medicina tradicional y/o popular. (123456.7891011.121314,1516.17)
En ese marco, el presente trabajo corresponde a la evaluacién de extractos acuosos

de las hojas de: Mangifera indica L. (mango) (1819:20:21.22.23.24,25.262728.29) ' Cijtrys sinensis (L.)

(30,31,32,33,34,35,36) (37,38,39,40,41,42,43,44,45,46 47.48.49) | 4

Osb. (naranja) y Vitis vinifera L. (uva, vid)
evaluacion se realiz6 por un procedimiento “in vitro” que se fundamenta en la determinacién
de la capacidad de inhibir a las enzimas Polifenol Oxidasas (PPO), cuando actian sobre el
catecol oxidandolo a o-benzoquinona, la cual absorbe a 420 nm.

Mangifera indica L. (mango), Citrus sinensis (L.) Osb. (naranja) y Vitis vinifera
L. (uva, vid) son plantas que forman parte de la flora iquefia, se consumen los frutos y se
utilizan en la medicina tradicional.

En la evaluacion de la actividad antioxidante se ha comprobado que los extractos
acuosos de hojas de Mangifera indica L., Citrus sinensis (L.) Osb. y Vitis vinifera L.,
presentan capacidad de inhibicion a las enzimas Polifenol Oxidasas. Al realizar una

estimacion cuantitativa, por comparacion con la capacidad de inhibicion enzimatica de un
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estandar de referencia (Vitamina C), se comprobd que el extracto acuoso de hojas de
Mangifera indica L. (mango) presenta una actividad antioxidante 416% mayor que la
vitamina C. El extracto acuoso de hojas de Citrus sinensis (L.) Osb. (naranja) 153% vy el

extracto acuoso de hojas de Vitis vinifera L. (uva, vid) 184%, comparados con la Vitamina C.

EXPERIMENTAL

Muestras.-
- Hojas de Mangifera indica L. (mango), Citrus sinensis (L.) Osb. (naranja) y Vitis

vinifera L. (uva, vid).

Preparacion de extractos.-

200 g de material vegetal (hojas las tres especies en estudio) se extraen por reflujo con
agua. Los extractos liquidos se concentran a sequedad, a presién y temperatura
reducida. A partir de los extractos secos se prepararon diluciones a 25, 50, 75 y 100

ug/mL respectivamente.

Evaluacién de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante se evalu6 mediante una técnica “In Vitro”, que consiste en

determinar la capacidad de los extractos para inhibir a las enzimas polifenoloxidasas (PPO).

Fundamento de la Técnica.- El catecol en presencia de las enzimas polifenoloxidasas
se oxida a o-benzoquinona. Cuando la oxidacion ocurre en presencia de un inhibidor de

las enzimas PPO, disminuye la cantidad de o-benzoquinona.

Descripcién de la Técnica

El catecol se somete a la accion de las PPO, la o-benzoquinona formada se mide a 420
nm; esta lectura se considera el blanco. Se repite el ensayo agregando el extracto en
evaluacién, a diferentes concentraciones ( 25, 50, 75y 100 ug/mL ).

Si se observa actividad antioxidante, el ensayo se repite con vitamina C (estandar de

referencia), y se compara con la actividad antioxidante de la muestra.
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Procedimiento
Preparar las siguientes soluciones:
a) Blanco : 1.7 mL de amortiguador
0.3 mL de catecol
b) Muestra 1.4 mL de amortiguador
0.3 mL de catecol
0.3 mL de solucion del extracto
c) Estandar 1.4 mL de amortiguador
0.3 mL de catecol
0.3 mL de solucion de vitamina C
A cada solucién anterior, se le agrega 1mL de la solucién de PPO, e inmediatamente se

procede a leer la absorbancia a 420 nm en el Espectrofotometro.

Preparacion del amortiguador
Se prepara una solucién acuosa que contenga 20 mM de acetato de sodio y 20 mM de

acido acético, con un pH aproximado de 5.

Preparacion de la polifenoloxidasa (PPO)

Se licua pulpa de manzana con cantidad suficiente de amortiguador, el homogenizado se
centrifuga a 4000 rpm durante 20 minutos; se separa el sobrenadante y se conserva
refrigerado.

Preparacion del sustrato (catecol)

Preparar una solucién 0,05 M de catecol con cantidad suficiente de amortiguador y
conservar en refrigeracion.

Preparacion del estandar (vitamina C)

Preparar soluciones acuosas de vitamina C, a las concentraciones de 25, 50, 75y 100

ug/mL (1,2,3,4,5,6,7,8)
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RESULTADOS

Medida de la actividad antioxidante de los extractos acuosos de hojas de las 03

especies en estudio y la Vitamina C, por la produccion de o-benzoquinona

PRODUCCION DE QUINONA

100 Actividad
Ne Muestra 0 25 50 75 o
ug/ | Antioxidante
blanco | ug/mL | ug/mL | ug/mL
mL
1 | Hojas de Mangifera indica L. (mango) 468 428 389 352 | 327 Positivo
Hojas de Citrus sinensis (L.) Osb. o
2 ) 434 422 409 398 | 386 Positivo
(naranja)
3 | Hojas de Vitis vinifera L. (uva, vid). 472 456 438 426 | 409 Positivo
4 | Vitamina C 456 448 441 431| 423 Positivo

* Los resultados son promedios de 5 ensayos, en cada caso.

INHIBICION A LAS ENZIMAS POLIFENOLOXIDASAS

% DE INHIBICION A LAS PPO
N° Muestra 25 50 75 100
ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL
1 | Hojas de Mangifera indica L. (mango) 8.55 16.88 24.79 30.13
) Hojas de Citrus sinensis (L.) Osb. 276 5 76 8.29 11.06
(naranja)
3 | Hojas de Vitis vinifera L. (uva, vid). 3.39 7.20 9.75 13.35
4 |Vitamina C 1.75 3.29 5.48 7.24
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INTERPRETACION DE RESULTADOS
EVALUACION DE LOS EXTRACTOS
Extracto acuoso de hojas de Mangifera indica L. (mango)
En los cuadros siguientes se muestran los resultados de la oxidacién del catecol por
accion de las PPO, en presencia del extracto acuoso de hojas. El primer cuadro es una

grafica XY, en donde podemos observar que la disminucion de o-benzoquinona es lineal,

presentando un R2 =.0.9933

Producciéon de Quinonas en presencia del extracto
acuoso de hojas de Mangiferaindica L.
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Concentracién del extracto en ug/mL.

En el siguiente gréfico se muestra la capacidad de inhibicion a las enzimas PPO, expresado

en porcentaje y calculado a partir de los resultados mostrados en el grafico anterior.
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Extracto acuoso de hojas de Citrus sinensis (L.) Osb. (naranja)

En los cuadros siguientes se muestran los resultados de la oxidacion del catecol por
accion de las PPO, en presencia del extracto acuoso de hojas. El primer cuadro es una
grafica XY, en donde podemos observar que la disminucién de o-benzoquinona es lineal,

presentando un R2 = 0.9994

Produccion de Quinonas en presencia del extracto
acuoso de hojas de Citrus sinensis
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En el siguiente grafico se muestra la capacidad de inhibicién a las enzimas PPO, expresado

en porcentaje y calculado a partir de los resultados mostrados en el grafico anterior.

Inhibicién del extracto acuoso de hojas de Citrus
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Extracto acuoso de hojas de Vitis vinifera L. (uva, vid).

En los cuadros siguientes se muestran los resultados de la oxidacion del catecol por
accion de las PPO, en presencia del extracto acuoso de hojas. El primer cuadro es una
grafica XY, en donde podemos observar que la disminucién de o-benzoquinona es lineal,

presentando un R2 =0.9971

Produccion de Quinonas en presencia del extracto
acuoso de hojas de Vitis vinifera L.
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En el siguiente gréfico se muestra la capacidad de inhibicion a las enzimas PPO, expresado

en porcentaje y calculado a partir de los resultados mostrados en el grafico anterior.
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Vitamina C

En los cuadros precedentes se muestran los resultados de la oxidacion del catecol por
accion de las PPO, en presencia de Vitamina C. EIl primer cuadro es una gréafica XY, en
donde podemos observar que la disminucion de o-benzoquinona es lineal, presentando un

R?=0.9972

Produccion de Quinonas en presencia del extracto
acuoso de hojas de Vitamina C
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En el presente grafico se muestra la capacidad de inhibicion a las enzimas PPO, expresado

en porcentaje y calculado a partir de los resultados mostrados en los graficos anteriores.
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COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS CON
LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA VITAMINA C

Se comparan los porcentajes de inhibicion de los extractos con la Vitamina C a la

concentracion de 100 ug/mL, para determinar la actividad de dichos extractos frente al

estandar.
Comparacion de la inhibicion a las enzimas PPO
C
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2
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CONCLUSIONES

- Los extractos acuosos de hojas de Mangifera indica L. (mango), Citrus sinensis (L.)
Osb. (naranja) y Vitis vinifera L. (uva, vid), muestran actividad antioxidante en el

método de inhibiciéon de las enzimas PPO.

- Enla estimacion cuantitativa de la actividad antioxidante detectada se observé que:

e El extracto acuoso de hojas de Mangifera indica L. (mango), es el extracto
de mayor actividad antioxidante de la especie estudiada. Presenta una
actividad antioxidante de 416% comparada con la Vitamina C, es decir una

potencia antioxidante 4 veces mayor.

e El extracto acuoso de hojas de Citrus sinensis (L.) Osb. (naranja), presenta
una actividad antioxidante de 153% comparada con la Vitamina C, es decir

una potencia antioxidante 1.5 veces mayor.

o El extracto acuoso de hojas de Vitis vinifera L. (uva, vid), presenta una
actividad antioxidante de 184% comparada con la Vitamina C, es decir una

potencia antioxidante aproximadamente 2 veces mayor.
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