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COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN
VITRO DE 6 PLANTAS PERUANAS

Victor Hugo Doroteo’, Camilo Diaz’, Cecilia Terry’, Rosario Rojas™”"

RESUMEN
Con miras a conocer el potencial de seis plantas peruanas para el desarrollo de fitocosméticos
y/o nutracéuticos, en el presente estudio se determing el contenido de &cido ascorbico,
flavonoides y compuestos fendlicos totales; asimismo, se evalud la actividad antioxidante de
los extractos hidroalcohélicos de Uncaria tomentosa (ufia de gato), Zea mays (maiz morado),
Smallanthus sonchifolius (yacon), Lepidium meyenii (maca), Krameria triandra (ratania) y
Physallis peruviana (aguaymanto). La actividad antioxidante in vitro de dichos extractos fue
determinada por medio de los ensayos de inhibicion de radicales DPPH, superdxido e
hidroxilo; como también a través de la medicion de su poder reductor y actividad antioxidante
total. Los extractos con mayor actividad antioxidante fueron los de ufia de gato y ratania, lo
cual puede deberse a sus altos contenidos de acido ascorbico, flavonoides y compuestos
fendlicos totales.
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PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN
VITRO OF 6 PERUVIAN PLANTS

ABSTRACT
In order to assess the potential of six Peruvian plants for the development of phytocosmetics
and/or nutraceuticals, the ascorbic acid content, flavonoids and total phenolic compounds, as
well as antioxidant activities of hydroalcoholic extracts of Uncaria tomentosa (cat's claw),
Zea mays (purple corn), Smallanthus sonchifolius (yacon), Lepidium meyenii (maca),
Krameria triandra (ratania) and Physallis peruviana (aguaymanto) were evaluated. The in
vitro antioxidant activities of these extracts were determined by means of DPPH, superoxide
and hydroxyl radicals inhibition assays, as well as through the measurement of their reducing
power and total antioxidant activity. Hydroalcoholic extracts of cat's claw and ratania showed
the highest antioxidant activities, which may be due to their high content of ascorbic acid,
flavonoids and total phenolics.
Key words: antioxidant, DPPH, flavonoids, polyphenols, TEAC

INTRODUCCION
El dafio oxidativo causado por los radicales libres esta relacionado al desarrollo de diversas
enfermedades como la ateroesclerosis, cancer, artritis y otras enfermedades inflamatorias.’
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Existen diversas sustancias sintéticas como el hidroxianisol butilado (BHA) o el
hidroxitolueno butilado (BHT) que son eficientes secuestradores de radicales libres; sin
embargo, dichos antioxidantes sintéticos estan siendo restringidos porque pueden ser
carcinogénicos.”® Por lo tanto, existe un creciente interés en la busqueda de antioxidantes de
origen natural, especialmente provenientes de plantas medicinales y/o alimenticias. En la
mayoria de los casos, la actividad antioxidante de estas plantas se debe principalmente a la
presencia de compuestos fenolicos, los cuales son potentes secuestradores de especies
reacti\{‘as de oxigeno y ademas son capaces de inhibir a enzimas productoras de radicales
libres.

El objetivo del presente estudio fue determinar el contenido de &cido ascorbico, flavonoides y
compuestos fendlicos totales; asi como evaluar la actividad antioxidante de los extractos
hidroalcohdlicos de 6 plantas peruanas: Uncaria tomentosa (ufia de gato), Zea mays (maiz
morado), Smallanthus sonchifolius (yacon), Lepidium meyenii (maca), Krameria triandra
(ratania) y Physallis peruviana (aguaymanto). Con miras a conocer el potencial de estos
productos naturales para el desarrollo de fitocosméticos y/o nutracéuticos, se evalud su
actividad antioxidante in vitro por medio de los ensayos de inhibicion de radicales DPPH,
superoxido e hidroxilo; como también a través de la medicién de su poder reductor y actividad
antioxidante total.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos. Espectrofotdmetro Shimadzu UV/Vis 1240.

Reactivos. 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), reactivo Folin-Ciocalteu, carbonato de
sodio, cloruro de aluminio, nitrito de sodio, hidréxido de sodio, &cido gélico, quercetina, acido
ascérbico, acido metafosférico, 2,6-dicloroindofenol, etanol, 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), persulfato de sodio, Trolox, hexacianoferrato de
potasio, &cido tricloroacético, cloruro férrico, nitroazul de tetrazolio (NBT), NADH,
metasulfato de fenazina (PMS), fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico,
desoxiribosa, peroxido de hidrégeno, EDTA, acido tiobarbitirico, acido tricloroacético,
manitol.

Muestras vegetales. Las muestras vegetales fueron colectadas e idenficadas por el biélogo
Camilo Diaz. Se colect6 corteza de Uncaria tomentosa (ufia de gato), frutos de Zea mays
(maiz morado), tubérculos de Smallanthus sonchifolius (yacon), hipocétilos de Lepidium
meyenii (maca amarilla), raices de Krameria triandra (ratania) y frutos de Physallis
peruviana (aguaymanto).

Preparacion de extractos. Las muestras vegetales secas y molidas fueron extraidas con una
mezcla de etanol y agua destilada (7:3) por 4 dias a temperatura ambiente. Luego de la
filtracion se procedié a evaporar el solvente en un rotavapor a temperatura menor de 40 °C. Los
extractos hidroalcoholicos obtenidos fueron almacenados en la refrigeradora a temperatura
menor de 4°C hastasu uso.

Determinacion de compuestos fenolicos. Se utilizo el método de Folin-Ciocalteu descrito
por Garcia et al.® Se prepar6 una curva de calibracion de acido galico cuyo rango de
concentracion fue de 1-5 mg/L. Los extractos hidroalcohodlicos de las 6 muestras vegetales
fueron evaluados a una concentracion de 0,1 mg/mL. A 100 pL de la muestra se le afiadi6 250
pL de la solucidn de Folin-Ciocalteu (diluido 1 en 2 con agua milli-Q), se sonico por 5 min,
luego se le afiadio 1250 pL de carbonato de sodio al 20% y 400 L de agua ultra pura. Se agit6
vigorosamente, se cubrié de la luz y se le llevd a reposo por 90 minutos a temperatura
ambiente. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 760 nm en un espectrofotometro.
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Las muestras fueron analizadas por triplicado y el contenido de compuestos fendlicos totales
fue expresado en mg de acido galico/g de extracto hidroalcohélico.

Determinacion de flavonoides. El contenido de flavonoides en los extractos
hidroalcoholicos fue determinado mediante el ensayo colorimétrico con AICI,, propuesto por
Ivanovaetal.” A0,5 mL del extracto hidroalcohdlico (a una concentracion de 0,3 mg/mL) se le
afiadio 2 mL de agua destilada y 150 pL de nitrito de sodio. Se dejo reposar por 5 miny se le
afiadio 150 pL de cloruro de aluminio. Se dejé reposar por 6 miny se afiadié 1 mL de hidréxido
de sodio, se mezcld bien'y se completd con agua destilada hasta volumen final de 5mL. Parala
cuantificacién se elaboré una curva de calibracion de quercetina a concentraciones entre 0,18
a 0,36 mg/mL. Las lecturas de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotometro a la
longitud de onda de 510 nm. EI contenido de flavonoides totales fue expresado como mg de
quercetina/g de extracto hidroalcoholico.

Contenido de acido ascorbico. El contenido de acido ascorbico fue determinado de acuerdo
al método descrito por Lung et al.” Se extrajo 20 mg del extracto hidroalcohdlico con 2 mL de
acido metafosforico al 1% por 45 minutos a temperatura ambiente; al cabo de ese tiempo se
filtr6. Se tomd 100 iL de la solucidn anterior y se le agreg6 900 1L de una solucién de 2,6-
dicloroindofenol (cuya absorbancia estaba entre 0,30y 0,35 para asegurar que la lectura de la
muestra se encuentre dentro del rango de las de los estandares), luego de 1 minuto se midié la
absorbancia a 515 nm. El contenido de &cido ascérbico se determind a partir de la recta de
regresion obtenida con el acido ascorbico estandar en las concentraciones de 1, 5, 10, 20, 30,
40y 50 1g/mL. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Actividad antioxidante en el test de DPPH. Se evalud la actividad antioxidante in vitro de
los extractos hidroalcohdlicos mediante el método de Mensor et al.’ Se prepar6 diluciones en
etanol acuoso de los extractos hidroalcohdélicos hasta obtener concentraciones de 0,0 a 150,0
pg/mL. Se mezcl6 1,0 mL de cada unade las diluciones con 0,5 mL de unasolucion 0,3 mM de
DPPH en etanol y se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 30 minutos; al término de los
cuales se procedié a medir la absorbancia de la mezcla a 517 nm. Todas las pruebas se
realizaron por cuadruplicado. Se calculé el porcentaje de actividad antioxidante de cada
muestra de acuerdo a la siguiente formula:

Actividad antioxidante (%) = %100

AC —AM — AB
AC
donde:
AM es laabsorbanciade lamuestra+ DPPH

AB es laabsorbancia del blanco (muestra + etanol)
AC es laabsorbancia del blanco del reactivo (DPPH + etanol).

La concentracion del extracto hidroalcohélico que neutraliza al 50 por ciento de los radicales
de DPPH (EC,, concentracidn efectiva media) se obtiene de la recta obtenida al graficar el
porcentaje de actividad antioxidante versus la concentracion de lamuestra (ig/mL).

Actividad antioxidante total (TEAC). La capacidad antioxidante se determind siguiendo el
método descrito por Hazra et al.” El radical ABTS" fue generado al mezclar un volumen de
solucién 14 mM de ABTS con un volumen de la solucion 4,9 mM de persulfato de sodio y se
incubo durante 12-16 h en oscuridad, para generar el radical ABTS+. La solucién del radical
ABTS se diluyé con agua hasta obtener una absorbancia de 0,70 ( 0,2). Se mezcl6 10 uL de
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los extractos hidroalcoholicos a diferentes concentraciones (0,05 a 10 mg/mL) con 1,0 mL de
lasolucion de radical ABTSy se ley6 laabsorbancia luego de 6 minutos a una longitud de onda
de 734 nm. Se procedi6 de igual manera para medir la actividad antioxidante del estandar
Trolox. Todas las pruebas se realizaron por cuadruplicado.

Se calcul6 el porcentaje de actividad antioxidante total (% AAT) mediante la siguiente
férmula:

%AAT = (Ao-Ar)X100/ Ao

donde:
% AAT=Porcentaje de actividad antioxidante total
Ao =Absorbanciadel control
Am = Absorbancia de lamuestracon ABTS — Absorbancia del blanco
de lamuestra

El blanco consistio de la mezcla de 10 pL del extracto hidroalcoholico con 1,0 mL de agua
destilada. EI control consistio de la mezcla de 10 pL de etanol con 1,0 mL de la solucion de
radical ABTS.

Se calculé el porcentaje de inhibicion de la formacion de radicales ABTS y se graficé como
una funcién de la concentracion. Finalmente, se determind el TEAC (trolox equivalent
antioxidant concentration) dividiendo la pendiente de la grafica de la muestra (extracto
hidroalcohdlico) sobre la pendiente de la gréfica para el estandar Trolox.

Poder reductor. El poder de los extractos de reducir el ion Fe* fue determinado mediante el
método de Hazra et al.’ Diferentes concentraciones (0,0 hasta 0,4 mg/mL) del extracto
hidroalcohdlico (0,5 mL) se mezcl6 con 0,5 mL de solucién amortiguadora de fosfato (0,2 M,
pH 6,6) y 0,5 mL hexacianoferrato de potasio (0,1%), seguido de incubacion a 50 °C en un
bafio de agua durante 20 minutos. Después de la incubacién se afiadié 0,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA) al 10% para terminar la reaccion. Se tom6 1 mL de la solucion y se
mezcld con 1 mL de agua destilada 'y 0,1 ml de solucién de FeCl, (0,01%). La mezcla se dejé
reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 700 nm
contra agua destilada como blanco. Todas las pruebas se realizaron por cuadruplicado. Una
absorbancia superior de la mezcla de reaccidn indica un poder reductor mayor. Se utilizé el
acido L-ascorbico como control positivo.

Inhibicion del radical-anion superéxido. La actividad inhibitoria se evalud usando el
método descrito por Gupta etal.”” Se mezcl6 1 mL de nitroblue tetrazolium (NBT) 156 1M (en
buffer fosfato 100 mM, pH 7,4) con 1 mL de NADH 468 iM (en buffer fosfato 100 mM, pH
7,4) y 0,1 mL del extracto hidroalcohélico o quercetina (a diferentes concentraciones finales
entre 20 a 200 pg/mL), se mezcld y afiadié 0,1 mL de metasulfato de fenazina (PMS) 60 1M
(en buffer fosfato 100 mM, pH 7,4) para iniciar la reaccién. La mezcla se incubé a 25 °C por 5
minutos y se leyd su absorbanciaa 560 nm. Se realiz6 de manera similar un control sin muestra
y se utiliz6 a la quercetina como compuesto de referencia. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

El porcentaje de inhibicion del anién radical superéxido fue calculado como:

%Inh = (A o'Am) X 100/Ao

donde:
A, =Absorbanciadel control (sin muestra)
A,, = Abs. de la mezcla reaccionante con PMS — Abs. de la mezcla
reaccionante sin PMS
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Las EC,, (concentracién efectiva media) se calcularon por analisis de regresion lineal, en
donde la abscisa representa las concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos y la
ordenada el promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres
mediciones independientes.

Actividad antioxidante para el radical hidroxilo. La actividad fue determinada de acuerdo
al método descrito por Ozyiirek et al." Se mezcld 100 iL de buffer KH,PO,~KOH (100 mM,
pH 7,4), 100 L desoxiribosa (15 mM), 50 TL de &cido ascérbico (1 mM), 50 iL H,0, (10
mM), 50 TL de extracto hidroalcohdlico (a las concentraciones finales de 5, 15, 25, 35y 50
Tg/mL), 100 iL FeCl, (500 M) y 50 L EDTA (1mM). La mezcla de reaccion fue incubada a
37 °C por 1 hora. Al final de dicho periodo de incubacién se agregé 500 iL de &cido
tiobarbiturico (TBA, 1% w/v) seguido de la adiciéon de 500 iL de &cido tricloroacético (TCA,
2,8% wi/v). Las soluciones se pusieron en un bafio de agua a 80 °C por 20 minutos para que
desarrolle el color rosado del aducto malondialdehido-acido tiobarbitdrico y luego la
absorbancia se midi6 a 532 nm. Se realizé un control sin muestra y se utilizd al manitol como
compuesto de referencia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se calcul6 el
porcentaje de inhibicidn de formacién de radical hidroxilo de acuerdo a lasiguiente férmula:

% Inhibicién = 100 x (A,-A,)/A,
Donde:
A, = Absorbancia del control (sin muestra)
A,, = Abs. de la muestra con desoxiribosa — Abs. de la muestra sin
desoxiribosa

Las EC,, (concentracion efectiva media) se calcularon por analisis de regresion lineal, en
donde la abscisa representa las concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos y la
ordenada el promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres
mediciones independientes

RESULTADOS Y DISCUSION
Como se observa en la tabla 1, en el ensayo de DPPH los extractos mas activos fueron los de
ratania y ufia de gato (EC,, = 10,45y 12,05 pg/mL, respectivamente), llegando a ser casi tan
potentes como el control positivo, el flavonoide rutina (EC,,=6,43 £ 0.22 ug/mL).
Similarmente, la capacidad antioxidante total o TEAC (trolox equivalent antioxidant
concentration) de los extractos de ratania y ufia de gato fueron mayores que la de los otros
extractos, llegando a ser del 71y 47% con respecto a ladel control positivo trolox (100%).
Para el test de inhibicién del radical superéxido se utilizé como control positivo al flavonoide
quercitina (EC,, = 41,24 + 1,24 pg/mL). Solamente los extractos de ratania y ufia de gato
fueron activos en este ensayo (EC,,=66,02y 124,28 ug/mL, respectivamente).
Los extractos que mejor inhibieron al radical hidroxilo fueron los de ratania y aguaymanto
(EC,,=18,50y 22,95 ug/mL, respectivamente), los cuales fueron inclusive mas activos que el
control positivo manitol (EC,,=39,99+ 1,12 ug/mL) (tabla 1).
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Tabla 1. Actividad antioxidante in vitro de 6 extractos de plantas

DPPH Radical Radical
Extractos ECs TEAC superoxido hidroxilo
etandlicos (ng extracto/mL) ECs, ECs,
(ng extracto/mL) (ng extracto/mL)

Ratania 10,45+ 0,48 0,71+ 0,04 66,02 £ 8,06 18,50 £ 0,78
Ufa de gato 12,05 £ 0,47 0,47 + 0,02 124,28 + 7,16 > 50,00
Maiz 28,89 £0,81 0,18 +0,01 > 200,00 35,02 £2,88
morado
Aguaymanto > 100,00 <0,01 > 200,00 22,95 +3,33
Maca > 100,00 <0,01 > 200,00 > 50,00
Yacon 64,52 + 0,66 0,07 £0,01 > 200,00 34,07 £2,79

En la figura 1 se observa que existe un efecto dosis-respuesta en el poder de los 6 extractos
hidroalcohdlicos evaluados de reducir el ion Fe*. A cualquiera de las dosis evaluadas, los
extractos con mayor poder reductor fueron los de ratania, ufia de gato y maiz morado. A
concentraciones mayores de 0,2 mg/mL, los extractos de ratania y ufia de gato fueron
inclusive mas activos que el cido ascorbico (control positivo).
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0.600
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0.300
0.200
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0.000

0.06 0.13 0.20 0.27 0.34 0.40

Concentracion (mg/mL)

Figura 1. Poder reductor: Comparacion de las absorbancias del acido ascorbico (1) con
los extractos de ratania (2), ufia de gato (3), maiz morado (4), aguaymanto (5), maca (6)
y yacon (7) a diferentes concentraciones (mg/mL)
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La alta actividad antioxidante mostrada por los extractos hidroalcohdlicos de ratania, ufia de
gato y maiz morado parece deberse a su gran contenido de sustancias antioxidantes. Estos tres
extractos fueron precisamente los que mostraron mayor concentracion de acido ascérbico,
flavonoides y compuestos fendlicos totales (tabla 2); que son sustancias con reconocida
actividad antioxidante.

Tabla 2. Contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides y &cido ascérbico en 6
extractos de plantas

Acido
Extractos Fendlicos totales Flavonoides ascorbico
hidroalcohdlicos (Mg éc. galico/g extracto) (mg quercetina/g (mg/100 g
extracto) extracto)
Ratania 30,1 +0,20 127,87 £ 0,02 203,39 + 6,48
Ufa de gato 17,3+0,01 79,39 £ 0,04 304,23 + 3,93
Maiz morado 33,2+ 3,40 48,40 £ 0,03 142,86 £ 7,32
Aguaymanto 9,4+0,04 12,72 + 0,00 < 45,00
Maca 9,3+0,01 14,66 + 0,00 < 45,00
Yacon 12,8 £0,02 27,21 £ 0,00 < 45,00

Una decoccion de corteza de ufia de gato mostrd una alta actividad antioxidante en el test de
inhibicion de radicales DPPH, hidroxilo y peroxilo. Segin Goncalves et al., la actividad
antioxidante de la ufia de gato se deberia principalmente a la alta concentracién de
proantocianidinas.” La capacidad antioxidante de extractos de ufia de gato ha sido también
demostrada por Pilarski et al., quienes concluyeron que el extracto hidroalcohdlico al 50% es
mas activo que el extracto acuoso en el test de inhibicion de radicales superdxido y peroxilo,
asi como en su capacidad antioxidante total (TEAC).”

Carini et al, evaluaron el extracto de ratania, estandarizado en su contenido de lignanos, y
mostraron que es capaz de proteger a los queratinocitos del dafio causado por radiacion UV-
B." Esta propiedad, en asociacion con su alta capacidad antioxidante, hace del extracto de
ratania un buen candidato para el desarrollo de bloqueadores de origen natural.

CONCLUSIONES
De las seis plantas evaluadas en el presente estudio, destacan las altas actividades in vitro en
los ensayos de inhibicion de radicales DPPH, superdxido e hidroxilo; poder reductor y
actividad antioxidante total de los extractos hidroalcohdlicos de corteza de Uncaria
tomentosa (ufia de gato) y de raiz de Krameria triandra (ratania), los cuales muestran un gran
potencial para el desarrollo de nutracéuticos y/o fitocosméticos.
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