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RESUMEN

La tendencia mundial sobre la investigacion de antioxidantes en frutos se encuentra en aumento.
Lo anterior se debe a los efectos potenciales que los metabolitos con actividad antioxidante (AA)
ejercen a la salud. Existen datos que presentan la AA de diversos frutos, entre ellos se encuentran
los pertenecientes a la familia de las Rosaceae. Sin embargo, aln existe deficit de informacion
respecto a la AA de diferentes variedades de frutos pertenecientes a las Rosacéas, dentro de éstas
la ciruela Prunus domestica. Por tanto, el proposito del presente proyecto fue evaluar la AA en
epidermis del fruto de ciruela. Para ello, se cuantifico el contenido de polifenoles totales,
carotenoides y se emplearon metodos colorimetricos, para determinar la AA, como 2,2-difenil-1-
picrilhidracil (DPPH) y sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS).

Para determinar polifenoles totales y carotenos se utilizo la epidermis del fruto. En DPPH y
TBARS se trabajo con siete extractos (n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol,
metanol y acido) provenientes de la epidermis. Durante la evaluacion de la AA se compararon los
extractos obtenidos de la epidermis del fruto de ciruela que presentaron mayor AA contra
antioxidantes de referencia (quercetina, acido caféico, a-tocoferol y &cido ascorbico). Los
resultados para polifenoles fueron 1.62 mg de equivalentes de acido galico por g de muestra en
peso seco. En cuanto a carotenos la ciruela contiene 5.73 ug/g en epidermis. En los resultados de
DPPH y TBARS para ambos ensayos los extractos con mayor actividad fueron etanol, metanol y
acido. Finalmente, al comparar contra antioxidantes de referencia en todos los casos los extractos

mas activos tuvieron una AA inferior.



1.0 INTRODUCCION

Las plantas son organismos eficientes para sintetizar compuestos a través de la fotosintesis.
Dentro de los compuestos que las plantas producen se encuentran los metabolitos primarios y
secundarios. Por un lado, los metabolitos primarios (hidratos de carbono, lipidos, proteinas y
acidos nucleicos) se caracterizan por su amplia distribucién con la finalidad de garantizar el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Por otro lado, los metabolitos secundarios (MS) tienen
una distribucion limitada, se presentan en grupos especificos de organismos y, por tanto,
expresan individualidad de especies. Regularmente se observan niveles de 1-3% de MS en

plantas, en peso seco.

Los MS han sido empleados como pigmentos, saborizantes, fragancias, estimulantes,
alucinogenos, antiinflamatorios y antioxidantes, entre otros, sin embargo, sus funciones putativas
aun son tema de controversia (Schwab, 2003). Uno de los principales grupos de MS que
presentan AA lo constituyen los compuestos fendlicos, entre éstos los flavonoides. Esta actividad
se debe a diferentes mecanismos: atrapar a radicales libres, quelar metales, inhibir enzimas
responsables de la generacion de radicales libres, también para activar mecanismos de defensa y

proteger a sustratos oxidables.

Algunos compuestos fendlicos han sido identificados en plantas de la familia Rosaceae, en ésta
se encuentra el género Prunus. En el cual no existen evidencias suficientes respecto a los
metabolitos existentes con actividad biologica, especificamente AA (Deineka, 2005). En la
exploracion para identificar MS existe interés concreto por aquellos con actividad biologica. La
literatura describe diversas pruebas bioldgicas, in vitro e in vivo, que son utilizadas para evaluar

la actividad bioldgica en extractos de plantas (Phillipson, 2007).



1.1 Ciruela

La ciruela corresponde al género Prunus, perteneciente a la familia Rosaceae. Esta incluye
numerosas especies de arboles frutales conocidas como "frutos piedra” (debido a que la semilla
se encajona dentro de un endocarpo duro). La mayoria de las ciruelas cultivadas comercialmente
pertenecen a dos grupos: Japonesa y Europea. Dentro de éstas, nectarina (P. persica L.), ciruela
japonésa (P. salicina Lindl.) ciruela europea (P.domestica L.), etc. (Pua y Davey 2007). El
origen de Prunus domestica de acuerdo a Crane y Lawrence (1956) fue en Asia Menor como un
hibrido entre P. cerasifera (ciruela Mirobaléan) y P. spinosa L. Sin embargo, nuevos trabajos
citolégicos indican que P. domestica puede ser descendiente de P. Cerasifera (Hancock, 2008).

La clasificacion taxonomica para P. domestica es la siguiente:

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Rosales

Familia Rosaceae

Género Prunus

Subespecies Prunus domestica ssp. Domestica (SIIT™), Figura 1

Figura 1. Prunus domestica

La parte comestible de la fruta es el mesocarpo jugoso. Su floracion se determina por la
temperatura durante el invierno y la primavera. Ademas, resulta importante considerar la

diversidad de factores clave en la aceptacién de ciruelas por los consumidores, incluidas el
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atractivo, tamafio, firmeza, buen sabor y textura (Hancock, 2008). Otros rasgos importantes del
fruto son sus propiedades nutrimentales: fibra, minerales (Na y K), vitaminas (por ejemplo Ay
C), compuestos fendlico, etc. Por un lado, los compuestos fendlicos en ciruela pueden retrasar la
absorcion de glucosa e inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad in vitro, y por lo
tanto sirven como agentes preventivos contra enfermedades cronicas como diabetes, enfermedad
cardiaca y cancer. Por otro lado, entre los efectos generales a la salud que la ciruela proporciona
se encuentra: actla contra el estrefiimiento, mantiene saludables a los huesos, auxilia contra el
estrés oxidativo, efecto antitumoral y antimicrobiano (Stacewicz- Sapuntzakis y cols., 2001; Lee
y cols., 2008).

1.2 Antioxidantes

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que en bajas concentraciones, comparadas a
las de algin sustrato oxidable (proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucléicos), retrasa o
previene significativamente la oxidacion de eéste (Carr y Frei, 1999). Igualmente, los
antioxidantes se definen como compuestos que protegen el sistema celular de efectos
potencialmente perjudiciales en procesos que puedan causar una oxidacion excesiva (Posada-
Jaramillo y cols., 2003). La capacidad de los antioxidantes naturales para reaccionar con los
radicales libres los hace de interés especial (Miller y cols., 2000). Los antioxidantes efectdan las

siguientes funciones

e Disminuir la concentracién de oxidantes.
e Evitar la iniciaciéon de la reaccion en cadena de formacion de radicales libres.
e Unirse a iones metalicos para evitar la formacion de especies reactivas.

e Transformar peroxidos en productos menos reactivos (Dorado y cols., 2003).

Los antioxidantes de acuerdo a su origen se clasifican en enddgenos (enzimas antioxidantes,
glutatién, albumina, transferrina, ceruloplasmina, haptoglobulina, hemopexina, acido drico y
bilirrubina), y exogenos, obtenidos a través de la alimentacién (vitamina E, C, carotenoides y
compuestos fenolicos) (Fitd y cols., 2003). A continuacion se proporciona informacién acerca de

cada uno de los tipos de antioxidantes.



Antioxidantes enddgenos:

Superoxidos dismutasas: Se encuentran a nivel citoplasmatico y mitocondrial, requieren cobre,
zinc y manganeso para catalizar la remocion de los radicales superdxido.

Catalasas: Remueven el per6xido de hidrégeno, actuando junto con hierro.

Glutation peroxidasas: Se encargan de remover hidroperédxidos lipidicos y dependen de selenio
(Duthie GG y Bellizzi 1999).

Albumina: Vehiculo para el transporte de iones metalicos y acidos grasos libres. Se considera
como un antioxidante indirecto debido a su capacidad para enlazarse de forma especifica a
radicales libres. Las funciones que ejerce son: inhibir la peroxidacion de lipidos ion-dependiente,
inhibir la formacién del radical hidroxido. Ademas, puede ayudar a detener iones de cobre
provenientes de la acelerada peroxidacion de lipoproteinas de baja densidad (Delimaris y cols.,
2007).

Transferrina: Constituye una de las principales proteinas antioxidantes, se sintetiza por diversos
tejidos incluyendo el cerebro. Este antioxidante se encuentra principalmente en el suero
sanguineo, pero tambien se sitla a bajas concentraciones en otros fluidos del organismo. Su
principal funcion es el transporte de hierro a las células de proliferacion. (Chauhan y cols., 2004).
Ceruloplasmina: Es una a2-glicoproteina del suero que transporta el 95% de cobre en sangre.
Esta actlia como ferroxidasa, superoxido dismutasa y protege de los radicales libres de oxigeno a
los acidos grasos poliinsaturados presentes en las membranas celulares de la sangre (Chauhan y
cols., 2004).

Haptoglobinas: Son glicoproteinas encontradas en la fraccion al-globulina del suero sanguineo,
las cuales corresponden a la fase aguda de las proteinas (Gutteridge, 1987). Tienen una crucial
importancia contra la induccion del estrés oxidativo ocasionado por hemoglobina y previene el
desprendimiento del hierro de la misma (Tseng y cols., 2004).

Hemopexina: Considerada antioxidante por su alta afinidad por la hemoglobina y el grupo hemo.
Ejerce su accion antioxidante al prevenir la catalisis del grupo hemo y evita la produccién de
radicales libres.

Acido Urico: Es un poderoso atrapador del oxigeno singulete, radical peroxilo e hidroxilo,

también es un eficaz eliminador del ozono y del acido hipocloroso (Amez y cols., 1981).



Bilirrubina: Se demostré que en presencia de estrés oxidativo la bilirrubina supera al a-tocoferol
como protector contra la peroxidacion de lipidos. Ademas, en el plasma la bilirrubina puede
actuar sinérgicamente con la vitamina E, para proteger la membrana lipidica de la peroxidacion
(Berrahal y cols., 2007).

Antioxidantes exdgenos

Vitamina E: Antioxidante liposoluble mas importante, detiene la accion de radicales libres y
finaliza la peroxidacion lipidica. La molécula de vitamina E incluye cuatro tocoferoles (a, B, vy, d)
y cuatro tocotrienoles (o, B, v, 0). Especificamente, el a-tocoferol (precursor de la vitamina E),
Figura 2, presenta elevada actividad antioxidante y se considera de mayor abundancia en la
naturaleza. Los tocoferoles y tocotrienoles reaccionan con radicales libres como el radical
peroxilo y oxigeno singulete molecular (Thakur y Srivastava, 1996, Brigelius-Flohe y Traber,
1999).

CHs
CHs CHs CHj CHj

|
fr)— ) o) L o) e
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OH

CHs
Figura 2. Estructura de la vitamina E.

Acido ascorbico (Figura 3): Es un donador de electrones y agente reductor. Dona dos electrones
de su doble enlace entre el segundo y tercer carbono. Al donar estos electrones previene la
oxidacién de otros compuestos. Por tanto, el &cido ascorbico se convierte en radical libre (RL),
sin embargo, se encuentra en una forma estable y ausente de reactividad con un tiempo medio de

vida de 10” segundos (Sebastian y cols., 2003).
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Figura 3. Estructura de la vitamina C

Carotenoides: Son los pigmentos responsables de la coloracién (desde amarillos a rojos) de
frutas y vegetales. Estos compuestos son los principales y mas efectivos inhibidores naturales de
radicales libres (Figura 4), especificamente del oxigeno singulete (Voutilainen y cols., 20086,

Marinova y cols., 2007).

NN N

Figura 4. Estructura del p-caroteno

Compuestos fenolicos: Son un grupo de compuestos de naturaleza quimica heterogénea, cuya
principal caracteristica es la de poseer al menos un grupo hidroxilo. EI modo de accion respecto a
la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se relaciona con una o mas de las siguientes
funciones. Capturar radicales libres, agentes reductores, formacién de complejos con metales y
extinguidores de la formacidn de oxigeno singulete. La mezcla de compuestos fendlicos puede
actuar en forma sinérgica con las vitaminas funcionando como protectores y regeneradores de

antioxidantes.

La ingestion diaria de flavonoides en paises occidentales se estima en el orden de 0.5y 1 g, puede
ser menor afectando su actividad antioxidante, debido a que la cantidad absorbida y metabolizada

es mucho menor a la ingerida (Ross, 1999).



Antioxidantes en la industria

La presencia de oxigeno puede ocasionar rancidez en alimentos, esto genera la formacion de
productos toxicos, degradacion del color, sabor y valor nutritivo de alimentos. Por ello los
antioxidantes finalizan las reacciones de oxidacién. Por ejemplo, los antioxidantes previenen o
limitan el enranciamiento de grasas y alimentos que las contengan. Los estabilizan mediante la
prevencion o inhibicion de oxidacion de grasas no saturadas y aceites, colores y sabores. Los mas
utilizados son los antioxidantes sintéticos BHA (butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno),
TBHQ (hidroxiquinona de butilo), y galato de propilo. Estos pueden ser utilizarse solos o en
combinacion con uno u otro aditivo para el control de la oxidacién. También, evitan la oxidacién
de grasa contenida en alimentos (hasta el 0,02% de la grasa) al adicionarlos en envases de
alimentos, por ejemplo en cajas de cereales de grano entero. Otro grupo de antioxidantes se
producen de forma natural, como el acido ascorbico (vitamina C), tocoferoles (vitamina E), acido

citrico, y algunos compuestos fenolicos.

Ejemplo de la adicién de antioxidantes en alimentos son aceites y grasas, cuya estabilidad
oxidativa puede ser influenciada por muchos factores, como luz, iones metalicos, oxigeno,
temperatura y enzimas. La adicion de antioxidantes a aceites previene o disminuye la oxidacion
de los mismos. Tradicionalmente, antioxidantes como BHA y BHT, se utilizan como
antioxidantes en aceites comestibles. Sin embargo, algunas investigaciones han demostrado que

estos compuestos son toxicos para animales experimentales.

De igual manera, los procesadores de carne afiaden ascorbato de sodio o eritrobato sodico para
curar la carne, mantener su color e inhibir la produccion de nitrosaminas a partir de nitritos. El
acido etilendiamino tetracetico (EDTA) puede utilizarse como un antioxidante debido a sus

propiedades.

Por lo tanto, el uso de antioxidantes naturales actualmente se traduce en una tendencia respecto a
su investigacion y aplicacion industrial. Varios compuestos, incluyendo palmitato de ascorbilo,

tocoferol, catequina, extracto de romero, y fosfolipidos se han investigado y la mayoria de ellos



fueron mas efectivos que BHA y BHT en la disminucion de la oxidacion de lipidos (Yan-Hwa y
Hsia-Fen, 1999, Vaclavik y Christian, 2008, Xiu-Quin y cols., 2009).

1.3 Radicales libres

Un radical libre (RL) se define como aquella molécula que en su estructura presenta un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion que genera una alta
inestabilidad. Los RL son generados continuamente como un producto del metabolismo normal
de cada célula en condiciones fisiol6gicas. Se inactivan por mecanismos enzimaticos y de

atrapamiento (Auroma, 1999).

La presencia de uno o mas electrones desapareados ocasiona que la especie sea atraida por un
campo magnético, y ocasiona alta reactividad. Los RL pueden formarse por la pérdida de un solo
electron de una especie no-radical, o por el incremento de un solo electron por un no-radical.
Estos pueden ser formados cuando se rompe un enlace covalente y uno de los atomos de cada par
se queda con un electron, un proceso conocido como fisién homolitica. Si A y B se consideran
dos atomos covalentemente enlazados (representando un par de electrones), la fisibn homolitica

puedes expresarse cComo:

A:B — = A +B-

Otro proceso para la formacion de RL es la fision heterolitica en la cual un &tomo recibe ambos
electrones, cuando un enlace covalente se rompe. La energia requerida para disociar el enlace
covalente puede ser originada por calor ¢ radiacion electromagnética. La fision heterolitica se

expresa en el siguiente ejemplo: (Halliwell y cols., 1989).

©
®

X _— X

A xB A +Bx

Ejemplos para ilustrar la formacion de radicales libres son aquellos en los que interviene el

oxigeno, especies reactivas del oxigeno (ERO). Este solo puede intervenir en reacciones

univalentes y aceptar los electrones de uno en uno (Rodriguez y cols., 2001). Cuando un electrdn

reduce la molécula de oxigeno se produce el radical superéxido (O’ mediante:



Este radical constituye una especie quimica altamente reactiva, es inestable en soluciones
acuosas, reacciona con ella misma y mediante una reaccion simultanea produce peréxido de

hidrégeno (H,0,) y oxigeno molecular (Oy).

O, + 0O+ 2H" ----- > H,0,+0,

El H,O, constituye un peligro potencial para las células, debido a que atraviesa con facilidad las
membranas bioldgicas y es a partir de éste que se origina el radical hidroxilo. Este radical se
forma por la reduccion del oxigeno molecular por tres electrones y se considera una de las
especies mas reactivas conocidas con una vida y accion corta (Parker y cols., 1999). Las especies
reactivas pueden ser generadas por sistemas bioldgicos, por ejemplo autoxidacion de moleculas

pequefias (citoplasmaticas), oxidacién de hemoglobina y mioglobina, entre otros.

Generacion de especies reactivas por sistemas biologicos

Los sistemas bioldgicos producen especies reactivas, muchas de las cuales son productos
intermedios de diversas reacciones enzimaticas que resultan beneficas para el organismo. A
continuacion se describen los principales sistemas bioldgicos capaces de generar especies

reactivas de oxigeno (ERO):

Fuentes enddgenas o sistemas intracelulares

e Autoxidacion de moléculas pequefias: El producto final de la autoxidacién de moléculas
citoplasméticas es el O3, que por otras reacciones de dismutacion espontanea o
enzimatica pueden dar lugar a peréxido de hidrégeno (H,0,). Entre estas moléculas estan

los iones divalentes, tioles, quinonas, catecolaminas y flavinas.



Oxidacion de hemoglobina y mioglobina: Produce radicales libres de oxigeno. La
molécula de hemoglobina oxigenada se puede descomponer y dar lugar al Oy hemo-
Fe®*; de esta forma la hemoglobina ya no puede transportar oxigeno.

Actividad enzimética: En su proceso catalitico algunas enzimas como la dihidroorato
deshidrogenasa, triptéfano deshidrogenasa, xantina oxidasa y 6xido nitrico sintetasa. En
algunos casos los RL que se forman regulan las vias metabolicas en las que participan.

Peroxisomas: Estos organelos del citosol contienen gran cantidad de oxidasa que genera
H.0,, éste es depurado por las catalasas y finalmente se transforma en agua.

Leucocitos polimorfonucleares: Constituyen una fuente muy importante, pues en sus
membranas tienen la enzima NADPH oxidasa y la mieloperoxidasa implicadas en la
destruccion fagocitica de bacterias mediante la produccion de O’, OH, H,0O, y oxigeno

singulete.

Transporte mitocondrial: Representa la mayor fuente de O en este proceso la accion de
la citocromo oxidasa impide la liberacion de ERO al catalizar la reduccion del oxigeno
molecular con cuatro electrones y cuatro protones para dar dos moléculas de agua (Figura
5).
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NADH + H*

Oxidacién no enzimatica: NAD
La fuga de un solo electrén al

0, genera radicales superdéxido.
0,

2H,0 4H'+ O,+4e

Bajo el control enzimatico del
Citocromo oxidasa, el O, acepta
un electréon, acumulando 4 ATP
hidrégenos para la produccién de

ADP + Pi

2 moléculas de agua. ATP sintasa

Figura 5. Generacion de superoxido en la cadena de transporte de electrones

Fuentes exdgenas de especies reactivas de oxigeno

e Radiacion ionizante.

e Radiacion ultravioleta.

e Toxicidad por xenobioticos: tabaco, antimicrobianos, alimentos (lipidos oxidados y otros

productos del ahumado) farmacos anticancerigenos y otros medicamentos.

En la Figura 6 se muestra la generacion de radicales libres.
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Metabolismo celular
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Figura 6. Fuente de radicales libres

Efecto de radicales libres (RL) a biomoléculas

Numerosos estudios han mostrado la relacion de los RL en la etiologia de diversas patologias.
Dada su alta inestabilidad atomica los RL reaccionan con biomoléculas (proteinas, carbohidratos,
lipidos y acidos nucléicos), desestabilizando los sistemas bioldgicos. De igual manera provocan
la oxidacion de la biomolécula en cuestion y provocan la pérdida de su funcion especifica en la
celula.

Proteinas: La oxidacion de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina y
metionina da lugar a la formacion de entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacion de
la proteina y produccion de grupos carbonilos que impiden el cumplimiento de algunas funciones
especificas de cada proteina como transporte i6nico de membranas, receptores, mensajeros
celulares y enzimas reguladoras del metabolismo. De igual manera los enlaces peptidicos son
susceptibles de dafio por estas sustancias, lo cual genera su rompimiento.

Carbohidratos: Estas moléculas son menos sensibles al ataque de los RL. Aun asi, los
monosacéaridos pueden reaccionar con el radical hidroxilo y producir sustancias reactivas. Por su
parte, los polisacaridos cuando son atacados por las ERO pueden fragmentarse para producir

moléculas mas pequefias; este es el caso del acido hialurénico que es un glicosaminoglicano
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(constituido por aminoazucares) que al sufrir el ataque de radicales hidroxilo da como resultado
una disminucidn del liquido sinovial de las articulaciones.

Lipidos: Los RL hidroxilo, perhidroxilo y el oxigeno singulete reaccionan con los acidos grasos
de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de la membrana celular, para formar finalmente
hidroperoxidos lipidicos. El proceso se inicia cuando la especie reactiva toma un atomo de
hidrégeno de uno de los carbonos metilenos de cadena hidrocarbonada, dando origen a un RL
lipidico. La oxidacion lipidica tiene caracteristica de ser una reaccion en cadena, en la que, el
acido graso oxidado se transforma en un radical de acido graso capaz de oxidar a otra molécula
cercana al mismo (Figura 7). Los productos finales de la peroxidacion lipidica como alcohol o
aldehidos pueden difundirse a sitios diferentes de donde se originaron y alterar la permeabilidad
vascular, la respuesta inflamatoria o la quimiotaxis.

Acidos nucleicos: El dafio sobre el ADN genera cambios en la secuencia normal de las bases.
Dichas modificaciones producen reacciones de entrecruzamiento y ruptura de la hebra del ADN.
Cuando el dafio es muy grande y no puede ser reparado por los sistemas biologicos, se produce
una mutacion o la muerte celular espontanea (apoptosis). Es mas susceptible el ADN
mitocondrial a los radicales libres que el ADN nuclear por no tener en su estructura histonas

unidas (Posada-Jaramillo y cols., 2003).
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Figura 7. Proceso de lipoperoxidacion lipidica (Posada-Jaramillo y cols., 2003)
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1.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre las moléculas de alto potencial oxidante
denominadas especies reactivas de oxigeno, (en su mayoria radicales libres) y el sistema de
defensa antioxidante. El estrés oxidativo esta relacionado con el envejecimiento y la patogénesis
de més de cien padecimientos crénico degenerativos relacionados con la edad, tales como la
diabetes mellitus Il, enfermedad de Alzheimer, hipertension arterial, enfermedad de Parkinson,
cataratas y cancer, entre otros, de ahi la importancia de su estudio (Ada y cols., 2003). Se ha
determinado que los metabolitos secundarios contribuyen a contrarrestar los efectos del estrés

oxidativo.

1.5 Metabolitos secundarios

En las plantas el metabolismo secundario tiene una participacion primordial en la supervivencia
de éstas en su ambiente. Algunos ejemplos de la importancia de los metabolitos secundarios son
la atraccion de polinizadores, defensa contra depredadores y enfermedades, entre otros.
Numerosos metabolitos secundarios tales como alcaloides, antocianinas, flavonoides, quinonas,
lignanos, esterioides, y terpenoides, tienen aplicacion comercial como drogas, pigmentos,
saborizantes, fragancias, insecticidas, etc. (Verpoorte y cols., 2002). En la Figura ocho se observa
la ruta de biosintesis de los metabolitos secundarios (Nakanishi, 1974). Uno de los principales

grupos de metabolitos secundarios son los compuestos fenolicos.

Compuestos fendlicos

Estos metabolitos se caracterizan por tener un anillo aromatico y uno o mas sustituyentes
hidroxilo (Robards y cols., 1999). Se encuentran cominmente en plantas comestibles y no
comestibles. Los compuestos fendlicos son importantes para el crecimiento, desarrollo normal de
las plantas y como defensa contra infecciones y lesiones. En plantas dafiadas los compuestos
fendlicos pueden tener un efecto importante sobre la estabilidad oxidativa y la seguridad

microbiana (Karakaya y cols., 2001).
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Entre los alimentos que contienen compuestos fendlicos se encuentran las bayas (Rubus), ciruela
(Prunus domestica), manzana (Malus pumila), durazno (Prunus persica), pera (Pyrus comunis) y
uva (Vitis spp.), solo por mencionar algunos (Robards y cols., 1999). En la Tabla 1 se presentan

otros alimentos que contienen compuestos fendlicos.

Tabla 1. Compuestos fendlicos presentes en frutos y cereales.

Compuesto fendlico Fuente alimenticia
Acidos fendlicos
Acidos Chabacano, ardndanos, peras, cerezas, citricos, durazno, ciruelas
hidro’xinamicos
Acidos
hidroxibenzoicos Arandanos
Flavonoides
Antocianinas Arandanos, grosellas rojas y negras, cerezas, uvas y fresas, solo por
mencionar algunas
Chalconas Manzanas
Flavanoles Manzanas, arandanos, uvas
Flavanonas Frutas citricas
Flavonoles Manzanas, judias, ardndanos
Flavonas Citricos
Isoflavonas Soya
Taninos Uva
Condensados Manzana, uvas, durazno, ciruelas y peras
Hidrolizables Granada, frambuesa

Fuente: Naczk y Shahidi, 2006

Flavonoides

Los flavonoides son uno de los grupos mas amplios de compuestos fendlicos. Estan ampliamente
distribuidos en frutas y vegetales, por ejemplo té negro, café, cocoa, cerveza, vino rojo, fresa,
cereza, frambuesa, arandanos, etc. Pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta

compuestos muy polimerizados. Existen doce subclases de flavonoides (Figura 9) con un total de
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5000 compuestos, todos presentan un esqueleto hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6 (difenil-
propano) derivado del &cido shikimico y restos de acetato. Entre las doce subclases de
flavonoides se encuentran las antocianinas (Pérez-Trueba, 2003).

Acidos nucleicos

Azucares Polisacéridos
¢ Glicosidos
Otros derivados de azUcar

v

- Glicolisis
Co, — | Ciclo pentosa
+ Fosfato
H,O COOH
COOH ] Fenolicos
| / oH : OH
C —op :
|| o OH
CH, "
Fosfoenolpiruvato Acido shikimico
Aminoacidos Péptidos
aromaticos Proteinas
MeCOSCoA > Aminoacidos Alcaloides
alifaticos
~
Acetoacetil CoA l
Malonil-CoA Ciclo TCA
M \ Acidos grasos
N > 9

» Acetogeninas
(policetidos)

»

» Esteroides

COOH OH CH,OH

Acido mevalonico

Figura 8. Biosintesis de metabolitos secundarios (Nakanishi, 1974).
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Dentro del grupo de los flavonoides se encuentran las antocianinas que se comportan como

indicadores &cido-base debido al proceso que se muestra en la Figura 10.

=
H@
OGli OGli
Cation de cianina Base de la cianina Anién de la cianina
(pH=3, rojo) (pH=8.5,violeta) (pH=11,azul)

Figura 10. Cambio de coloracién de antocianinas respecto al pH. A pH acido presentan
coloraciones rojas, violetas y moradas; mientras que a pH alcalino presentan coloraciones verdes
0 azules (Martinez, 2005).

1.6 Propiedades bioldgicas de flavonoides y antocianinas

Dentro de las propiedades biologicas de los flavonoides esta su funcion como agentes
hepatoprotectores. En Smilax glabra (Liliaceae) fue identificado el flavanonol (Figura 11),
dihidroquercetina 3- ramnosida.

OH

HO

oH O

Figura 11. Estructura quimica del flavanonol
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En China, Artemisia annua (Compositae) es utilizada tradicionalmente para el tratamiento de la
malaria. El principio activo ha sido identificado como sesquiterpeno lactona, artemisina
(Harborne y Williams, 2000).

Las antocianinas ostentan al igual que los flavonoides diversas propiedades bioldgicas.La
estructura quimica general de las antocianinas se muestra en la Figura 12, ademas poseen
conocidas propiedades farmacoldgicas y son utilizadas por los seres humanos para diversos
propositos terapéuticos, un ejemplo es su propiedad antimutagenica.

Figura 12. Cation flavilio. Los sustituyentes R1 y R2 son H, OH, 0 OCH3; R3 es un glicosil o H;

y R4 es un glicosil.

Un ejemplo lo constituye Vaccinium myrtillus que ha sido administrado via oral y por inyeccion
intramuscular o intravenosa para reducir la permeabilidad y fragilidad vascular. De igual manera,
existen datos acerca de la actividad antioxidante de fracciones provenientes de vino rojo Italiano
(mostro efectividad al inhibir la oxidacidén de lipoproteinas y agregacion plaquetaria) (Kong y
cols., 2003).

Existen datos disponibles para Prunus salicina, en la cual, han sido identificadas diversas
antocianinas como cianidina-3 glucésido, cianidina 3-rutinosida, cianidina 3-galactosido y
cianidina 3-acetil-glucosido (Figura 13). De igual manera, en dos cultivos de ciruela Azlcar y

Presidente se identificaron cianidina 3-glucosido, cianidina 3-rutinosida y un compuesto de
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antocianina sin identificar. Asi mismo, cinco antocianinas (cianidina 3-galactosidasa, cianidina 3-
glucosido, cianidina 3-rutinosida, cianidina 3-xilosida y cianidina 3-(6"-acetoil) glucésido))
fueron identificadas en una muestra de ciruelas proveniente de un mercado de Estados Unidos
(Usenik y cols., 2008, Piga y cols., 2003).

OH

OH
OH

OR

OH 0

R=galactosido
R=glucosido
R=rutinosido

Figura 13. Estructura de antocianinas identificadas en Prunus salicina

Todos los efectos que ejercen las antocianinas listadas arriba pueden ser explicados por diversos

mecanismos antioxidantes, incluyendo la donacion de hidrégeno y quelatacion de metales.
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1.7 Teécnicas para la evaluacion de la actividad antioxidante

Determinacion de carotenoides: Es un método espectrofotométrico que se basa en la
disolucién de carotenoides en un volumen exactamente conocido de una mezcla de
disolventes (hexano/acetona/etanol), para posteriormente determinar cuantitativamente el
contenido de carotenoides, por razén de la medicion de la absorbancia a 450 nm. El
calculo de carotenos se realiza usando el coeficiente de extincién del p-caroteno y se
expresa en pg/g.

Determinacion de fenoles totales (FT): EI método espectrofotométrico desarrollado por
FOLIN y CIOCALTEAU, para la determinacion de fenoles totales, se fundamenta en su
caracter reductor y es el mas empleado. Se utiliza como reactivo una mezcla de acidos
fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico, que se reducen al oxidar los
compuestos fendlicos, originando Oxidos azules de wolframio y molibdeno. La
absorbancia del color azul se mide a 765 nm. Los resultados se expresan en mg de &cido
galico por 100 g de pulpa de frutos (Folin y Ciocalteau, 1927).

Método 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH): Este método, desarrollado por Brand-
Williams y cols. (1995), se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm
radical DPPHe, por antioxidantes. Con modificaciones el método descrito por Kim y cols.
(2002), se basa en la medida de la absorbancia del radical DPPH« disuelto en etanol.
Método de la sustancia reactiva al acido tiobarbiturico (TBARS): Durante la peroxidacion
de lipidos los peroxidos lipidicos son formados con una subsecuente produccion de
radicales peroxido, seguidos por una fase de descomposicion a la produccion de aldehidos
tales como hexanal, malondialdehido y 4-hidroxinonenal. Este método es basado en la
deteccidén de productos estables que se forman entre aldehidos y acido tiobarbitarico
(TBA) en la fase acuosa. La produccion de TBARS es medida espectrofotométricamente
a 535 nm. (Tsao y Deng, 2004).
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2.0 ANTECEDENTES

2.1 Actividad antioxidante en epidermis

La epidermis de frutos a menudo constituye la parte de residuos. En general, éstos no han
recibido atencion con fin a ser utilizados o reciclados en lugar de desecharlos. Esto se debe a la
falta de alguna aplicacion comercial. Fracciones de cascara y semillas de algunos frutos tienen
mayor AA que pulpa. Por ejemplo, la cascara de granada tiene una mayor AA que su pulpa. Se
inform6 que la cascara de manzana ayuda a disipar el exceso en el flujo de fotones absorbidos y
especies reactivas del oxigeno (Okonogi y cols., 2007). Ademas la epidermis de manzana en las
variedades Idared, belleza de Roma, Cortland y Golden Delicious contiene mayor AA que pulpa

y epidermis con pulpa (Wolfe y cols., 2003).
2.2 Analisis cuantitativo de Compuestos fenolicos
Kim y col. (2003), analizaron once variedades de ciruela. El rango de polifenoles totales (PT)
fue de 125 a 372.6 mg de &cido galico/ 100 g de muestra. Siendo el promedio de polifenoles

reportado de 192.1 mg de &cido galico/100 g de muestra (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de fenoles en diferentes variedades de ciruela

Cultivo/variedad Fenoles totales en mg de equivalentes
Autumn Sweet 229.5+3.9
Beltsville Elite B70197 3726+75
Castleton 176.4 + 1.8
Early Magic 143.1+£2.0
Empress 187.0+ 2.1
Longjohn 216.2+ 1.8
Mirabellier 136.8 + 2.3
NY 6 162.8+ 1.6
NY 9 125.0 + 2.3
NY 101 181.9+2.2
Stanley 181.3+4.6
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Los diferentes niveles de PT de las variedades en la Tabla 3 posiblemente son resultado del

origen geografico de los cultivos, temporada y otras practicas de agricultura.

Proteggente y cols. (2002), evaluaron la cantidad de polifenoles por el método de Folin en
naranja, pomelo (ambos con céscara) y platanos (sin céscara). El contenido de polifenoles se
expresd como equivalentes de &cido galico en 100 gramos de muestra en peso fresco (Tabla 4).

Tabla 4. Frutas y contenido de polifenoles

Fruta Polifenoles totales (mg de de acido
galico/100g peso fresco

Fresa 3304
Frambuesa 22816

Ciruela roja 320+12
Naranja 12616
Uva verde 80+4
Pera 60+3
Manzana 48+1
Durazno 38+1
Platano 38+4

En 2006 Peschel y cols. midieron contenido de PT en residuos de la produccién de jugo de
manzana. De la cual se obtuvieron dos extractos; acetona y butanona. Con un contenido de PT de
31.60 £ 0.71 y 51.52 + 0.83 respectivamente para cada extracto. Finalmente el contenido de PT

se expres6 como mg de acido galico/100g de peso fresco.
En 2006 Thaipong Yy cols. evaluaron cuatro genotipos de guayaba: allahabad, safeda, fan retief y

ruby supreme (en todos los casos se evalud cascara y fruto). A estos frutos se les determiné la

cantidad de polifenoles totales.
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Tabla 5. Fenoles totales de diversos genotipos de guayaba

Genotipo Fenoles totales
Allahabad Safeda” 344.9+33.6
Fan retief® 300.8+12.7
Ruby supreme® 170+5.6
Advanced selection® 270.6%2.9

Fan Retief, Ruby Supreme, y Advanced Selection son de pulpa roja (a), y Allahabad Safeda (b) es de pulpa blanca.

En 2008, Barreira y cols. cuantificaron el contenido de PT en el extracto acuoso del fruto de
castafia. EI contenido de PT fue de 19.6 + 0.87 equivalentes en miligramos de &cido galico por
gramo de extracto.

Su y cols. (2008), obtuvieron extractos de metanol en polvos de productos citricos: Citri
Reticulatae Pericarpium (CRP), Citri Reticulatae Viride Pericarpium (CRVP), Aurantii
Immaturus Fructus (AIF) y Aurantii Fructus (AF) con la finalidad de cuantificar antioxidantes en
los mismos. El contenido de PT se expresdé como equivalentes en mg de acido galico/gramo de
muestra (mg/g). En los extractos el contenido de polifenoles fue para CRPV (44.6+3.12),
CRP(38.8+3.32), AF (8.8+1.11), y AAF (9.62+0.84).

2.3 Anélisis cuantitativo de carotenoides
En 2006 Thaipong Yy cols. evaluaron cuatro genotipos de guayaba: allahabad, safeda, fan retief y

ruby supreme (en todos los casos se evalud cascara y fruto). A estos frutos se les determiné la

cantidad de carotenos totales.
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Tabla 6. Carotenos totales de diversos genotipos de guayaba

Genotipo Carotenos Totales
Allahabad Safeda” Nd
Fan retief® 1.59+0.12
Ruby supreme® 2.93+0.35
Advanced selection® 0.78+0.16

Nd, no disponible
Fan Retief, Ruby Supreme, y Advanced Selection son de pulpa roja (a), y Allahabad Safeda (b) es de pulpa blanca.

El contenido de carotenoides totales fue expresado como equivalentes en mg de f-caroteno/100g de peso fresco.

Ajila y Cols en 2007 cuantificaron el contenido de carotenos en dos variedades de mango. Se
enfocaron en el analisis de la epidermis, subproducto importante. Por tanto, la cascara no es
utilizada actualmente para fines comerciales. La epidermis fue la parte evaluada en las variedades

Raspuri inmaduro (73.5 pg/g), maduro (436 pg/g) y Badami inmaduro (81.0 pg/g) y maduro
(194pn9/9).

2.4 Actividad antioxidante por la técnica de DPPH

En 2002 Murthy y cols. evaluaron la pulpa de uva, obtenida de industrias de procesamiento de
jugo. El anélisis se realiz6 por medio de la técnica DPPH a una concentracion de 50 ppm. Se
obtuvieron extractos de acetato de etilo, metanol y agua. Los resultados mostraron un 42.1, 67,3 y

9.1 % de reduccion del radical libre DPPH respectivamente.

Kumarasamy y cols. (2004), determinaron la actividad antioxidante por el método de DPPH en
extractos de diclorometano y metanol de Prunus padus y Prunus spinosa. La Clso para P. padus
fue de 2.52 ug /mL y 6.40 pug /mL respectivamente para cada extracto. En P. spinosa la Cls, fue
de 5.0.0 pg /mL y 4.80 pug /mL.

En 2004 Wangensteen y cols. determinaron el contenido de antioxidantes en semillas y hojas de
cilantro por la técnica de DPPH. Los resultados del extracto de etanol tuvieron una Clsy de 38945

y 510+12 pug/mL respectivamente. El extracto de acetato de etilo en hojas tuvo la Clsp mas baja
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(147£3 pg/mL) lo anterior se traduce como una mejor actividad para inhibir al RL DPPH. Por

altimo, el extracto de diclorometano fue inactivo en éste ensayo.

En 2006 Amin y cols. evaluaron la actividad antioxidante por el método DPPH de cuatro
variedades de espinacas crudas, sanas y frescas bayam putih (Amaranthus paniculatus) (BP),
bayam merah (Amaranthus gangeticus) (BM), bayam itik (Amaranthus blitum) (Bl) y bayam
panjang (Amaranthus viridis) (BPG). La concentracion final empleada en la técnica DPPH fue de
20 mg/mL (20,000 partes por millén). Entre las especies de espinacas estudiadas Bl exhibi6 la
mayor actividad de reduccion de DPPH seguido de BPG, BM y BP (83+1%, 63+1%, 61+2% Yy

39+4%, respectivamente).

Peschel y cols. en 2006 evaluaron la actividad antioxidante en residuos de la produccion de jugo
de manzana, en extractos de acetona y butanona. Los cuales presentaron un porcentaje de
reduccion del radical DPPH de 77.63+ 0.42 'y 27.41+ 0.55%.

En 2007, Okonogi y cols. evaluaron la actividad antioxidante del extracto de etanol proveniente
de la epidermis de la fruta de platano (Musa sapientum), maracuya (Passiflora foetida) y granada
(Punica granatum) por el método de DPPH a una concentracion de 0.1-1.0 mg/mL. Se calculo la
Clso (mg/mL) y fue 0.03£0.002, 0.104+0.014 y 0.003+0.002 respectivamente.

Por la técnica de DPPH Roussis y cols. en 2008 evaluaron ocho vinos de origen griego y se

determinaron la Clso de las variedades de la tabla siete.
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Tabla 7. Clsg de las variedades de vino

Vino Clso(mg/mL)
Agiorgitiko 3.1+0.0
Limnio 4.0£0.1
Syrah 3.5+0.1
Debina 6.1+0.4
Athiri 5.6+0.8
Robola 4.4+0.3
Sauvignon blanc 4.2+0.1
Traminer 5.8+0.5

2.5 Actividad antioxidante por la técnica de TBARS

En 2002 Murthy y cols. evaluaron la pulpa de uva, obtenida de industrias de procesamiento de
jugo. El andlisis se realizd por medio de la técnica TBARS a una concentracion de 200 ppm. Se
analizé el extracto de metanol y se mostro una actividad de 71.74%.

Los resultados de la actividad antioxidante empleando la prueba de TBARS, expresada como
Clsp, obtenidos por Garcia-Alonso y cols. (2004), en la evaluacion de frutos fue mayor para la
fresa con una Clsp de 50 pg/mL, frambuesa (55 pg/mL), cereza (74 pg/mL), ardndanos 78
(Mg/mL), y la mas baja en el platano (1281 pg/mL), uva blanca (2216 pg/mL), kiwi (4,487
pg/mL) y aguacate (> 5000 pg/mL).

Mediante el ensayo de TBARS Lo y Cheung, en 2005, cuantificaron la actividad antioxidante del
cuerpo fructifero de Agrocybe aegerita var. Alba. En el analisis se calculd la Clso en mg/mL, de
los extractos obtenidos. Los resultados fueron los siguientes extracto crudo de metanol 0.378,
fraccion de diclorometano 0.478, fraccion de acetato de etilo 0.0502 y fraccion de agua >2.
Ardestani y Yazdanparasr 2007 obtuvieron un extracto con etanol-agua de Achillea santolina,
para efectuar el analisis de actividad antioxidante mediante el ensayo TBARS, empleando
homogenizado de higado de rata. Las concentraciones de los extractos fueron 100, 250, 500 y
1000 pg/ mL y tuvieron un porcentaje de inhibicién de 14.86%, 32.55%, 54.78% y 73.33 %

respectivamente.
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En 2006 Peschel y cols. evaluaron la actividad antioxidante de dos extractos de manzana, acetona
y butanona, por medio de la inhibicién del FeCl,/H,O, estimulado por la peroxidacion de acido
linoleico (ensayo TBA). El porcentaje de inhibicion para el extracto de acetona fue de 76.72 +

1.95 y para el extracto de butanona fue de 82.53 + 1.88.
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3.0 JUSTIFICACION

Actualmente existe interés por el andlisis en plantas que presentan actividad bioldgica,
especialmente AA. La AA de las plantas, puede medirse empleando diversos métodos
colorimétricos, ademas, esta dada por una variedad de metabolitos secundarios. Entre éstos los
compuestos fendlicos, antocianinas y flavonoides. Existe informacion que expresa su inocuidad,
pruebas realizadas a dichos metabolitos sefialan la utilidad de su aplicacién para prevenir y
controlar una diversidad de eventos patol6gicos debido a su contenido de antioxidantes.

Tales metabolitos (compuestos fenolicos, antocianinas y flavonoides) se presentan en grandes
cantidades en epidermis y no en pulpa de frutos. Estos residuos no han recibido mucha atencién
para ser utilizados o reciclados en lugar de desperdiciarlos. Por ello es importante anélizar la AA
en epidermis del fruto de ciruela para contribuir a la informacion al respecto de la familia
Rosaceae. Pues a pesar de la basta literatura respecto a los metabolitos que le proporcionan
propiedades antioxidantes se carece de informacion respecto a la variedad Prunus domestica,
variedad Santa Rosa. Por ello, resulta importante aportar informacion al respecto. Finalmente, es
relevante considerar la tendencia mundial al consumo de alimentos nutracéuticos,
quimioprotectores, entre otros, por sus efectos benéficos sobre la salud. Aunado a las ventajas,

respecto a su inocuidad, comparado con los farmacos sintéticos.
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4.0 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La actividad antioxidante se debe a los compuestos fendlicos en Prunus domestica?
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5.0 OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la actividad antioxidante en epidermis de ciruela por diversos métodos

colorimétricos.

Objetivos particulares

e Cuantificar el contenido de metabolitos (polifenoles y carotenos) totales, en la epidermis
del fruto.

o Obtener siete extractos provenientes de la epidermis de Prunus domestica, variedad Santa
Rosa.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos por los métodos de reduccion
del RL 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH), y sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
(TBARYS) e identificar cuales de los siete extractos ostentan mayor actividad antioxidante.

e Comparar la actividad antioxidante de los extractos con mayor actividad antioxidante con

antioxidantes de referencia (quercetina, acido caféico, a-tocoferol, y cido ascorbico).
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6.0 METODOLOGIA

En general, la metodologia consta de cuatro seccio

nes:

I. Recoleccion de la muestra bioléaica

A 4

Il. Anélisis

cuantitativo

1. Cuantificacion de polifenoles totales

|

v

2. Cuantificacién de carotenoides totales

A 4

1. Extraccion

IV. Evaluacion de la actividad antioxidante

L

1. 2.2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

2. Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

Figura 14. Diagrama de metodologia
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6.1 Recoleccion de la muestra bioldgica

La muestra biologica se obtuvo en el municipio de Huejotzingo Puebla, México. El fruto se
seleccioné mediante apariencia visual, eligiendo aquellos libres de defectos fisicos.
Posteriormente, se separo la epidermis de la pulpa de forma manual. La epidermis obtenida se
mantuvo a temperatura ambiente a la sombra con la finalidad de deshidratarla. Posteriormente, la

epidermis se peso y almaceno en ausencia de luz.

6.2 Obtencién de los extractos

Los extractos de epidermis se obtuvieron por medio de una extraccion solido-liquido, con
relacion de 250 g epidermis deshidratada con 3 litros de disolvente, la operacion se llevo a cabo a
temperatura ambiente, en la oscuridad y por 48 horas. Despueés de ese tiempo la mezcla se filtro y
el filtrado se sometid a evaporacion en un equipo de rotaevaporador hasta sequedad.
Posteriormente, se inici0 otra extraccion utilizando la misma epidermis pero con disolvente
diferente. En total la epidermis se extrajo durante seis ocasiones y por separado con cada uno de
los disolventes de menor a mayor polaridad (n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona,

etanol, metanol).

Para obtener el extracto acido se utilizaron 191.62 g de epidermis. Esta se someti6 a molienda y a
continuacion se extrajo en tres ocasiones con metanol:acido acético:agua (7:1:6). Se conservo en
ausencia de luz durante cuarenta y ocho horas, después se filtro y se concentrd en un
rotaevaporador para obtener el extracto (el procedimiento de filtrado y concentrado fue el mismo
para extracciones posteriores). La segunda extraccion se mantuvo durante veinticuatro horas y la

tercera ocho horas.

En términos generales, en la presente investigacion se realizd conteo de polifenoles totales y
carotenos totales, ademas, la actividad antioxidante de los extractos fue evaluada por dos
técnicas. La primera una técnica colorimétrica basada en la reduccion del compuesto 2,2-difenil-
1-picrilhidracil (DPPH) (Figura 13), y la segunda técnica llamada sustancias reactivas al &cido

tiobarbitarico (TBARS), una prueba semi-biolégica basada en la cuantificacion de la
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lipoperoxidacion del cerebro de rata para generar malondialdehido, el cual se cuantifica con acido

tiobarbiturico. Finalmente, se aplicaron ambas pruebas, DPPH y TBARS en diversos

antioxidantes de referencia (quercetina, acido caféico, a-tocoferol y &cido ascorbico) a diversas

concentraciones para compararlos con la actividad que presenten los extractos del fruto.

6.3 Determinacion cuantitativa de fenoles totales

La cuantificacion de compuestos fendlicos se realizo utilizando el método de Folin-Ciocalteu

descrito por Matthaus (2002). Para la extraccion de polifenoles se empled el método descrito por
Saura Calixto (1998).

1.

500 mg de la muestra de epidermis se extraen con 40 mL de metanol/agua (50:50 v/v)
durante una hora a temperatura ambiente.

Se filtra, el filtrado se guarda y nuevamente extraer el residuo con 40 mL de acetona/agua
(70/30 v/v) durante una hora a temperatura ambiente,

Filtrar, y juntar ambos filtrados, concentrar en un rotaevaporador y se redisuelven en 10
mL de etanol.

Redisolver la fraccion que no solubiliza en etanol con 10 mL de agua destilada, hasta estar
en completa disolucién.

Determinar el contenido de polifenoles totales, para ello, tomar 1 mL de la solucion del
extracto alcohdlico concentrado y llevarla a un volumen de 2.5 mL con acido clorhidrico
(HCI) al 0.3 %.

Tomar una alicuota de 100 uL de la solucion anterior, y agregarla en 2 mL de Na,COs,
después de 2 minutos afiadir 100 pL del reactivo de Folin-Ciolcalteu diluido con agua
(1:2).

Una vez transcurridos treinta minutos medir la absorbancia a 750 nm en un
espectrofétometro.

Para calcular la concentracion de polifenoles elaborar una curva de calibracién utilizando
acido galico como estandar. Expresar los resultados como mg de acido galico por gramo

de muestra en peso seco (Tabla 1 de anexos).
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6.4 Determinacién de carotenoides

La extraccion y determinacion de carotenoides en la epidermis de Prunus fue determinada de

acuerdo al método descrtio por Rodriguez Amaya (1999), de la siguiente manera:

1. Extraer dos gramos de muestra con 10 mL de hexano/acetona/etanol (50:25:25, v/v),

durante una hora.

2. Centrifugar por 5 min a 6500 rpm a 5 °C. Recuperar la capa superior de n-hexano que

contiene el color y transferirla a un matraz volumétrico de 25 mL.

3. Ajustar el volumen que se recupera a 25 mL con hexano.

4. Cuantificar carotenos totales: extraer una alicuota y medir su absorbancia a 450 nm con

un espectrofotdmetro. Usar el coeficiente de extincion del B-caroteno, E '*= 2505 para

calcular el contenido de carotenoides.

6.5 Reduccion del radical libre 2,2-difenil1l-picrilhidracil (DPPH) (Figura 15)

Para DPPH se efectuaron barridos gruesos (10, 100 y 1000 ppm) y barridos finos (entre 100 y

1000 ppm). Los primeros proporcionan un panorama general acerca de las concentraciones en las

que se encuentra la mayor actividad antioxidante de los extractos a evaluar. Los segundos

(barridos finos) se realizaron con la finalidad de determinar la cantidad minima de extracto que se

requiere para reducir a la mitad al RL DPPH (Cls).

La técnica consiste en lo siguiente:

1.

Preparar la concentracion inicial de 20 mg/mL (20,000 ppm) para cada uno de los
extractos.

De la concentracién inicial tomar la alicuota necesaria para preparar disoluciones por
duplicado a 1000, 100 y 10 ppm (con un volumen de 1 mL) de cada uno de los extractos.
Adicionar 150 pL de una solucion etandlica de DPPH a una concentracion de 133.33 uM.
Se prepara un control, que contiene la solucién etandlica de DPPH (1 mL).

Las mezclas se protegen de la luz y se someten a agitacién en una incubadora a 37°C
durante 30 minutos.

Determinar la densidad éptica de cada una de las mezclas a 515 nm.
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7. Calcular la actividad de cada uno de los extractos en relacién a la reduccion de DPPH,

para determinar el porcentaje de reduccion del RL se utilizé la formula:

% de reduccién= (C-E/C) 100
En donde:
C: Densidad 6ptica del control
E: Densidad dptica del experimento (DPPH + compuesto a evaluar)
8. Para cada extracto la prueba se realiz6 por triplicado, en tres sesiones diferentes.

Extracto

A 4
Concentraciones a 20,000 ppm

\ 4

Concentraciones a 10,100 y 1000ppm < Adicion de DPPH

v

Incubacion de muestras

v

Lectura de muestras en lector de ELISA

v
Determinacion del porcentaje de reduccion del DPPH

Figura 15. Diagrama de la realizacién de la prueba de actividad antioxidante, reduccion del RL
2,2-difenill-picrilhidracil (DPPH).

37



6.6 Inhibicion de la peroxidacion de lipidos de cerebro de rata (TBARS)

El ensayo de TBARS (Figura 16) consiste en los siguientes procesos:

I. Diseccién y homogenizado del cerebro de rata

Emplear ratas cepa Wistar, sexo indistinto. Para obtener el cerebro: anestesiar a la rata con éter y
sacrificar por dislocacion cervical. A continuacion extraer el cerebro y lavarlo con agua destilada,
para eliminar restos de sangre, obtener el peso del cerebro y agregar 7.5 mL de buffer de fosfatos
por cada gramo de cerebro. Este se homogeniza por 60 segundos. Finalmente se centrifuga
durante 10 minutos a 3000 rpm y se recupera el sobrenadante.

Il. Cuantificar proteinas por el método de Lowry y ajustar a la concentracion deseada.

Durante la realizacion de la cuenta de proteinas: tomar por duplicado 5 uL de homogenizado y
colocarlo en un pozo de la placa de 96, adicionar 20 pL de agua destilada y a continuacion 150
ML de la mezcla (49 mL de Na,CO3; 2% en NaOH 0.1 N, 0.5 mL de tartrato de Na/K 2% y 0.5
mL de CUSQO, 1%). Posteriormente, incubar la mezcla por diez minutos a temperatura ambiente.
A continuacion adicionar 25 pL del reactivo de Folin disuelto en agua, en proporcion 1:1.
Incubar nuevamente las mezclas durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, medir
la absorbancia a 540 nm y sustituir los valores en la formula correspondiente, obtenida de la
ecuacion de la recta, en la curva de calibracion de albumina bovina (Figura 2 de anexo), para

obtener el contenido de proteina en el homogenizado.

Proteina (ug/mL)= [(A540 nm-0.05012)/ 0.028]40

Es necesario ajustar el contenido de proteinas a 2.666 mg/mL con buffer de fosfatos (PBS) (9.5
mM, pH=7.4), lo anterior se realiza utilizando la siguiente formula:
V2: (C1V1)/C2
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I11. Induccion del estrés oxidativo con sulfato ferroso (FeSo4)

1.

Colocar por duplicado 375 pL de homogenizado en tubos eppendorf con capacidad de 1.5
mL.

Agregar 50 pL de EDTA 100 pM.

Adicionar 25 pL de la muestra (20 veces méas concentrada). Incubar 30 minutos a 37 °C
con agitacion.

Agregar 50 pL de FeSO, incubar una hora a 37°C con agitacion orbital.

Agregar 500 pL del reactivo acido tiobarbitarico (TBA), e incubar 10 minutos en bafio de
hielo.

Centrifugar 5 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente.

Incubar 30 min en bafio de agua a 90°C.

Tomar por duplicado 200 pL de cada tubo y colocarlos en un pozo de la placa de 96
p0Zzos.

Medir la absorbancia a 540 mn e interpolar los valores en la curva estandar de
malondialdehido para obtener la concentracion de TBARS en solucion, para ello se
requiere de la siguiente férmula, obtenida de la ecuacién de la recta en la curva de

calibracion de malondialdehido.

TBARS (UM) = [(Asso nm+ 1.26096E-4)/ 0.07927

Durante el ensayo sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) se requieren de las

siguientes soluciones:

1.

2.

Solucion de EDTA 100 uM disuelto en PBS

a) Solucion A, EDTA 342.2 mM para ello se necesitan 50 mg de EDTA anhidro disuelto
con 200 pL de NaOH 3M.

b) Solucion B, EDTA 100 uM, se toman 29.22 uL de la solucion Ay se afora a 100 mL
con solucion salina 0.9 %.

Solucion de FeSO4100 pM.

a) Pesar 6.95 mg de FeSO, y aforar a 25 mL con agua destilada o desionizada (FeSO,4 1
mM).
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b) Diluir diez veces: tomar 1 mL de la solucion anterior y agregar 9 mL de agua destilada
0 desionizada (FeSO4 100 puM).
3. Reactivo TBA, se elabora con una mezcla en proporcion 1:1 de acido tiobarbitdrico (0.5 %
disuelto en NaOH 0.05 N) y &cido tricloroacético al 30%.

Diseccion y homogenizado del cerebro

\4

Cuenta de proteinas por el método de Lowry

\ 4

Homogenizado, EDTA, muestra < Induccion del estres oxidativo
(incubar 30 min a 37°C) A

\ 4

FeSO,
Incubar 1 h a 37°C con agitacién.

\ 4

Reactivo TBA (incubar 30 min en bafio de agua a 90°C

A 4

Centrifugar a 12,000 revoluciones/min

\4
Lectura a 540 nm

Figura 16. Diagrama de la realizacion del ensayo Inhibicion de la peroxidacion de lipidos de
cerebro de rata (TBARS).
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6.7 Material

DISOLVENTES
Los disolventes utilizados respecto a su pureza son grado técnico

e Cloroformo (CHCls)

e Diclorometano (CH,Cl,)

e Metanol (MeOH)

e Acetona

e Acetato de etilo (AcOEt)

e Hexano

e Agua

e Dimetil sulféxido (DMSO)
e Acido acético

e Acido clorhidrico

e n-butanol

REACTIVOS PARA PRUEBAS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Reduccion del radical libre 2,2-difenill-picrilhidracil (DPPH)
o 2,2-difenil-1-picrilhidracil

Inhibicion de la peroxidacion de lipidos de cerebro de rata (TBARS)
e Hidrdxido de sodio (NaOH)
e Tartrato de Na/K
e Sulfato de cobre (CuSO4)
¢ Reactivo de Folin
e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
e Sulfato ferroso (FeSO,)
e Acido tiobarbiturico (TBA)
e Acido tricloroacético (TCA)



e Tetrametoxipropano (TMP)

6.7 Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron evaluados mediante analisis de varianza (ANDEVA), las
diferencias significativas entre las medias se evaluaron con la prueba de Dunnet utilizando
p<0.05 y p<0.01. Para la determinacion de la Clso se realizo el analisis estadistico anterior,
ademas de una regresion linear. Cada ensayo se realizd por triplicado y se emplearon los

programas estadisticos Origin pro 7.5 y SigmaStat 3.5.

6.8 Calculo de la Clsg

1. Realizar como minimo tres experimentos independientes.

2. Tener al menos tres puntos con diferencia significativa con respecto al control, de acuerdo a
los resultados arrojados por ANDEVA y Dunnett

3. Al tener los puntos significativos es necesario verificar que la concentracion que de el 50 % de
inhibicion este dentro de ese rango de concentraciones.

4. Graficar el porcentaje de inhibicion de los puntos significativos contra el logaritmo de la
concentracion. A estos se les aplica una regresion lineal para obtener la ecuacion de la recta que
mejor se ajuste a esos puntos y finalmente se despeja Y (=50%) para calcular cuanto vale X.

5.0 El procedimiento se realiza por triplicado para sacar el promedio y error estandar.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Obtencion de la muestra bioldgica

Del total del fruto colectado (37.875 kg de fruto fresco), se obtuvieron 365.72 g de epidermis
deshidratada.

7.2 Extractos

La cantidad de extracto que se obtuvo en la epidermis de ciruela tiene un rango de 0.94-103.07 g
y se presenta en la tabla 8.

Tabla 8. Peso de los extractos de epidermis de ciruela

Extracto Peso en gramos Apariencia fisica
n-hexano 0.94 Solido amarillo canario
Diclorometano 1.39 Solido amarillo claro
Acetato de etilo 1.84 Solido naranja-rojizo
Acetona 9.45 Aceite rojo
Etanol 78.84 Aceite rojo-guinda
Metanol 82.31 Aceite rojo-guinda
Total de extractos 165.33
Extracto acido 103.07 Aceite guinda

7.3 Cantidad de polifenoles totales
Posterior a la obtencion de los extractos se inicié con la determinacion de polifenoles totales y

carotenos en la epidermis deshidratada. El contenido de polifenoles en la ciruela fue de 1.62 mg

de equivalentes de &cido galico por g de muestra en peso seco.
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7.4 Cantidad de carotenoides

El contenido de carotenoides en la ciruela fue de 5.73 pug/g en epidermis.

7.5 Porcentaje de reduccion del radical libre DPPH

Los resultados de la actividad antioxidante en los barridos gruesos de los extractos de epidermis

de ciruela se muestran en la Tabla 9, se observa la densidad Optica y el porcentaje de reduccion

del DPPH.

Tabla 9. Barrido grueso de los extractos por la técnica de DPPH

Muestra Concentracion (ppm) D. O. 515 nm % de reduccion
0 0.53+0.02 -
10 0.52+0.03 2.96+1.81
n-hexano
100 0.49+0.03 7.53+1.89
1000 0.35+0.02** 34.03+0.62
0 0.53+0.02 -
. 10 0.51+0.04 4.53+2.82
Diclorometano
100 0.49+0.04 8.76+2.76
1000 0.34+0.03** 36.13+3.80
0 0.53+0.02 -
. 10 0.48+0.04 10.63+3.18
Acetato de etilo
100 0.34+0.00** 36.7615.23
1000 0.05+0.00** 90.80+2.00
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0 0.57+0.02 -

10 0.51+0.01** 10.73+3.09
Acetona

100 0.34+0.00** 40.86+0.63
1000 0.04+0.00** 93.1+0.85

0 0.55+0.04 -
10 0.46+0.03 16.66+1.08

Etanol

100 0.24+0.03 56.76%2.97
1000 0.01+0.00** 97.4+1.56

0 0.57+0.02 -
10 0.49+0.02** 13.73+1.44

Metanol

100 0.25+0.00** 57.2+0.90
1000 0.02+0.00** 97.26+0.43

0 0.57+0.02 -
- 10 0.49+0.01** 14.96+1.47

Acido

100 0.22+0.01** 61.96+2.62
1000 0.02+0.00** 96.13+0.62

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + error estandar. Los

datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de una prueba de

Dunnett, los valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa

con respecto al control (0).
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Figura 17. Barridos gruesos de los extractos por la técnica de DPPH
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7.6 Clsgde los extractos etanol, metanol y acido

Una vez concluidos los barridos gruesos se continuo con los barridos finos para los extractos mas

activos (etanol, metanol y acido) con la finalidad de calcular la Clsg en la tabla 10 se muestran los

resultados.

Tabla 10. Clsode los extractos con mayor actividad antioxidante, mediante la técnica DPPH.

Muestra | Concentracion (ppm) D. O. 515 nm % de reduccién Clso (ppm)
0 0.57+0.03 -
17.78 0.47+0.03** 14.93+2.16
Etanol 36.62 0.43+0.02** 20.4+1.60 85.60+6.23
56.23 0.37+0.02** 31.80+2.36
100 0.27+0.01** 48.00+2.87
177.83 0.15+0.00** 68.60+2.62
0 0.57+0.03 -
17.78 0.48+0.03** 15.50+0.30
Metanol 36.62 0.44+0.02** 22.73+0.03
56.23 0.37+0.02** 34.53+0.75 79.73%+2.82
100 0.26+0.01** 53.661.56
177.83 0.12+ 0.00** 79.26+1.53
0 0.56+0.03 -
17.78 0.46+0.03** 17.46+0.69
Acido 36.62 0.42+0.03** 24.83+0.84
56.23 0.34+0.02%* 38.43+0.52 70.77%1.34
100 0.23+0.02** 58.8+0.43
177.83 0.10:£0.00%** 81.73+0.94

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + error estandar. Los
datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de una prueba de
Dunnett, los valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa

con respecto al control (0).
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7.7 Clso de antioxidantes de referencia

Fue importante realizar la comparacion para determinar el comportamiento de los extractos
contra tales referencias. Considerando que estos presentan una actividad antioxidante alta para

contrarrestar los efectos que generan los radicales libres.

Los resultados de los extractos mas activos se compararon contra antioxidantes de referencia
(quercetina, acido caféico, a-tocoferol y acido ascorbico) empleando la misma metodologia
(DPPH) a diferentes concentraciones (Tabla 11 y 12).

Tabla 11. Cls de antioxidantes de referencia por la técnica de DPPH

Concentracion Clso(uM)/
Muestra LM Ppm D. 0.515 nm % de reduccién opm
0 0 0.62+0.00 -
2.37 0.80 0.48+0.00** 21.47+0.98
3.16 1.07 0.44+0.00** 28.50+1.18
Quercetina 4.22 1.43 0.39:+0.00** 37.20+1.24 5.37+0.14
5.62 1.90 0.31+0.00** 49.27+1.16 1.06220.04
7.50 2.54 0.23+0.00** 63.20+1.30
10 3.38 0.12+0.00** 81.27+1.57
13.34 451 0.05+0.00** 91.40+0.06
17.78 6.01 0.050+0.00%** 91.97+0.35
23.71 8.02 0.049+0.00%** 92.00+0.67
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0 0 0.62+0.00
26.50+1.48
13.34 5.75 0.45+0.00**
35.70+1.46
17.78 7.66 0.40+0.00**
49.80+0.84 23.15+0.67
23.71 10.21 0.31+0.00**
o-tocoferol 63.20+2.24 9.97+0.28
31.62 13.62 0.24+0.01**
84.50+1.13
42 .17 18.16 0.09+0.00**
90.70+0.38
56.23 24.22 0.06+0.00**
90.50+0.17
74.13 31.9 0.06+0.00**
0 0 0.62+0.00 -
5.62 1.01 0.53+0.01** 15.20+1.97
Acido 10 1.80 0.45+0.00** 27.10+0.72 18.65+0.73
caféico 17.78 3.20 0.35+0.00** 43.30+1.40 3.4+0.13
31.62 5.70 0.17+0.01** 72.10+1.70
56.23 10.13 0.05+0.00** 92.47+0.39
100 18.02 0.04+0.00** 03.83+0.41
0 - 0.62+0.00 -
5 28.38 0.54+0.00** 12.80+0.8
Acido 10 56.78 0.45+0.01** 26.50+0.9 15.93+0.37
ascorbico 15 85.14 0.37+0.01** 40.50+1.39 2.81+0.07
31 175.96 0.09+0.01** 86.10+2.88
60 340.56 0.03+0.00** 95.60+0.12

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + error estandar. Los

datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de una prueba de

Dunnett, los valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa

con respecto al control (0).
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Tabla 12. Comparacién de los antioxidantes de referencia contra los extractos de la epidermis de

ciruela.
Diferencias
Antioxidante Clso (ppm) Extracto Clso (ppm) | (menor

actividad)
Etanol 85.61 52.83
Quercetina 162 Metanol 79.73 49.21
Acido 70.77 43.68
Etanol 85.61 30.46
Acido ascorbico 2.81 Metanol 20.73 28.37
Acido 70.77 25.19
Etanol 85.61 25.17
Acido caféico 34 Metanol 79.73 23.45
Acido 70.77 20.81

Etanol 85.61 8.58

o-tocoferol 9.97 Metanol 79.73 7.99
Acido 70.77 7.09
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7.8 Porcentaje de inhibicion en el ensayo TBARS

Los resultados de la segunda prueba de actividad antioxidante (TBARS) en barridos gruesos para

los extractos de n-hexano y diclorometano se presentan en la Tabla 13, Figura 18.

Tabla 13. Barrido grueso por la técnica de TBARS.

Muestra Concentracion (ppm) D. O. 515 nm % de inhibicién
0 0.95+0.00 )
10 0.93+0.00 1.26+0.28
n-hexano
100 0.77+0.00** 18.90+0.69
1000 0.60+0.00** 35.70+1.13
0 0.95+0.00 )
. 10 0.91+0.00** 3.53+0.36
Diclorometano
100 0.81+0.00** 14.60+0.11
1000 0.63+0.00** 34.20+0.34
0 0.95+0.00 )
. 10 0.90+0.00°** 5.73+0.16
Acetato de etilo
100 0.61+0.00** 34.70+0.32
1000 0.49+0.00** 47.50+0.10
0 0.95+0.00 )
10
Acetona 0.84+0.00** 11.30+0.52
100 0.61+0.00** 34.80+0.14
1000 0.32+0.00** 65.50+0.21
0 0.95+0.00 )

51



10 0.87+0.00** 8.0420.38
Etanol 100 0.62+0.00** 33.93+0.15
1000 0.19+0.00** 79.47+0.30
0 0.9520.00 -
10 0.80+0.00** 15.00+0.38
Metanol
100 0.61+0.00** 34.80+0.34
1000 0.23+0.00** 74.90+0.28
0 0.950.00 -
Acido 10 0.8420.00 10.80+0.87
100 0.61+0.00** 34.90+0.47
1000 0.18+0.00** 80.30+0.20

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + error estandar. Los

datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de una prueba de

Dunnett, los valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa

con respecto al control (0).
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Figura 18. Barridos gruesos de los extractos por la técnica de TBARS
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7.9 Clsgde los extractos etanol, metanol y acido

Los resultados de los barridos finos y el célculo de la Clso para TBARS se presentan en la tabla

14.

Tabla 14. Clso de los extractos que presentaron mayor actividad antioxidante

Muestra | Concentracion ppm D. 0.515nm % de reduccion Clso (ppm)
0 0.91+0.00 -
100 0.59+0.00 35.50+0.87
177.83 0.55+0.00** 39.00+1.30
Etanol 316.23 0.41+0.00** 54.90+0.57 228.67+7.6901
562.34 0.21+0.00** 76.20+0.32
1000 0.18+0.00** 79.90+0.40
0 0.91+0.00 -
100 0.59+0.00** 35.60+0.93
177.83 0.49+0.00** 46.40+1.02
Metanol 316.23 0.42+0.00** 53.70 £0.11 231.14+7.798
562.34 0.29+0.00** 67.50+0.53
1000 0.24+0.00** 72.90+0.39
0 0.92+0.00 -
100 0.59+0.00** 35.60+0.20
177.83 0.42+0.00** 53.30+1.04
Acido 316.23 0.28+0.00** 68.80+0.43 164.50+7.38
562.34 0.22+0.00** 75.30+0.27
1000 0.17+0.00** 80.20+0.26

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + error estandar. Los
datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de una prueba de
Dunnett, los valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa

con respecto al control (0).
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8.0 Clsode antioxidantes de referencia

Los resultados obtenidos de los extractos se compararon contra antioxidantes de referencia

(quercetina, a-tocoferol,
(TBARS) a diferentes concentraciones (tabla 15 y 16).

Tabla 15. Clsg de antioxidantes de referencia por la técnica de TBARS

acido caféico y acido ascorbico empleando la misma metodologia

Concentracién

TBARS Inhibicién % Clso
Muestra pHm ppm (nmol/mg prot pm/ppm
- - 12.18+0.16 -
1 0.34 11.16%0.21 8.42+0.60**
Quercetina 1.78 0.60 10.51+0.08 13.68+0.60** | 10.51+0.19/3.18+0.06
3.16 1.07 9.31+0.09 23.50+0.62**
5.62 1.90 7.96+0.13 34.62+0.48**
10 3.38 5.65+0.17 53.62+0.81**
- - 12.18+0.16 -
100 43.07 5.83%0.06 52.14+0.57**
a —tocoferol 177.83 76.59 4.18+0.03 65.69+0.45** 81.15+2.13/34.95+0.9
316.23 136.2 3.45%0.06 71.67+0.43**
562 242.05 1.20+0.12 90.20+0.82**
1000 430.7 0.93+0.09 92.36+0.67**
0 0 12.18+0.16 0
42.17 7.59 10.71+0.09 12.04+0.56**
56.23 10.13 9.71+0.05 20.22+0.65**
Acido caféico| 74.13 13.35 5.67+0.09 53.53+£0.20** | 74.75+0.03/13.46£0.005
100 18.02 2.08+0.10 82.94+0.59**
133.35 24.02 1.05+0.10 91.42+0.78**
177.83 32.03 0.82+0.08 93.30+0.61**
0 - 12.18+0.16 -
7.50 42.58 10.47%0.12 14.03+1.06**
10 56.78 8.91+0.10 26.83+0.35**
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Acido 13.34
ascorbico 17.78
23.71

75.74
100.95
134.62

7.60+0.23
1.13+0.08
0.99+0.09

37.70+1.82 12.95+0.11/2.28+0.02

90.73+0.52
91.89+0.61

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + error estandar. Los

datos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANDEVA) seguida de una prueba de

Dunnett, los valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa

con respecto al control (0).

Tabla 16. Tabla 12. Comparacién de los antioxidantes de referencia contra los extractos de la

epidermis de ciruela.

Antioxidante Clso Extracto Clso Diferencias (menor
actividad)
Etanol 228.67 6.54
o-tocoferol | 3495 | \retanol | 23114 6.61
Acido 164.50 4.70
) Etanol 228.67 16.99
Acido caféico 13.46 Metanol 231.14 1717
Acido 164.50 12.22
Etanol 228.67 71.90
Quercetina 318 | Metanol | 231.14 72.69
Acido 164.50 51.72
) Etanol 228.67 100.29
Acido ascorbico 2.28 Metanol 231 14 101.38
Acido 164.50 72.14
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9.0 DISCUSION

En la presente investigacion se evalud la actividad antioxidante de la epidermis del fruto de
ciruela, el cual esta clasificado en el género Prunus de la familia Rosaceae. Dicho trabajo
contribuye a conocer el contenido de metabolitos secundarios (polifenoles totales y carotenoides),

y las propiedades del fruto como antioxidante.

En esta investigacion se trabajé Gnicamente con la epidermis del fruto pues existe informacion
revelada por Ordaz y cols. (1999) acerca de que los metabolitos con actividad antioxidante se
encuentran en mayor cantidad en la epidermis de frutos y no en la pulpa. Para determinar el
contenido de metabolitos secundarios con posible actividad antioxidante se emplearon las
técnicas de cuantificacion de polifenoles totales (PT) y carotenos.

Contenido de polifenoles totales y carotenoides en Prunus domestica

El screening para determinar el contenido de polifenoles totales (PT) y carotenoides se realizo
con la finalidad de valorar cuantitativamente los principios activos de la epidermis del fruto y de
esta manera tener un panorama acerca de que metabolitos confieren en su mayoria la actividad

antioxidante de la epidermis de ciruela.

Al respecto de PT en ciruelas existe informacion reportada por Kim y cols. (2003) en donde el
promedio de PT fue 192.1 mg de equivalentes de acido galico en 100 g de muestra en peso fresco
(mg eq. AG/100g PF). Al comparar los resultados con la cantidad de estos metabolitos en el fruto
evaluado (Prunus domestica), en éste ultimo el contenido es relativamente menor. Sin embargo
Prunus domestica observo un mayor contenido de PT al respecto de dos variedades de ciruela
analizadas en el mismo estudio (early magic con un 143.1+2.0 mg eq. AG/100g PF y NY9,
125+2.3).

Si comparamos los PT de Prunus domestica con los frutos evaluados por Proteggente y cols.
(2002), empleando el método de Folin- Ciocalteu, tenemos que la ciruela (162 mg de

equivalentes de &cido galico/ 100 g de muestra en peso seco) evaluada en la presente
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investigacion tiene mayor contenido de polifenoles que naranja (126), uva verde (80), pera (60),
manzana (48), durazno (38) y platano (38), sin embargo, ostenta un menor contenido que fresa
(330), frambuesa (228) y ciruela roja (320). Para la cuantificacién de PT se empled el fruto
completo excepto en naranja y platano (sin cascara). Las diferencias en el contenido de
polifenoles posiblemente es resultado de los cultivos, origen geografico, temporada y otras
practicas de agricultura. El contenido de polifenoles se expres6 como equivalentes de acido
gélico en 100 gramos de muestra en peso fresco.

En lo concerniente al contenido de carotenoides en epidermis deshidratada de ciruela (Prunus
domestica), 5.73 ug/g Los resultados son comparables con los identificados por Speek y cols.,
1987, en pulpa fresca y madura de papaya y mango. Por una lado la papaya tuvo un contenido de
carotenoides de 6.4 pg/g, por otro lado, el mango presenta 3.33 ug/g. La papaya contiene mayor

cantidad de carotenoides al respecto de la epidermis de ciruela y mango un menor contenido.

En 2006 Thaipong y cols. determinaron el contenido de carotenos en tres variedades de guayaba
(pulpa y epidermis): fan retief (1590 pg/100 g), ruby supreme (2930 pg/100 g g) y advanced
selection (780 pg/100 g). Al comparar esos resultados con los carotenos de la epidermis de

ciruela, en ésta fue menor (573 ug/100 g) respecto al de las variedades de guayaba.

En cuanto a la comparacion de la epidermis del fruto evaluado respecto al contenido de
carotenoides en otras variedades de epidermis de ciruela analizadas por Gil y cols. 2002. Se
encontraron para Wickson (3380 ug/kg), Black Beaut (4100 pg/kg), red baut (2170 upg/kg) y
angeleno, (4080 pg/kg). La epidermis del fruto de ciruela tuvo 5730 pg/kg de carotenoides, por
tanto, tuvo un mayor contenido de carotenoides respecto a las variedades evaluadas por Gil y

cols.

Extractos

Se observo un incremento progresivo en la cantidad de extracto obtenido, conforme al aumento
de la polaridad del disolvente empleado. Existe una clasificacion de disolventes al respecto de su

polaridad. Por ejemplo, n-hexano es un disolvente de baja polaridad, acetato de etilo es uno de los
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disolventes de polaridad intermedia y metanol se considera de alta polaridad. De esta manera al
incrementar la polaridad se extraen diferentes grupos de moléculas. n-hexano extrae metabolitos
hidrofébicos, acetato de etilo es afin a triterpenos, y metanol a flavonoides, alcaloides,

antocianinas y otros compuestos mas polares.

Evaluacion de la actividad antioxidante

En los resultados de la prueba de DDPH en barridos gruesos se observé un incremento
proporcional a la concentracion del extracto, asi como el incremento en la polaridad. La actividad
antioxidante es baja en los primeros dos extractos (n-hexano y diclorometano) comparado con sus
analogos. Esto se debe a que los disolventes, con los que se obtuvieron ambos extractos disuelven

metabolitos, como ceras, que presentan escasa actividad antioxidante.

Considerando la decoloracion del radical DPPH al ser reducido por antioxidantes. Es importante
mencionar que los extractos de etanol, metanol y acido son los que presentaron mayor porcentaje
de reduccion del DPPH. Lo anterior indica que los extractos de la epidermis de ciruela son
buenos donadores de hidrégeno para actuar como antioxidantes (Abdille y cols, 2005).
Finalmente, el extracto acido presentd mayor actividad antioxidante debido a que en éste se
encuentran disueltos la mayor proporcion de metabolitos con actividad antioxidante respecto a

los otros dos extractos.

En base a los resultados obtenidos en los barridos gruesos se determiné que los extractos que
presentaron mayor actividad fueron etanol, metanol y acido (éste ultimo se empleo para
estabilizar a las posibles antocianinas presentes en la epidermis de ciruela). Por consiguiente, a
esos extractos fue a los que se les realizaron barridos finos, para calcular la Clso. Lo anterior se
deduce a causa de que los metabolitos que presentan actividad antioxidante (por ejemplo
antocianinas) son arrastrados por disolventes polares como los empleados en las extracciones que

presentaron mayor actividad, (etanol, metanol y acido) (Fan G y cols., 2007).
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El extracto &cido (70.77+1.34) presentd una Clso menor, esto corresponde a una mayor actividad
antioxidante. En cuanto a los extractos obtenidos con polaridad secuencial, el extracto de etanol
fue el que presentd mayor Clsp, lo cual indica que el extracto es efectivo para evitar la oxidacion.

La actividad antioxidante incrementa respecto a la polaridad empleada para obtener los extractos.
Por consiguiente los extractos que presentaron mayor actividad antioxidante en ambos ensayos
fueron los extractos de etanol, metanol y acido respectivamente. Por tanto, es posible que la
actividad antioxidante de la ciruela esté dada por la presencia de antocianinas al realizar analogia
como las identificadas por Piga y cols. (2003) en ciruelas de las variedades Azucar y Presidente.

Sin embargo, al comparar la Clsy de los extractos de ciruela (etanol 0.086 mg/mL, metanol
0.0807 mg/mL y acido 0.070 mg/mL) en extractos de diclorometano y metanol de Prunus padus
y Prunus spinosa. La Cls, para P. padus fue de 25.2x10° mg/mL y 64.0x10° mg/mL
respectivamente para cada extracto. En P. spinosa la Clsy fue de 50.0x10° mg/mL y 48.0 x10°
identificados por Kumarasamy y cols. (2004), la ciruela tiene una baja Clso al respecto de estos

frutos.

En 2004 Wangensteen y cols. determinaron el contenido de antioxidantes en semillas y hojas de
cilantro por la técnica de DPPH. Los resultados del extracto de etanol tuvieron una Clsy de 38945
y 510+12 pg/mL respectivamente. El extracto hojas de acetato de etilo tuvo la Clsp mas baja
(147£3 pg/mL) lo cual se traduce como una mejor actividad para inhibir al RL DPPH. Por
altimo, el extracto de diclorometano fue inactivo en éste ensayo. Al realizar la comparacion de
éstos extractos con los de epidermis de ciruela, el extracto de etanol (Clsp 85,600 pg/mL) tuvo un
mejor porcentaje de reduccién del DPPH. Lo cual indica que los metabolitos que confieren dicha
actividad son de polaridad alta. En cuanto a la comparacion del extracto de acetato de etilo, éste
no tuvo actividad alta en la epidermis de ciruela, sin embargo fue el mejor en hojas de cilantro.
Para ambas investigaciones, el extracto de diclorometano no presentd una buena reduccion del

DPPH, esto puede explicarse por la deficiente capacidad de donacion de hidrdgeno.

Finalmente, en la comparacion de los extractos mas activos con antioxidantes de referencia, el

fruto no present? la actividad esperada. En cuanto a quercetina, acido caféico, a-tocoferol y acido
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ascorbico el extracto de etanol fue 52.83, 25.17, 8.58 y 30.46 veces menos activo

respectivamente, que los antioxidantes de referencia.

El extracto de metanol tuvo diferencias de 49.21, 23.45, 7.99 y 28.37 veces menos activo
respecto a quercetina, acido caféico, a-tocoferol y &cido ascorbico. Finalmente el extracto acido
también tuvo menor actividad que los antioxidantes de referencia. Para quercetina se tuvo una
actividad inferior del extracto &cido de 43.68 veces, en acido caféico, el extracto evaluado fue
20.81 veces menos activo, en a-tocoferol la actividad fue menor en 7.09 veces y para acido

ascorbico fue 25.19 veces menor.

En lo concerniente a la segunda prueba de actividad antioxidante TBARS es un anlisis
comunmente utilizado para la deteccion de la peroxidacion lipidica. EI malondialdehido se forma
como resultado de la lipoperoxidacion y reacciona con el &cido tiobarbitrico para formar un
pigmento de color rosa. Los resultados de esta prueba indican que la Clsy de los extractos de
ciruela (etanol 228 ppm, metanol 231 ppm y acido 164.5 ppm) fueron activos en comparacion
con los de hojas y semillas de cilantro, pues en éste ultimo los extractos no mostraron actividad

inhibidora a la peroxidacion (Wangensteen y cols. (2004).

De igual manera, Garcia-Alonso y cols 2004, en la evaluacion de frutos utilizando la técnica de
TBARS fue mayor para fresa con una IC% de (0.05 mg), frambuesa 0.055 mg/mL, cereza
0.074mg/mL, arandanos (0.78 mg/mL), y la mas baja en el platano (1.281 mg/mL), uva blanca
(2.216 mg/mL), kiwi (4.487 mg/mL ) y aguacate (> 5 mg/mL). Al comparar estos resultados con

los extractos de ciruela en la misma técnica, éstos mostraron valores mayores de Cls.

Ahora bien, respecto a la comparacion de la Clso por TBARS de los extractos de epidermis de
ciruela: etanol (85.60+6.23 ppm), metanol (79.73£2.62 ppm) y acido (70.77£1.34 ppm) con
antioxidantes de referencia, a-tocoferol 34.59, &cido cafeico 13.46, quercetina 3.18 y acido
ascérbico 2.28 ppm. Los extracto de epidermis presentaron menor actividad.

Al comparar los extractos (etanol, metanol y acido) con el a-tocoferol estos fueron 6.54, 6.61 y
4.70 respectivamente veces menos activos. Ahora bien, para acido caféico las diferencias de

menor actividad en los extractos mas activos de epidermis de ciruela fueron 16.99, 17.17 y 12.22
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para etanol, metanol y acido. Para quercetina los extractos fueron 71.90, 72.69 y 51.72 veces
menos activos. Finalmente, los extractos fueron 100.29, 101.38 y 72.14 veces menos eficaces
para inhibir lipoperoxidacion al respecto del &cido ascorbico. Lo anterior se traduce como una
menor actividad antioxidante, por parte del fruto, en procesos de lipoperoxidacion.
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10.0 CONCLUSIONES

La epidermis de ciruela tiene una buena proporcion de compuestos fendlicos sin embargo
el contenido de carotenos es bajo respecto a otros frutos

Los extractos mas polares fueron los que presentaron mayor actividad antioxidante, y se
sospecha que esta actividad la proporcionan las antocianinas, de acuerdo a las pruebas
acido-base, por el cambio de coloracién que tuvieron estos extractos.

En la comparacién de los antioxidantes de referencia con los extractos con mayor
actividad antioxidante, estos ultimos presentaron una actividad baja respecto a los
primeros, sin embargo la actividad de la epidermis es buena comparada con otros

extractos de frutas.

63



11.0 PERSPECTIVAS

Dentro de las frutas que contienen fitoquimicos, especificamente antioxidantes, se encuentra la
ciruela. Por un lado, es importante continuar con la investigacion al respecto del fruto de ciruela
por el potencial efecto antioxidante que presentd en las pruebas in vitro. Ademas, se sugiere
indagar en este aspecto empleando métodos in vivo, con la finalidad de determinar el efecto de
este fruto en sistemas biolégicos. Uno de los métodos a emplear puede consistir en la
suplementacion del extracto a ratas con padecimientos relacionados al estrés oxidativo (o algun

tipo de patologia relacionada con la sobreproduccién de radicales libres).

Por otro lado, se debe de inquirir acerca de la identificacion de los metabolitos presentes en los
extractos obtenidos a partir del fruto de ciruela. Para posteriormente, evaluar al metabolito
aislado como posible antioxidante. En esta fase de aislamiento de compuestos se puede recurrir a

técnicas sofisticadas como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Otra posible linea para continuar con la investigacion acerca de las propiedades antioxidantes de
la ciruela seria su aplicacion como auxiliares en la conservacion de alimentos. Las propuestas
anteriores van enfocadas a la actual tendencia en el incremento en la prevalencia de
enfermedades cronico degenerativas a nivel nacional. Pues se ha demostrado que el consumo de
frutas (debido a los fitoquimicos que contienen) actuan como auxiliares para evitar o retrasar la

aparicion de dichas patologias.
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ANEXOS

1. 0 Curva de estandar de acido gélico

Curva de calibracion de acido gélico

1.6 o
1.4 4
1.2 1

1.0

Absorbancia nm

0.8
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0.4 . . —

0.1 Concentracién mg/mL

Figura 1. Curva de calibracion de &cido galico (R=0.99+4.10, B=1.49+0.00, m=1.16).
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2. 0 Curva estandar de albumina

La curva de calibracién fue necesaria para ajustar el contenido de proteinas en el homogenizado

de cerebro. Para la realizacion de la curva estdndar de albimina se debe realiz6 el siguiente

procedimiento:

1. Solucién stock de albimina 1.5 mg/mL.

2. Preparacion por duplicado de 400 pL de las diluciones de albumina (Tabla 1)

Tabla 1. Diluciones de albimina para la elaboracién de la curva estandar

Concentracién en 400

Alicuota del stock

Agua desionizada

Concentracion final en

ML (ng/mL) 1.5 mg/mL 3 mL (ug/mL)

0 0L 400 pL 0

75 20 pL 380 pL 10

No 150 40 pL 360 pL 20
225 60 uL 340 pL 30
300 80 pL 320 pL 40
375 100 pL 300 pL 50
450 120 pL 280 pL 60
524 140 pL 260 pL 70
600 160 pL 240 pL 80

3. Enelcaso de la muestra problema tomar la alicuota deseada (5, 10, 20 0 40 pL) y llevar

a 400 pL con agua desionizada.

4. Agregar 2.3 mL de la siguiente mezcla :

49 mL de carbonato de sodio (NaCOgz) 2% en hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N
0.5 mL de tartrato de Na/K 2%
0.5 mL de sulfato de cobre (CuSO4)

o

6. A los treinta minutos medir la absorbancia a 550 y 750 nm.

Después de diez minutos agregar 0.3 mL de reactivo de Folin disuelto en agua (1:1).
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7. Finalmente se ajustan los resultados experimentales a un modelo lineal por medio de un

analisis de regresion.

0.20 —
0.18 —
0.16 —
0.14 —
0.12 —
0.10 —

0.08 +

Absorbancia

0.06
0.04 4

0.02 +

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Concentracion ( pg/mL)

Figura 2. Curva estandar de albumina (R=0.99+0.004),
m=0.00232+7.15948E-5).

B=0.01422+0.0036,
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3.0. Curva estdndar de malondialdehido usando como precursor tetrametoxipropano

(TMP)

Esta curva de calibracion se realizé con la finalidad de cuantificar la cantidad de malondialdehido

generado en el ensayo. Para la realizacion de la curva estdndar se desempefia el siguiente

procedimiento:

1.

Preparar solucién stock (10 mM, 25 mL). Tomar 41.173 uL de TMP directo del frasco
contenedor y se afora a 25 mL con acido sulfarico (H,SO,4) al 1% en agua desionizada.
Hidrolizar durante dos horas a temperatura ambiente.

Preparar la solucién de trabajo (0.1 mM, 5 mL), tomar 50 uL de la solucién anterior y
agregar 4.95 mL de H,SO4 1%.

Tomar por duplicado el volumen de la solucion de trabajo sefialado en la Tabla 2 y

llevar a 1.5 mL con H,O desionizada, esto se realiza para obtener las soluciones para la

curva.

4. En la reaccion con TBA agregar a todos los tubos 1.5 mL de TBA 0.67% disuelto en

NaOH 0.05 N y calentar 30 min en bafio de agua a ebullicién.

5. Finalmente, enfriar los tubos a temperatura ambiente y medir la absorbancia a 532 nm.

Graficar la concentracion final de malondialdehido contra la densidad &ptica, para

construir la curva y obtener la ecuacién de la recta, para ajustar los resultados

experimentales a un modelo lineal.

Tabla 2. Volimenes para la curva estandar de malondialdehido a partir de tetrametoxipropano 0.1

mM.
Concentracion final TMP 0.1 mM H,O desionizada TBA 0.67 %
(UM)
0 O pL 1.5 mL 1.5 mL
1 30 pL 1.470 mL 1.5 mL
2 60 pL 1.440 mL 1.5 mL
3 90 uL 1.410 mL 1.5 mL
4 120 pL 1.380 mL 1.5 mL
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5 150 pL 1.350 mL 1.5mL
6 180 pL 1.320 mL 1.5mL
7 210 pL 1.290 Ml 1.5mL
8 240 pL 1.260 mL 1.5mL
9 270 pL 1.230 Ml 1.5mL
10 300 pL 1.2 Ml 1.5 mL

Absorbancia

Concentracion uM de MDA

Figura 3. Curva estandar de malondialdehido usando como precursor tetrametoxipropano
(TMP), R=0.99+0.00), B=1.26096E-4+1.00031E-4, m=0.07927+2.08762E-4.
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4.0 Aislamiento e identificacion de metabolitos

Se realiz6 una prueba preliminar con el propdsito de aislar metabolitos de los extractos mas
activos del total de los siete extractos evaluados (hexano, diclorometano, acetato de etilo,
acetona, etanol, metanol y acido), los de etanol, metanol y &cido fueron los que presentaron
mayor AA, en las pruebas realizadas, se trabajo con estos extractos para efectuar la purificacion
de metabolitos.

Para ello fue necesario identificar el nGmero de compuestos presentes en cada extracto, se
recurrié a la técnica de cromatografia en capa fina (CCF). Durante la CCF se utilizd6 como
soporte silice, celulosa y papel sin obtener separacion de compuestos. Se determin6é que los
extractos etandlico y metandlico contenian los mismos componentes y el acido fue diferente. Por
consiguiente, se enviaron 10 mg del extracto etanol y acido a resonancia magnética nuclear, para
realizar la prueba de H', y determinar la presencia de anillos aromaticos. Posteriormente, se
realiz6 un cambio de pH a los extractos utilizando NaOH (99%), Considerando la modificacion

de antocianinas respecto a la coloracion y pH.

A continuacién, se monto una columna con soporte de silice, se utilizaron cuatro gramos del
extracto de etanol. Por un lado, se monto una columna con soporte de sephadex LH-20 con el
extracto acido. Al disolver el extracto se obtuvo un precipitado por consiguiente se filtro la
mezcla y la columna se empacé con las aguas madres. Las fracciones colectadas fueron 36 de 25
mL cada una. Las fracciones cinco y diez se concentraron por separado y se enviaron a
resonancia magnética nuclear (RMN) (espectro tres y cuatro de anexos) para observar si se
encontraban puras. Otro soporte utilizado para la separacion por cromatografia fue
polivinilpolipirrolidona (PVP). Se empaco columna con éste soporte con 15 g de extracto acido,
disuelto en 0.25 N de HCl en H,O.

Respecto a los resultados de esta seccion, se buscaba la identificacién de antocianinas en los
extractos de epidermis, de acuerdo a los antecedentes existentes sobre estos compuestos en otras
variedades de ciruela. Sin embargo, no se logro separar alguno empleando técnicas de

cromatografia, en columna, capa fina y placa preparativa. Lo anterior debido a la mezcla de
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compuestos presentes en los extractos. Otra probable causa fue el tipo de metodologia empleada
en la extraccion. En este caso seria conveniente realizar un acoplamiento de diferentes técnicas de

analisis para mejorar la separacion asi como la sensibilidad de la deteccion de las antocianinas.
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4.1 Espectros
Espectro 1. Extracto de etanol
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Espectro 2. Extracto acido
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Espectro 3. Fraccion 5
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Espectro 4. Fraccion 1
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