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Resumen

occonia frutescens es un darbol pequefio,
posee hojas profundamente lobuladas y con
borde dentado, las flores estan agrupadas en
paniculas terminales pendulares, las semillas
son de color negro brillante con una cubierta
carnosa de color anaranjada. Es nativa de América, es conocida
con los nombres vulgares de: Sarno, Palo Amarillo o Trompeto.
Objetivos: Evaluar la actividad antioxidante de extractos y
fracciones de hojas de Bocconia frutescens por los métodos
DPPH® y ABTS'*. Métodos: las fracciones obtenidas por
soxleth con solventes de diferente polaridad de hojas, fueron
evaluadas a concentraciones de 25, 62.5, 125 y 250 mg/LMeOH
para determinar la actividad antioxidante por los métodos
DPPH" y ABTS"*. Resultados: Para los extractos por el método
decoloracion del radical DPPH® el Porcentaje de Captacion se
encontrd entre 47.6 y 57.7 a 250 mg/LMeOH y para las frac-
ciones entre 45.4 y 54.1 mg/LMeOH, a 250 mg/LMeOH. Por el
método decoloracion del radical ABTS**. Para los extractos el
porcentaje de Captacion se encontro entre 89.7 y 99.7 a 250
mg/LMeOH y para las fracciones entre 68.5 y 99.6 mg/LMeOH.
Conclusiones: las fracciones de acetato de etilo y metanol
presentaron una alta actividad antioxidante al ser evaluadas por
las técnicas ABTS'* y DPPH" | la técnica ABTS'* se presento
mayor sensibilidad.

Palabras clave: Antioxidante, Bocconia frutescens, ABTS™*,
DPPH", actividad antioxidante relativa (AAR).

Abstract

occonia frutescens is a small tree, has deeply
lobed and serrated edge leaves, flowers are
grouped in pendulous panicles terminal,
seeds are shiny black with a fleshy covering of
orange color. It is native to America, is known
under their common names: Sarno, Palo Amarillo or Trom-
peto. Objectives: Evaluate the antioxidant activity of extracts
and fractions of leaves Bocconia frutescens by DPPH* and
ABTS"* methods. Methods: the fractions obtained by Soxhlet
with solvents of different polarity of leaves, were evaluated at
concentrations of 25, 62.5, 125 and 250 mg / LMeOH to deter-
mine the antioxidant activity by DPPH® and ABTS"* methods.
Results: Extracts for the bleaching method DPPH" radical the
Percent Uptake was between 47.6 and 57.7 to 250 mg / LMeOH
and fractions between 45.4 and 54.1 mg / LMeOH, to 250 mg /
LMeOH. By the method of coloration radical ABTS*. Extracts
for the percentage uptake was found between 89.7 and 99.7
and fractions between 68.5 and 99.6 mg / IMeOH, to 250 mg
/ LMeOH. Conclusions: The fractions of ethyl acetate and
methanol have a high antioxidant activity to be evaluated by the
ABTS"* and DPPH" techniques, the technique ABTS"* present
higher sensitivity.
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method of coloration radical ABTS®*., DPPH", antioxidant acti-
vity relative (AAR).
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Introduccion

La familia Papaverdcea es una familia que cuenta de 44
géneros y unas 770 especies distribuidas por las zonas
templadas del planeta (sobre todo el hemisferio norte)
y practicamente ausentes en dreas netamente tropicales.
Es de importancia econdmica pues muchas especies son
cultivadas como ornamentales o medicinales, dentro de
estos el unico genero nativo en Colombia es Bocconia,
este género neo tropical distribuido desde México hasta
Argentina consiste de 20 especies, dos de ellas en los
andes centrales [1].

Bocconia frutescens es una planta de distribucion amplia
y propia de sitios perturbados con buena iluminacion y
humedad, desde los 1500 hasta cerca de los 3200 metros
sobre el nivel del mar. Su uso mds conocido es contra
la sarna, el jugo permanente de la planta se usa como
vermifugo y purgante. El arilo de las semillas es consu-
mido por aves [2].

En colombiana se encuentra distribuida en las tres cordi-
lleras; en el departamento de Cundinamarca se observa
en la parte alta de los cerros y lomerios de los municipios
que comprenden la Sabana de Bogotd y en el flanco occi-
dental de la cordillera Oriental, también se encuentra de
forma cultivada, en la Sabana de Bogota [3].

El arbol alcanza los 10 metros de altura y los 40 cm de
didmetro en su tronco, tiene corteza fisurada, su consis-
tencia es corchosa y su color es amarillento; su copa tiene
forma ovalada y es poco densa; su follaje comprende las
tonalidades del color verde oliva al color verde anaran-
jado y esta distribuido en ramilletes; sus ramas crecen de
manera oblicua a arqueada y empiezan a baja altura; sus
ramitas son gruesas, vidriosas y expiden una sustancia
(ldtex) de color anaranjado.

Las hojas miden 50 ¢cm de largo por 28 cm de ancho
aproximadamente, son simples, alternas, estan
dispuestas en forma de hélices (helicoidales), su borde
es dentado y posee varios lobulos, su textura es pare-
cida a la del cuero (coridceas), por su frente son de
color verde oscuro y por su revés son de color verde
ceniciento, su nerviacion es pronunciada, producen un
exudado que es de color naranja al estrujarlas y estan
agrupadas en manojos, no presentan estipulas. Las
flores miden 5 mm de didmetro, son de color crema,

no poseen pétalos, tienen numerosos estambres y
estdn agrupadas en grandes inflorescencias terminales
en forma de paniculas pendulares que pueden medir
hasta 1 m de largo. Los frutos miden 1 cm de largo por
4 mm de ancho, son similares a legumbres que se abren
por si solas en 2 valvas carnosas y un falso tabique (sili-
cuas), su color es gris amarillento y cada uno contiene
una semilla. Las semillas miden 5 mm de largo por 3
mm de ancho, su color es negro, son brillantes y poseen
una cubierta carnosa que es de color roja. Sus semillas
son consumidas por las aves (avifauna). La secrecion,
de color naranja, producida por sus hojas y ramas se
emplea como colorante. la infusion de su raiz se emplea
contra la hidropesia y la ictericia; la secrecion anaran-
jada que se produce al arrancar sus hojas o ramas se
utiliza, mezclada con agua, para las ulceraciones de los
parpados. Los banos de agua con sus semillas macha-
cadas curan la sarna de los perros y elimina los piojos. Su
raiz y hojas, maceradas y mezcladas entre si, sirven como
cataplasma para curar heridas que contengan hongos
[3]. El ldtex tiene accion purgante y vermifuga a dosis
de 10 gotas.

Una gota diluida en una cucharada del caldo es un tonico
tradicional. Con las raices, se puede preparar una decoc-
cion diurética util en las retenciones de liquidos. Por via
externa, se aplican emplastos o cataplasmas de las hojas,
que actuan como vulnerarias, mejorando la cicatrizacion
de las heridas y cortando las hemorragias. El aceite de
las semillas también se puede aplicar por via externa con
el fin de madurar abscesos, en tlceras cutdneas y en el
tratamiento de la sarna y otras parasitosis de la piel. La
planta ha sido toxica en los animales de experimenta-
cion, en los cuales, si se administra por via inyectable,
posee una intensa accion analgésica, por via oral, no se
ha detectado esta toxicidad [4].

Actividad antioxidante:
Método de decoloracion
del radical DPPH"*

El DPPH" es un radical nitrogenado orgdnico y estable,
de un intenso color purpura, y no necesita generacion
previa. El método fue planteado por Brand-Williams [5],y
sirve para determinar la capacidad antioxidante con base
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en la disminucion de color, medida a 517 nm, por accion
de un compuesto antioxidante. Dicha actividad también
puede medirse por resonancia espin-electron [6].

Autores como Sinchez-Moreno [7], clasificaron el
comportamiento de la cinética en términos de tiempo,
como: rdpida (<5min), intermedia (5-30min), lenta
(>30min), e introdujeron un pardmetro de capacidad
antioxidante llamado Eficiencia antirradical [8].

A continuacion se describe la reaccién modelo de barrido
entre el radical DPPH" y el antioxidante (AH):

DPPH + AH DPPH — H + A°
DPPH" + A° DPPH — A
AT+ A A—-A

Un nuevo radical es formado durante la interaccion del
radical DPPH y el antioxidante, y las reacciones secunda-
rias conducen a compuestos estables [9].

El radical DPPH" se prepar6 al disolver 2 mg en 100 ml
de metanol; alicuotas de 500 ul de la solucion metandlica
de cada muestra son anadidas a 1,5 ml de una solu-
cion metanolica de radicales libres DPPH". La reaccion
se estabiliza a los 5 min, luego de los cuales se mide la
absorbancia a 517 nm y se calcula el porcentaje de inhi-
bicién. Como control de referencia se utiliza quercetina
y dcido ascorbico.

Actividad antioxidante:
Método de decoloracion
del radical ABTS*

Este método fue propuesto en 1993 por Miller [10] y
se basa en la capacidad antioxidante del ABTS'* para
capturar aniones radicales de larga vida. En la prueba el
ABTS"* es oxidado por radicales peroxido, por persul-
fato de potasio [11], por perdxido de hidrogeno [12],
peroxidasa de rdbano [13]. u otro oxidante hasta formar
el cation radical ABTS'*, el cual presenta un intenso
color verde-azul, y en la medicion los compuestos
con capacidad antioxidante reaccionan directamente
disminuyendo el color del cation radical ABTS"*. Los
resultados obtenidos se expresan como inhibicion y se
llevan a una concentracion relativa de trolox, por ello el
método se conoce como Capacidad Antioxidante Equi-

valente al Trolox (TEAC). El radical posee solubilidad
en medios polares y apolares y no es afectado por la
fuerza i6nica; por tanto, evalia antioxidantes hidrofilicos
y lipofilicos de extractos de plantas y fluidos biologicos
[14] [15] [6]. Este método se basa en la capacidad de
las moléculas antioxidantes (trolox) para saciar la larga
vida ABTS**, un cromoforo azul-verde con un maximo
de absorcion a una longitud de onda de 754 nm.

ABTS + K,3,0, ABTS"*

A = 754nm

Max

ABTS* + ArOH (Antiox) ABTS + ArO® + H*

Asimismo, es un método de screening para la evalua-
cion de la capacidad antioxidante de distintas sustancias
hidrofilicas y lipofilicas. El radical monocatidnico 2,2-azin-
obis-(acido3-etilbenzotialzolina—6-sulfonico)  (ABTS**)
es producido por la reaccion entre 50 mg de ABTS en
H20 y 2.45 mg de persulfato de potasio. Dicha reaccion
da un compuesto coloreado que al cabo de 12 a 16 horas
es estable, y luego es diluido con metanol hasta llegar a
una absorbancia de 0.7 medida a 754 nm.

Porcentaje de captacion
de radicales

El porcentaje de captacion se calcula mediante la
siguiente formula [16]:

% de captacion = (A inicial — A final / A inicial)

La actividad antioxidante de los diferentes compuestos
se mide en funcion del grado de decoloracion que causan
en la solucion del radical monocationico ABTS* o del
radical DPPH". El ensayo de decoloracion se basa en la
capacidad que tiene la sustancia a prueba de capturar el
electron desapareado del radical o de liberar un proton.

Porcentaje de actividad
antioxidante relativa (% AAR)

El porcentaje AAR es la actividad antioxidante de una
sustancia comparada con la de un patron en las mismas
condiciones, y se calcula con el coeficiente de inhibicion
(IC 50) del patron usado (trolox, quercetina o dcido
ascorbico) por el IC 50 de la muestra analizada.
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EI'IC 50 se calcula mediante regresion lineal o por medio
de la ecuacion de la recta de cada muestra o patron
de referencia analizado. El porcentaje AAR se calcula
mediante la siguiente férmula:

% AAR = (IC50  /IC50 ) X 100

®)

Donde IC 50, es el coeficiente de inhibicion del patron
de referencia usado e IC 50<M) es el coeficiente de la
muestra analizada.

Materiales

Se utilizo trolox (dcido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
cromo-2-dcido  carboxilico 97%), quercetina y dcido
ascorbico como antioxidantes de referencia. El DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, D-9132), ABTS (dcido
2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico,  A-1888),
metanol, agua destilada.

Las soluciones se prepararon de la siguiente forma:

* Preparacion del radical DPPH": se disolvieron 2 mg de
DPPH Sigma-Aldrich en 100 ml de metanol. La solu-
cion se dejo reaccionar a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 30 minutos. Luego se prepararon
soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia
de 0.700 £ 0.050 para todos los casos[12], a una
longitud de onda de 517 nm.

¢ Preparacion del radical ABTS"*: se disolvieron 50 mg
de (ABTS), la sal diamonica del 2,2-azino-bis-(3-etll-
benzotiazolina-6-sulfonico) de Sigma-Aldrich, en 50
ml de agua desionizada y luego se adicionaron 2.45
mg de persulfato de potasio (K,S,0,). La solucion se
dejo reaccionar a temperatura ambiente en la oscu-
ridad durante 16 horas (Imagen 06). Posteriormente
se prepararon soluciones de trabajo hasta obtener
una absorbancia de 0.750 %= 0.050 para todos los
casos, a una longitud de onda de 754 nm.

e Preparacion de dcido ascorbico C - DPPH": se
preparo una solucion stock 1000 ppm disolviendo 10
mg de dcido ascorbico, en 10 ml de metanol, luego se
prepararon diluciones con rangos de concentracion
entre 400 y 1 ppm.

* Preparacion de quercetina DPPH': se prepard una
solucion stock 800 ppm disolviendo 20 mg de dcido

ascorbico en 25 ml de metanol, luego se prepararon
diluciones con rangos de concentracion entre 20 y

1 ppm.

 Preparacion de trolox ABTS'*: se prepard una
solucion stock 2 mM disolviendo 0.005 g de dcido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico  97%
(trolox) de Acrds Organic, en 10 ml de metanol,
luego se prepararon diluciones con rangos de
concentracion entre 3y 15 uM.

* Preparacion de quercetina ABTS'*: se prepard una
solucion stock 2,6 mM disolviendo 0.02 g de quercetina,
en 25 ml de metanol, luego se prepararon diluciones
con rangos de concentracion entre 3 y 12 uM.

 Preparacion de ABTS®": se prepar6 una solucion
stock 5,7 mM disolviendo 0.01 g de dcido ascorbico
(vitamina C), en 10 ml de metanol, luego se prepa-
raron diluciones con rangos de concentracion entre
3y 12 uM.

Experimental y resultados

Obtencién de extractos
y fracciones de Bocconia
frutescens L. (Papaveraceae)

la planta colectada en Bogotd fue desecada y molida, para
una extraccion con etanol en Equipo Soxhlet, (Foto 1)
obteniéndose el extracto etandlico total concentrado en
Rotaevaporador.

A los extractos etanolicos totales de hojas y flores se les
realizd un fraccionamiento solido liquido (percolacion)
empleando como fase estacionaria silica gel 60 (MN Kieselgel
60 0.063 0.2 mm/70 =230 mest ASTM), y como fase mavil,
éter de petroleo. Se continu6 con diclorometano, acetato
de etilo y metanol, obteniéndose las fracciones de éter
de petroleo, diclorometano, acetato de etilo y metanol, las
cuales se concentraron en rotaevaporador.
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Foto 1. obtencion de extractos y fracciones por la técni-
ca Soxhlet (autor)

Actividad antioxidante de los di-
ferentes extractos y fracciones

Ensayo de decoloracion del radical
1-1-Difenil-2- Picrilhidrazilo (DPPH")

La actividad antioxidante de decoloracion del radical DPPH*
se determino de acuerdo a los pardmetros establecidos:

Para realizar la curva de referencia se prepararon solu-
ciones de dcido ascorbico (Vitamina C) y Rutina en
concentraciones de 1,25, 6.25y 12.5 miligramos por litro
de metanol respectivamente, se realizd la medicion del
porcentaje de captacion de DPPH". Los resultados de
la medicion del porcentaje de captacion de DPPH® se
encuentran en la tabla 1y 12.

Tabla 1. Porcentaje de Captacion del radical DPPH* em-
pleando Acido ascérbico. (Fuente: Autor)

Concen- % de

tracion

Log
Concen-

captacion

inicial | final

mg/ L MeOH tracion de DPPH’
1,25 0,10 0,786 0,397 4949
6,25 0,80 0,784 0,097 87,03
125 1,10 0,792 0,097 87,75

Partiendo de los datos obtenidos del porcentaje de capta-
cion del radical DPPH" causado por el dcido ascorbico,
se construy6 una curva de referencia (Grafica 1) que
permite verificar la dependencia lineal del porcentaje de
captacion del radical Vs la concentracion del dcido ascor-
bico obteniéndose un R* de 0,916, el cual nos permite
calcular el porcentaje de concentracion efectiva 50 (IC, )
por medio de la ecuacion de la grafica 1.

Tabla 2. Porcentaje de captacion del radical DPPH® em-
pleando Rutina (Fuente: Autor).

Concen- Log % de
tracion Concen- captacion
mg/ L MeOH tracion de DPPH’

1,25 0,10 0,793 0,561 29,26

6,25 0,80 0,796 0,392 50,75

125 1,10 0,791 0,330 58,28

Al igual que con el dcido ascorbico se realizo la curva de
referencia con la Rutina, siguiendo los datos de la tabla 2,
y se realizd la curva de referencia (Grafica 2) que permite
verificar la dependencia lineal del porcentaje de captacion
del radical Vs la concentracion de la rutina en miligramos
por litro de metanol, obteniéndose un R* de 0,999.

El coeficiente de Inhibicion (IC,)) se calcula con la ecua-
cién delarecta, la cual se obtiene de la curva de referencia
de cada patron analizado (dcido ascorbico y Rutina) para
el método de decoloracion del radical DPPH". Para el
método de decoloracion del radical ABTS** se utilizaron
dcido ascorbico, rutina y trolox. Para calcular el IC se
sustituye (y) por 50, y ast calculamos la concentracion,
o mediante un andlisis de regresion del porcentaje
de captacion de DPPH® o porcentaje de inhibicion del
radical ABTS"*, versus la concentracion necesaria de
los extractos, para inhibir el 50% del radical DPPH"*, o
ABTS"* [5].

Segun la grafica 1 la curva de referencia del dcido ascor-
bico da una ecuacion: y = 17,864In(x) + 47,677 y un R*
= 0,916.
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Gréfica 1. Curva de referencia del porcentaje de cap-
tacion de DPPH* v/s concentracién de acido ascdrbico.
(Fuente: Autor).
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e*= (50 —47,677) / 17,864 Debido a que la curva se basa
en el logaritmo de la concentracion, el resultado obte-
nido para el dcido ascorbico es de 1.13 miligramos por
litro de metanol.

La curva de referencia de la rutina (Gréfica 2), da una
ecuacion: y= 9,6002 Inx - 33,654 y un R* = 0,999.

Griéfica 2. Curva de referencia del porcentaje de cap-
tacion de DPPH® v/s concentracién de Rutina. (Fuente:
Autor).
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Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la
concentracion, el resultado obtenido para obtener la
concentracion de rutina es: 5,49 miligramos por litro de
metanol.

La actividad antioxidante fue evaluada para los extractos
de Bocconia frutescens obtenidos de los solventes de
diferentes polaridades (Diclorometano, Acetato de Etilo
y Etanol), en diferentes concentraciones (25, 62,5, 125
y 250 miligramos por litro MeOH), mediante la aplica-
cion del método decoloracion del radical DPPH". Para
¢éste método observamos que hay tendencia de mayor
actividad antioxidante a medida que aumenta la concen-
tracion en las soluciones de trabajo de los extractos.

Tabla 3. Porcentaje de Captacion de DPPH® en extrac-
tos. (Fuente: Autor).

Concentracion | Extracto Di- | Extracto Ace- | Extracto
mg/L MeOH | clorometano | tato de Etilo | Etanol

360.4 445 335
025 40.7 477 385
125 432 547 449
250 476 57.7 476

El extractos de Acetato de Etilo presento mayor capta-
cion, en las concentraciones de 62.5, 125 y 250, esto
demuestra que pueden no presenta un porcentaje de
captacion de radicales libres, el extracto de diclorome-
tano presento menor variacion en la absorbancia, lo
que se traduce en porcentaje de captacion de DPPH*
(Tabla 3).

Griéfica 3. Comparacion de los extractos por el método
decoloracién del radical DPPH". (Fuente: Autor).
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De igual forma como en los extractos, La Acetato de Etilo
presenta los mayores porcentajes de captacion eviden-
cidandose actividad antioxidante para esta fraccion como
se demuestra en la tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de Captacién de DPPH* en Fraccio-
nes (Fuente: Autor).

Concentracion | Fraccion Di- | Fraccion Ace- | Fraccion
mg/L MeOH | clorometano | tato de Etilo | Metanol
25 48 345

391
625 424 494 41
125 44.8 509 45.6
250 454 54.1 52.8

La actividad antioxidante fue evaluada para las fracciones
obtenidas de los extractos, a las concentraciones de 25,
62.5, 125 y 250 miligramos por litro de metanol, con la
aplicacion del método decoloracion del radical DPPH,
observando que en los solventes de mayor polaridad
presentan la mejor captacion por DPPH®

Griéfica 4. Comparacién del porcentaje de captacion del
radical DPPH* de las fracciones de los diferentes extrac-
tos. (Fuente: Autor).
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En la fraccion de menor polaridad en ninguna de las
concentraciones el porcentaje de captacion supera el
50%. La fraccion acetato de etilo del extracto total acetato
de etilo, presenta porcentajes de captacion superiores al
50% en las concentraciuones de 125 y 250 miligramo por
litro de metanol, con esto se puede concluir que esta
fracciones pueden presentar activida antioxidante.

Con base en las curvas de concentracion vs porcentaje
de captacion obtenida de los extractos y las fracciones,
se obtuvieron las ecuaciones de las curvas, las cuales se
utilizaron para calcular el IC_ de cada uno de los mencio-
nados. En la tabla 5 se observalos IC, para las fracciones y
los extractos evaluados, evidencidndose que los extractos
y fracciones con solventes de mayor polaridad mostraron
mejor concentracion inhibitoria 50 para este método.

Tabla 5. IC50 de extractos y fracciones de hojas calcu-
lados por el método de decoloracién del radical DPPH".
(Fuente: Autor).

Extracto o fraccion IC50 DPPH'
miligramo/ LMeOH

Extracto. Diclorometano 454,83
Fraccion Diclorometano 1012,606
Extracto. Acetato de etilo 69,18
Fraccion Acetato de etilo 66,14
Extracto. Etanol 334,61
Fraccion. Metanol 198,72
Rutina 5,88
Acido Ascorbico 1,13

Se compar6 los resultados obtenidos con el IC, del
dcido ascorbico (1.13 miligramos por litro de MeOH) y
la Rutina (5.88 miligramos por litro de MeOH), observan-
dose que la fraccion y extracto total de Acetato de Etilo
presento mejor concentracion inhibitoria (IC,) para este
método en 66.14 y 69.18 miligramos por litro de MeOH
respectivamente.
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Gréfica 5. Comparacién IC50 de extractos y fracciones
calculados por el método de decoloracion del radical
DPPH*. (Fuente: Autor).
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La capacidad antioxidante significa la captacién que
tiene un miligramo de antioxidante para atrapar radi-
cales libres en un litro de metanol, para este ensayo se
evidencia que la mayor capacidad antioxidante de las
muestras evaluadas la tiene la fraccion Acetato de etilo
con 0.02 miligramos por litro de metanol, la capacidad
antioxidante comparada con la del 4cido ascorbico es un
88.87% menor.

Tabla 6. Capacidad antioxidante de extractos y fraccio-
nes calculados por el método de decoloracién del radi-
cal DPPH*. (Fuente: Autor)

Extracto o fraccion Capacidad antioxidante
miligramo/ LMeOH

Extracto. Diclorometano 0
Fraccion Diclorometano 0
Extracto. Acetato de etilo 0,01
Fraccion Acetato de etilo 0,02
Extracto. Etanol 0
Fraccion. Metanol 0,01
Rutina 0,17
Acido Ascorbico 0,88

En la grafica 6. Se evidencia que la fraccion en Acetato
de etilo tiene no tiene una buena capacidad antioxidante
respecto a la patrones (Rutina y Acido Ascorbico).

Gréfica 6. Capacidad antioxidante de extractos y frac-
ciones calculados por el método de decoloracion del
radical DPPH". (Fuente: Acutor).
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La actividad antioxidante relativa (AAR), de extractos y
fracciones Wedd, para el método de decoloracion del
radical DPPH", se calculd con la ecuacion

El AAR, muestra el comportamiento de las fracciones
y extractos analizados comparados con los patrones
usados, los resultados son obtenidos en actividad anti-
oxidante relativa. Estos resultados aunque diferentes
para cada uno de los patrones, muestran el mismo orden
de resultados (Tabla 7). La fraccion Acetato de etilo
presentd un 58,53 AAR comparado con el acido ascorbico
y 11,25 de AAR con la Rutina, siendo la fraccion analizada
con mejor actividad relativa, seguido por la extracto en
Acetato de Etilo con 61,62 de AAR para el 4cido ascorbico
y 11,77 AAR para la Rutina.

La actividad antioxidante relativa entre mayor sea el valor
menor es la capacidad antioxidante en concentracion de
miligramos por litro de metanol

Tabla 7. AAR: actividad antioxidante relativa de extrac-
tos y fracciones calculados por el método de decolora-
cién del radical DPPH*. (Fuente: Autor).

Extracto o Fraccion B3 LEL
Acido Ascorbico | Rutina

Extracto. Diclorometano 402,5 7735
Fraccion Diclorometano 896,11 172,21
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AAR

Rutina

Extracto o Fraccion B3
Acido Ascorbico

Extracto. Acetato de etilo 61,22 11,77
Fraccion Acetato de etilo 58,53 11,25
Extracto. Etanol 296,12 56,91
Fraccion. Metanol 175,86 33,80

En la grafica 7. Se observa que por el ensayo de decolo-
racion DPPH", hay menor actividad antioxidante relativa
con respecto a las sustancias de control, verificando que a
mayor valor menor capacidad de atrapar radicales libres.

Gréfica 7. Comparaciéon AAR: actividad antioxidante re-
lativa de extractos y fracciones de calculados por el en-
sayo de DPPH". (Fuente: Autor).
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La metodologfa desarrollada para el método de decolo-
racion del radical ABTS® ", se determino de acuerdo a los
pardmetros establecidos segun referencias.

Analisis de resultados

Para realizar las curvas de referencia se prepararon
soluciones de Trolox, dcido ascorbico y rutina, en concen-

traciones de 0,625 a 25 miligramos por litro de metanol y
se realizo la medicion del porcentaje de captacion.

Tabla 8. Porcentaje de captacion del radical ABTS + em-
pleando trolox. (Fuente: Autor).

Concen- Log % de
iy A A iy
tracion Concen- inicial | fina] | CAPtacion
mg/LMeOH | tracion de ABTS**
0.625 -0.20 0.788 0577 26.78
0.25 0,8 0,788 0,347 5596
125 1,10 0,784 0,110 8597

Partiendo de los datos obtenidos del porcentaje de
captacion del radical cationico Acido 2,2-azino-bis-3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonico (ABTS®*), se construyd una
curva de referencia (Grafica 8) que permite verificar la
dependencia lineal del % de captacion del radical ABTS™*
Vs la concentracion del trolox, obteniéndose un R* de 0,968,
el cual nos permite calcular el porcentaje de concentracion
efectiva 50 (IC,)) por medio de la ecuacion de la grafica 8.

Tabla 9. Porcentaje de captacién del radical ABTS'+ em-
pleando acido ascérbico. (Fuente: Autor).

Concen- Log A A % de
tracion Concen- inicial | final captacion
mg/LMeOH | tracién de ABTS**

0,625 -0,20 0,766 0,543 2911

6.25 0,80 0,762 0,140 81,63

12,5 1,10 0,768 0,012 98,44

25 1,40 0,768 0,010 98,69

Debido a que se va a evaluar la capacidad antioxidante de
extractos vegetales, se realiza la curva de referencia con
acido ascorbico, como antioxidante de referencia con
concentraciones de 0.625, 6.25, 12.5 'y 25 miligramos por
litto de MeOH (Tabla 14).

Tabla 10. Porcentaje de captacion del radical ABTS™ em-
pleando rutina. (Fuente: Autor).

% de
captacion
de ABTS**

28,05

Concen-
tracion
mg/ L MeOH

0,025

Log

Concen-
tracion

-0,20

inicial | final

0,788 0,567
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Concen- Log % de
" .\ A Ha
tracion Concen- inicial | final captacion
mg/L MeOH | tracién de ABTS**
0.25 0,80 0,784 0,366 53,32
125 1,10 0,794 0,148 81,36
25 1,40 0,798 0,016 97,99

Al igual que con el trolox y dcido ascorbico se realizo la
curva de referencia con la rutina, partiendo de los datos
de la tabla 15, y se realizo la curva de referencia (Grafica
9) que permite verificar el porcentaje de captacion del
radical ABTS"* Vs la concentracion de la Rutina obtenién-
dose un R* de 0,9477.

Como se calculd anteriormente para el método del
DPPH", el IC,; se calcula con la formula de la ecuacion
de la recta.

Partiendo de los datos obtenidos de la captacion del
radical ABTS®* causado por el trolox, se construy¢ la
curva de referencia (Grafica 8) que permite verificar
la dependencia lineal del porcentaje (%) de captacion
contra concentracion de trolox obteniéndose un R* de
0,968. La curva de referencia de trolox da una ecuacion
de recta y= 18,703 Inx + 34,205.

Gréfica 8. Curva de referencia del porcentaje de cap-
tacién del radical ABTS™* v/s concentracién de Trolox.
(Fuente: Autor).
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(50 — 34.205) / 18.703 = e* Debido a que la curva se
basa en el logaritmo de la concentracion, el resultado
para el IC50 del trolox es de 2.32 miligramos por litro de
metanol.

Segun la gréfica 9, la curva de referencia de la rutina da
la ecuacion de la recta: y= 18,515 Inx + 33,184, y un R
de 0,9477.

Obteniendo un IC,  de 2.48 miligramos de rutina por litro
de metanol.

Gréfica 9. Curva de referencia del porcentaje de cap-
tacién del radical ABTS™* v/s concentracion de rutina.
(Fuente: Autor).
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Como se ha venido calculando el IC | para los patrones,
el del dcido ascorbico se obtuvo en base a la ecuacion de
la recta, de la grifica 10. y = 19,848 Inx + 43,151 y un
R% 0,953

Gréfica 10. Curva de referencia del porcentaje de capta-
cién del radical ABTS™* v/s concentracion de acido ascor-
bico. (Fuente: Autor).
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En la grafica anterior se observa el comportamiento del
dcido ascorbico, (50 — 43.151) / 19.848 = e* Debido a
que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion,
el resultado obtenido de la concentracion de dcido ascor-
bico es de 1,41 miligramos por litro de metanol.

Como se aplico para el método de decoloracion del radical
DPPH", para el método de decoloracion del ABTS* ™, se
utilizaron las mismas concentraciones de los extractos
(25, 62,5, 125 y 250 miligramos por litros de MeOH). Para
éste método también observamos que hay tendencia de
mayor actividad antioxidante a medida que aumenta la
concentracion en las soluciones de los extractos.

Tabla 11. Porcentaje de captacién de ABTS™ en extrac-
tos. (Fuente: Autor).

Concentracion|  Extracto I;Z:(Ct;a;t(:) Extracto
mg/ L MeOH |Diclorometano de Etilo Etanol
25 343 38,5 404
025 55,2 53,1 715
125 0684 78,8 89,1
250 89,7 974 99,7

El extracto de Diclorometano presento el menor porcen-
taje de captacion con respecto a los extractos de acetato
de etilo y etanol, ya que estos extractos sobrepasaron el
90% de captacion del radical ABTS®* en la concentracio
de 250 miligramos por litro de metanol (Tabla 11).

Griéfica 11. Comparacién extractos por el método deco-
loracién del radical ABTS**. (Fuente: Autor).
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El extracto de diclorometano mostro un comportamiento
mds conservador, presentando una menor disminucion
de la absorbancia, su mayor porcentaje de captacion
se presentd a 250 miligramos de extracto por litro de
Metanol con un porcentaje de 89,7% de captacion.

En la también se observa los porcentajes de captacion del
extracto Etanol, este presenta mayor porcentaje de inhibi-
cion en las concentraciones de 62,5, 125 y 250 miligramos
de extracto por litro de metanol, con unos porcentajes de
71,5%, 89,1% v 99,7% de captacion de ABTS"*.

Tabla 12. Porcentaje de Captacién de ABTS™ en Fraccio-
nes. (Fuente: Autor).

Concentracion Extracto Ij:(cter:;? Extracto
mg/ L MeOH | Diclorometano de Etilo Etanol

25 32,03 30,47 38,80

025 41,84 70,3 76,16

125 49,01 78,39 94,89

250 08,54 94,86 99,64

La fraccion en Acetato de Etilo presento menor actividad
con respecto a la fraccion de metanol para las fracciones
por el método de ABTS®* se nota mayor sensibilidad, en
los solventes de mayor polaridad el porcentaje de capta-
cion supera el 50% en las concentraciones de 62,5, 125y
250 miligramos por litro de Metanol. (Tabla 12).

Gréfica 12. Comparacién de las fracciones de los ex-
tractos de hojas de D. phylicodes (Kunth) Wedd, por el
método decoloracion del radical ABTS®*. (Fuente: Autor).
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En la anterior grafica se evidencia que a la concentracion
de 250 miligramos por litro de MeOH la fraccién meta-
nolica del extracto etanolico presentan un porcentaje de
captacion de ABTS** mayor al 99%. En la fraccion diclo-
rometano a una concentracion de 250ppm, solo alcanza
a superar el 50% de captacion, lo que sugiere actividad
antioxidante baja a esta concentracion.

Los resultados se compararon con los patrones usados
para el método de decoloracion del radical ABTS®*,
el dcido ascorbico (1.55 miligramos por litro MeOH),
rutina (2.60 miligramos por litro MeOH) y trolox (2.58
miligramos por litro MeOH), obteniéndose resultados
que tienen mayor IC_ que el los patrones, concluyendo
que la actividad antioxidante es baja en relacion al dcido
ascorbico, rutina y trolox.

Tabla 13. IC50 de extractos y fracciones calculados por
el método de decoloracién del radical ABTS™*. (Fuente:
Autor).

Extracto o fraccion IC50 DPPH
miligramo/ LMeOH

Extracto. Diclorometano 50,42
Fraccion Diclorometano 94,55
Extracto. Acetato de etilo 4392
Fraccion Acetato de etilo 36,88
Extracto. Etanol 31,75
Fraccion. Metanol 30,27
Trolox 2,58
Rutina 2,60
Acido Ascorbico 1,55

Se comparo los resultados obtenidos con el IC, del dcido
ascorbico, la rutina y el trolox, observandose que la frac-
cion metanol y el extracto etanolico presentan similar
IC, para este metodo.

Gréfica 13. Comparacién IC50 de extractos y fracciones
de hojas de calculados por el método de decoloracién
ABTS**. (Fuente: Autor).

100 94,55

90

80

& 504

0 50,42

0 BI2 3608 s

40 /23027

30

20

10 I I 258 26 135

0 =a (] [
Q O S S 4 QO Q
g &F ¥ ¢ & ¢ & ¥ ¢
F & & ¢ ¥ & \Z

S F & & F

>SS ¥ ¥ A

En la anterior grafica se observa que por este ensayo los
extractoy fracciones edvaluados presentan una capacidad
antioxidante baja respecto a las sustancias antioxidantes
de referencia.

La capacidad antioxidante por este metodo es baja compa-
rada con los patrones para todas las muestras evaluadas,
en la fraccion acetato de etilo del extracto acetato de etilo
presenta un valor de 0.10 mg/L de metanol, comparada
con el dcido ascorbico que alcanza un 0.65 mg/L.

Tabla 14. Capacidad antioxidante de extractos y fraccio-
nes calculados por el método de decoloracién del radi-
cal ABTS™. (Fuente: Autor).

Extracto o fraccion Capacidad antioxidante
miligramo/ LMeOH

Extracto. Diclorometano 0,02
Fraccion Diclorometano 0,01
Extracto. Acetato de etilo 0,02
Fraccion Acetato de etilo 0,03
Extracto. Etanol 0,03
Fraccion. Metanol 0,03
Trolox 0,39
Rutina 0,38
Acido Ascorbico 0,65
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En la grafica se observa la comparacion de la capacidad
antioxidante de los extractos y fracciones activos por este
metodo, se evidencia que los patrones captan mas radi-
cales libres en un gramos de muestra. Las fracciones y
extractos solo alcanza a captar 0.03 miligramos por litro
de metanol de radicales libres.

Griéfica 14. Capacidad antioxidante de extractos y frac-
ciones de hojas de calculados ABTS™".

La actividad antioxidante relativa de los extractos, por
el ensayo de ABTS"*, la fraccién que presento menor
porcentaje de Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de los
extractos y fracciones evaluadas fue la del extracto acetato
de etilo fraccion acetato de etilo con 2.7 de AAR con
respecto al trolox, 2.5 AAR con respecto a la rutina, y 4,5
AAR con respecto al acido ascorbico, esto indica que para
este ensayo de ABTS'* las muestras evaluadas presentan
una capacidad antioxidante baja, ya que los valores compa-
rados con las muestras control son mas altos.

Tabla 15. AAR: actividad antioxidante relativa de extrac-
tos y fracciones calculados por el método de decolora-
cién del radical ABTS**. (Fuente: Autor).

Extracto o Fraccion :c?(ﬁ) MR AR
ascorbico rutina | trolox
Extracto. Diclorometano 32,53 1939 1954
Fraccion Diclorometano 61,00 36,37 36,37
Extracto. Acetato de etilo 28,34 16,89 1702
Fraccion Acetato de etilo 23,79 1418 14,29
Extracto. Etanol 20,48 1221 1231
Fraccion. Metanol 19,53 1164 1173

En la grdfica 15 se observa que la actividad antioxidante
relativa para los extractos y fracciones por el ensayo de
ABTS"* los resultados comparados con la rutina son mds
bajos con respecto a las otras dos muestras control. El
AAR de una sustancia a menor valor presenta mayor capa-
cidad antioxidante.

Gréfica 15. Comparacién AAR: actividad antioxidante
relativa de extractos y fracciones calculados por el ensa-
yo de ABTS*. (Fuente: Autor).
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Se determind la concentracion media inhibitoria 50
(IC50) de la actividad antioxidante mediante por los
ensayos DPPH" y ABTS"* (Tabla 21) de los extractos y
fracciones de hojas Bocconia frutescens, para el extracto
acetato de etilo se encontré el mayor valor de IC, . Por
el método de DPPH" la fraccion metanolica del extracto
total de etanol presenta el menor valor con un IC,; de
2.34 mg/L de metanol, siendo la fraccion mas activa.

Tabla 16. Comparacién IC,, en extractos y fracciones
calculados por los métodos de decoloracién del radical
DPPH* y decoloracién del radical ABTS™. (Fuente: Autor).

IC50 DPPH" | IC50 ABTS'*
Extracto o Fraccion miligramo/ | miligramo/
LMeOH LMeOH

Extracto. Diclorometano 454,83 50,42
Fraccion Diclorometano 1012,606 94,55
Extracto. Acetato de etilo 69,18 4392
Fraccion Acetato de etilo 66,14 36,88
Extracto. Etanol 334,61 31,75
Fraccion. Metanol 198,72 30,27
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Por el metodo de ABTS"* se obtuvieron resultados dife-
rentes resultados, en este método se presenta mayor
sensibilidad ya que lo valores de IC50 son mas bajos
comparados con los del ensayo de DPPH", presentando.

Gréfica 16. Comparacién IC50 de extractos y fracciones cal-
culados por los métodos DPPH* y ABTS*". (Fuente: Autor).
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En la grafica 16 se observa que en mayor parte los IC50
calculados por el método DPPH" las concentraciones son
mayores que los calculados por el ensayo de ABTS™*.
Siendo el ensayo ABTS™* mds sensible. Evidencidndose
que la fraccion metanol del extracto de etanol por el
ensayo ABTS™* tiene el IC50 mds bajo, concluyendo que
muestra evaluada presenta mejor actividad antioxidante
por ambos métodos.

Tabla 17. Comparacion de la capacidad Antioxidante de
extractos y fracciones calculados por los ensayos DPPH"
y ABTS™*. (Fuente: Autor).

Capacidada | Capacidada
Antioxidante | Antioxidante
Extracto o Fraccion DPPH’ ABTS +
miligramo/ | miligramo/
LMeOH LMeOH
Extracto. Diclorometano 0 0,02
Fraccion Diclorometano 0 0,01
Extracto. Acetato de etilo 0,01 0,02
Fraccion Acetato de etilo 0,02 0,03
Extracto. Etanol 0 0,03
Fraccion. Metanol 0,01 0,03

La comparacion de la capacidad antioxidante evaluada
por ambos métodos concluye que la fraccion metanol, el
extracto total de etanol el método de ABTS®* presentan
la mayor captacion de radicales libres por miligramo de
sustancia en un litro de metanol con un 0,03, esta capa-
cidad es mayor evaluada frente a Rutina por el método de
DPPH", esta fraccion presenta la mejor capacidad antioxi-
dantede las muestras de estudio. [17] [18] [19].

Grafica 19. Comparacién de la capacidad Antioxidan-
te de extractos y fracciones calculados por los ensayos
DPPH® y ABTS**. (Fuente: Autor).
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En la anterior grafica se observa que la capacidad antioxi-
dante el comportamiento es similar por ambos métodos,
se evidencia que las muestras con mayor capacidad anti-
oxidante son en el ensayo der DPPH

Conclusiones

Las fracciones acetato de etilo y metanolicas de hojas
de Bocconia frutescens presentaron una alta actividad
antioxidante evaluadas por las técnicas ABTS"* y DPPH"
presentando mayor sensibilidad la técnica ABTS"*.
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