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Resumen

Las plantas o parte de ellas contienen compuestos activos los cuales se ha
utilizado para prevenir o aliviar sintomas de algunas enfermedades, como la
diabetes, el cancer, infecciones bacterianas o como suplementos alimenticios por
sus efectos antioxidante y probidtico.

La vaina de frijol (Phaseoli pericarpium) es el residuo generado de la cosecha del
frijol comun, del cual anualmente se producen aproximadamente 20 millones de
toneladas a nivel mundial. Dicho residuo no posee valor agregado, por lo que su
utilizacion como fuente de metabolitos con propiedades farmacoldgicas es una
opcion alternativa a su desaprovechamiento.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante de los
metabolitos de la vaina de frijol extraidos mediante agua y solventes organicos
hexano, acetato de etilo y etanol. Se realizé un andlisis preliminar fitoquimico para
analizar los posibles compuestos presentes en cada extracto. La capacidad
antioxidante se evalué mediante las pruebas colorimétricas DPPH y ABTS.

Se evidencio la presencia principalmente de compuestos fenodlicos en los cuatro
extractos, el extracto etandlico mostré la mayor actividad antioxidante inhibiendo
hasta un 98% del radical. Con dichos resultados nos arrojan la suficiente
informacion para evidenciar el potencial de la vaina como fuente de fitofarmacos.



1. Introducciodn

La medicina herbolaria ha tenido un rol importante en la salud, se ha utilizado desde
tiempos antiguos y varia de acuerdo con la cultura de cada pais. Desde hace una
década se ha incrementado el uso de productos de medicina tradicional. Esto ha
generado interés en el estudio, uso y regulacion de los componentes de las plantas
(WHO, 2005).

Entre los productos de origen vegetal que benefician al consumidor, se llaman
fitofarmacos aquellos “productos medicinales acabados y etiquetados, cuyos
ingredientes activos estandarizados, estan formados por partes aéreas o
subterraneas de plantas u otro material vegetal, o combinaciones de éstos, en

estado bruto o en forma de preparaciones vegetales” (Pérez & Hernandez, 2014).

Los fitofarmacos tienen diferentes acciones terapéuticas como: antidiaforética,
diurética, antiinflamatoria, antialérgica, antioxidante, antimicrobianos,

antiespasmadica, antidiabética, entre otras.

Existen por lo menos 100 enfermedades que tienen relacion con el desbalance del
estrés oxidativo y pueden generar complicaciones a largo plazo. En este grupo se
incluye la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, el cancer, las afecciones
gastricas, respiratorias y del sistema endocrino. Una forma de prevencion o control

para estas enfermedades es el consumo de antioxidantes (Coronado et al., 2015).

El conocimiento de las caracteristicas (fisicas, quimicas, organolépticas, fitoquimicas,
etc.) y de la actividad biologica de los materiales vegetales, permite su
aprovechamiento como recurso Fitoterapéutico. Por lo anterior, en este trabajo se
pretende caracterizar los diferentes extractos de la vaina de frijol proveniente del
municipio de Villa Guerrero, explorando su potencial capacidad antioxidante con el
fin de proponer el uso de dicho recurso residual para la obtenciéon de un posible

fitofarmaco.



2. Marco teorico

2.1 Oxidacion celular

El proceso de o6xido-reduccion consiste en el acoplamiento de dos momentos
basicos: la oxidacion que implica pérdida de electrones y la reduccion que significa
ganancia de electrones. Asi el oxidante se reduce al reaccionar con aquella
molécula que oxida. Este proceso es cotidiano en el organismo humano y
representa el conocido par 6xido-reductor o balance redox. Un importante donador
0 ganador de electrones es el oxigeno, el cual es indispensable en la obtencion de
energia aerobia (respiracion celular), por su participacion se obtiene una buena
cantidad de energia (ATP) utilizada para la funcion del organismo (Coronado et al.,
2015).

2.2 Mecanismos de oxidacion

Irbnicamente, el oxigeno que es indispensable para la vida bajo ciertas
condiciones puede ser muy perjudicial para el cuerpo humano. Al reaccionar con
algun otro elemento presente puede formar grupos quimicos altamente reactivos
con uno o0 mas electrones desapareados, los llamados radicales libres. Estos
compuestos son generados constantemente por las células como consecuencia
de reacciones enzimaticas y no enzimaticas, en la cadena respiratoria, en la
fagocitosis y mediante el sistema citocromo P450. En las reacciones no
enzimaticas son generadas por las mitocondrias, fagocitos, xantina oxidasa,
peroxisoma, ejercicio, inflamacién e isquemia (la disminucién de la sangre a través
de las arterias) (Bagchi & Puri ,1998).

2.2.1 Radicales libres (RL)
Los seres vivos aerobios necesitan oxigeno para generar energia. El oxigeno

puede reaccionar con otros elementos quimicos, produciendo radicales libres (RL).

Estas sustancias son especies quimicas que contienen uno o0 mas electrones



desapareados en su Orbita externa. Son inestables y muy reactivas, ya que una

vez formadas pueden captar un electron de otras moléculas cercanas.

Si los RL no son desactivados, su reactividad quimica puede dafar
macromoléculas, incluyendo proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos.
Como consecuencia de ello, se produce un deterioro de la homeostasis de la
célula y la aparicion de diferentes enfermedades crénicas, e incluso la muerte
celular. Los efectos nocivos de los radicales libres se han relacionado con la
formacion de cataratas, cancer, enfermedades cardiovasculares, etc., (Bagchi &
Puri, 1998).

2.2.2 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

La toxicidad de cada radical o especies oxigénica reactiva viene determinada,
desde el punto de vista quimico, por cuatro caracteristicas basicas: la reactividad,
la especificidad, la selectividad y la difusibilidad. Los tres componentes con mayor
capacidad de difusién son: O,<H,0,<OH. Las tres entidades quimicas son
capaces de reaccionar con moléculas que se encuentran alejadas del lugar de

origen, incluso con capacidad de atravesar membranas celulares

Entre las especies oxigénicas reactivas cabe destacar los radicales libres como el
ion superoxido (O27), radical hidroxilo (OH), alcoxilo (ROO") y 6xido de nitrégeno.
Un segundo grupo de ROS lo constituyen los no radicales como el peroxido de
hidrégeno (H,O ), oxigeno singlete (*O,) y peroxinitrito (ONOO-). Estos
compuestos por si mismos no son reactivos, pero en presencia de metales de
transicion como el Fe o Cu u otras especies reactivas de oxigeno (ROS) y generan

radicales libres (RL).

2.3 Antioxidantes

Las sustancias que evitan inhiben o retrasan la oxidacion de algun sustrato
oxidable son llamadas antioxidantes. Un buen antioxidante se caracteriza por su
alta efectividad, versatilidad y variabilidad operativa, para poder combinarse con

una importante variedad de radicales libres (San-Miguel & Martin-Gil, 2009).



2.3.1 Mecanismos de defensa antioxidante

El organismo vivo necesita protegerse de los radicales libres producidos por el
mismo metabolismo celular y los antioxidantes que protegen el cuerpo son
principalmente de dos tipos: los antioxidantes enddgenos y antioxidantes
exdgenos, por ultimo, un tercer grupo que se les denomina sistemas reparadores
(Quintanar & Calderon, 2009).

2.3.1.1 Antioxidantes primarios

Son la primera linea de defensa frente a los radicales libres, su principal accion
radica en la funcion de tres enzimas: superédxido dismutasa, catalasa y glutation

peroxidasa.

Superéxido dismutasa (SOD): En las células se encuentra como una familia de
metaloenzimas de alta eficiencia catalitica que eliminan O, . Cataliza la reaccion
de dismutacion donde una molécula de 0, se oxida hasta 0, molecular, mientras

que la otra se reduce.
205 + 2H* - H,0, + 0,

Catalasa: Cataliza la reduccion del H,0, a H,0, se encuentra difundida en todos
los érganos, especialmente en el higado y en eritrocitos, localizada principalmente
en los peroxisomas. Es una hemoproteina tetraédrica en la que el atomo de hierro

realiza el intercambio redox, con una alta eficacia catalitica.
H,0 = 2H,0 + 0,

Glutation peroxidasa (GPX): Cataliza la reaccion de una gran variedad de
peréxidos (incluido el H,0,) con ayuda de un sustrato aceptor de hidrégeno. En
este caso, el glutation reducido GHS actla como reductor y posteriormente es

regenerado por la glutation reductasa.



2G — SH + H,0, = GS — SG + H,0

La eficacia de esta triada enzimatica reside en una triple accién defensiva al
disminuir la produccion de estas especies oxigénicas e impedir la interaccion de
estas entre si 0 con metales de transicion para dar lugar especies de mayor
reactividad. Sus concentraciones estan sujetas a regulacion génica, de forma que
aumentan rapidamente a factores de transcripcion que detectan cambios a nivel

de estrés oxidativo.

2.3.1.2 Antioxidantes secundarios

Son compuestos que provienen de fuentes externas al organismo y por lo general

se obtienen a partir de la dieta. Ejemplos de este tipo de elementos son:

La vitamina C o &cido ascorbico: Antioxidante hidrofilico. Es una vitamina
hidrosoluble que se encuentra en una concentracion muy elevada en numerosos
tejidos y plasma. Reacciona con diferentes especies reactivas de oxigeno
como: 0,,0H,H,0, y ROO se sabe que los niveles apropiados de vitamina C

reducen drasticamente el dafo oxidativo y proteinuria en animales.

La vitamina E o alfa-tocoferol: Antioxidante secuestrador de radicales libres
lipofilicos. Se conocen 8 homdlogos esta vitamina, de este el D alfa tocoferol es el
que muestra mas actividad biolégica. La actividad antioxidante se debe a su
caracter reductor otorgada por su grupo hidroxilo cromanol, impide el dafio
oxidativo de las membranas celulares, también amortigua el efecto de el en

superoxido y controla la fluidez de la membrana.

Los carotenoides: Son pigmentos organicos que tienen actividad antioxidante a
bajas concentraciones parciales de oxigeno excitado y atomico, principalmente

protegen a las membranas bioldgicas.

Los compuestos fendlicos: Su actividad antioxidante resulta de la combinacion de

sus propiedades quelantes de transicién y secuestradoras de RL. Ademas, actian



en la inhibicidon de enzimas como las oxidasas, lipooxigenasas, mieloperoxidasas,
NADPH y xantinoxidasa, evitando la formacion de ERO e hidroperéxidos
organicos. Por otra parte, estimula la accion de enzimas antioxidantes como la

catalasa y el superoxido dismutasa (San-Miguel & Martin-Gil, 2009).

2.4 Determinacion de la actividad antioxidante

Existen diferentes formas de evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y de
plantas medicinales y se han desarrollado diversas técnicas in vivo e in vitro. Las
técnicas in vitro consisten en determinar la capacidad antioxidante frente a
sustancias cromégenas de naturaleza radical. Las técnicas in vitro nos dan un
aproximado de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo. (Kuskoski et al.,
2005).

Algunos métodos ampliamente usados como el ABTS y el DPPH se fundamentan
en la estabilizacion de radicales libres sintéticos metaestables, cuya reaccion con
un antioxidante genera un cambio que puede ser detectado instrumentalmente.
Sin embargo, se ha mostrado que estos radicales pueden ser estabilizados tanto
por mecanismos transferencia de atomos de hidrogeno (estabilizar un radical libre
mediante la transferencia de atomos de hidrégeno) y transferencia de electrones

(transferir un electron y reducir un compuesto).

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Se basa en la habilidad para atrapar radicales
presentes en el medio. La molécula de DPPHe« se caracteriza por ser un radical
libre estable, que en disolucion metandlica presenta un color violeta intenso con
una fuerte absorcion a 515 nm. Cuando la solucion de DPPH+ se mezcla con una
sustancia que puede donar un atomo de hidrogeno (antioxidante), reduce al
radical DPPH+ con la pérdida del color violeta, el cual es estequiométrico con
respecto al nimero de electrones que capture, tornandose de violeta a un amarillo
palido

ABTS- (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio). Se basa
en la capacidad para atrapar radicales presentes en el medio. El radical catiénico

de color verde azulado ABTSe+ se genera por la interaccion del ABTS con

7



persulfato de potasio. El radical ABTS<+ es un compuesto estable y soluble en
metanol. Por lo tanto, se evalla la capacidad antioxidante de la muestra en
funcion de la habilidad para disminuir la concentracion del radical (Pérez N§jera et
al, 2013).

2.5 Fitoterapia y fitofarmacos antioxidantes

La fitomedicina o también conocida como fitoterapia, se define como la aplicacion
terapéutica de principios activos de origen vegetal, se fundamenta en el
conocimiento cientifico moderno para prevenir, curar o anular estados patologicos.
Esta terapia estd basada en la farmacologia y terapéutica moderna. Un
fitofdrmaco es un extracto vegetal, normalizado y estabilizado, del cual se conoce

Su accion terapéutica (Hernandez & Chavez, 2014)

Las plantas contienen fitocompuestos que son producidos en el metabolismo
secundario y dentro de algunos presentan capacidad antioxidante. los
compuestos antioxidantes son: los polifenoles, flavonoides, lignanos, estilbenos y
taninos. Estos compuestos tienen la capacidad de eliminar ROS, por su
participacion como agentes reductores o donadores de hidrogeno, estas acciones
favorecen un estado antioxidante y fortalecen el sistema de defensa antioxidante
del organismo, resultando en una disminucion del dafio oxidativo (Charu &
Prakash, 2015)

2.6 Produccion de frijol en México y la vaina de frijol como
residuo

Phaseolus vulgaris conocida comunmente como frijol es una planta herbacea
perteneciente a la familia de las fabaceae, posee tallos delgados como débiles y
su fruto es una vaina curveada que abre espontaneamente cuando esta madura

dando una semilla oblonga, ovalada o redondeadas, segun sea su variedad.



El frijol es originario de Mesoamérica y Sudamérica; sus numerosas variedades se
cultivan en todo el mundo para el consumo, como sus vainas verdes, semillas

frescas o secas.

México se posiciona en el cuarto lugar en la produccion de frijol a nivel mundial
con 1 274 .23 miles de toneladas y exporta grandes cantidades a estados unidos,
Canada y china. Se planea de acuerdo a los programas federales aumentar la
cosecha del frijol hasta el afio 2030 en diferentes regiones del pais, lo cual implica
aumentar la superficie de cultivo del frijol por ende la generacion de residuos de la
vaina de frijol serda mayor de acuerdo a las toneladas generadas al afio de frijol.
Segun la SAGARPA en 2008 se utilizé una superficie de 1.688.477 hectareas por
afio. (SAGARPA, 2017)

2.7 Composicion quimicay sus propiedades de la Vaina de
frijol (phaseoli pericarpium)

La composicion quimica de la vaina de frijol o pericarpio de frijol ha sido muy
estudiada. Contiene derivados de guanidina, acido indoleacético, triterpenos,
acidos organicos, aminoacidos, meso-inositol, acidos fendlicos, flavonoides,
acidos fosférico y silicico, estigmasterina, - y y-sitosterol, sales de cromo (1ppm),

silice soluble, y vitaminas (C y E) (Labuda et al., 2017).

Los diversos componentes de la vaina de frijol hacen de ella un subproducto
susceptible de ser aprovechado con varios fines, entre los que se encuentran los
terapéuticos en el tratamiento de varios padecimientos. La vaina de frijol,
procedente de variedades de flores blancas y secado en condiciones naturales, en
un lugar sombreado con circulacion de aire, exhibe propiedades antidiabéticas y

diuréticas.

Los antioxidantes de la dieta juegan un papel importante en la defensa frente al
envejecimiento, a las enfermedades crénicas como la diabetes mellitus, el cancer

y las enfermedades cardiovasculares.



2.8 Antecedentes de vaina de frijol (Phaseoli pericarpium)

Phaseoli pericarpium ha sido usada tradicionalmente como diurético y de manera
deébil la diabetes, como te de hierbas teniendo efecto saludable en la vejiga y el

rifidn, también para la artritis reumatoide.

En el siglo XX se han publicado articulos sobre los efectos benéficos de Phaseoli
pericarpium, particularmente en 1923, en Canada Betram Collip realizé un estudio
sobre el efecto que el extracto etandlico de la vaina de frijol tuvo en la reduccion
de la glucosa en sangre en conejos. Afios mas tarde en 1937, De Lapp (Austria)
afirmé que el té vaina del frijol reduce los niveles de glucosa en la sangre de
personas sanas, pero no en los pacientes diabéticos. Durante este siglo se
siguieron publicando, articulos o en libros de plantas medicinales, los efectos
benéficos de Phaseoli pericarpium.

En los dltimos 20 afios se ha tratado de caracterizar la vaina de frijol. En Polonia
se ha tenido gran interés en el estudio de Phaseoli pericarpium y se han reportado
varios afos en su farmacopea. En el afio 2000, Lutomski & Hasik reportaron la
amplia actividad en la disminucién de enfermedades renales, uretrales y de vejiga.
En el 2004 se realizé un analisis de los acidos fendlicos presentes en la vaina de
frijol por HPLC identificando, acidos hidrobenzoicos, acido vanilico y acido-B-
resorcilico. Dos afios mas tarde Cerovic et al. 2006 publica sobre la existencia de
un efecto en la glicemia postprandial en la salud humana del extracto de la vaina

de frijol.

Un afio después, en 2007, Paplinski, realiza un analisis de los aminoacidos
presentes en la vaina de frijol por HPLC. Dos afios después, Jedrzejko et al. (2009)
menciona el uso de la vaina de frijol como antiséptico y astringente de los
compuestos provenientes de la vaina como: flavonoides, fenoles, alcaloides y

taninos relacionados.

Varios afios después Marzyski et al. (2015) presento los excipientes y sulfactantes

adecuados para realizar un solido oral del extracto de la vaina de frijol.

10



Posteriormente, Labuda (2017) cultivd varias especies de la vaina y caracterizo los

compuestos fendlicos provenientes del extracto acuoso de estas.

2.9 Antecedentes de los estudios realizados en la Unidad
Profesional Interdisciplinaria en Biotecnologia

La Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI), cuenta con el
area experimental de Posgrado en Bioprocesos y particularmente en el laboratorio
de Tecnologia Ambiental, se han realizado estudios con residuos de la vaina de
frijol provenientes del campo, a fin de encontrar un uso que contribuya a la

valorizacion de este residuo.

En el aflo 2013, Trejo José Luis presento la tesina sobre Caracterizacion
fitoquimica de extractos hidroalcoholicos a diferentes concentraciones de la vaina
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y su actividad biol6gica, donde encontrd alcaloides
flavonoides, azucares reductores, quinonas y cumarinas y una actividad

antioxidante de hasta el 93%.

En el afio 2014, Cumbres-Pifia, evalud la capacidad hipolipemiante y dislipimiante
del extracto acuoso de la vaina de frijol en ratones CD1, el cual present6 una
actividad minima reduciendo los niveles de glucosa y lipidos en sangre. Erika
Olivo (2015) realizo el estudio fitoquimico de fracciones de dicho extracto frijol en
el cual de demostré la presencia de alcaloides, flavonoides, azucares reductores,

cumarinas, taninos y saponinas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar los extractos obtenidos a partir de la vaina de frijol (Phaseoli

pericarpium) y evaluar su actividad antioxidante.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtener los extractos de Phaseoli pericarpium utilizando cuatro diferentes
solventes: hexano, acetato de etilo, etanol y agua.

2. Determinar las propiedades fisicoquimicas de los extractos obtenidos
mediante los diferentes solventes.

3. Realizar un tamiz fitoquimico de los extractos de la vaina de frijol.

4. Determinar la actividad antioxidante de los extractos, mediante los ensayos
basados en la captacion de radicales libres de DPPH" (1,1-difenil-2-
picrilhidracilo) 'y  ABTS(2,2 '/ -Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonicacid) diammonium salt).
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4. Justificacion

El cuerpo humano tiene un sistema antioxidante natural que ayuda a la eliminacion
de radicales libres, pero bajo ciertas condiciones de estrés oxidativo requiere una
fuente externa de alta capacidad antioxidante para el mantenimiento normal del
organismo. Actualmente, es de gran interés la blusqueda de nuevas fuentes de
compuestos con actividad antioxidante, principalmente aquellos que son de origen

vegetal.

La vaina de frijol ha sido estudiada por algunos grupos de trabajo y entre sus
muchos componentes se encuentran algunos metabolitos secundarios que tienen
capacidad antioxidante. Al ser un residuo sub-aprovechado de uno de los cultivos
agricolas mas importantes y de mayor produccion en México, la vaina de frijol es
un recurso que puede obtenerse de manera econémica y en grandes cantidades.
Su aprovechamiento fitoterapéutico, basado en el conocimiento cientifico de sus
propiedades biologicas, entre las que destaca la antioxidante, podria proponerse
como alternativa natural para reducir el dafio oxidativo provocado por los radicales

libres en el organismo.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad antioxidante de
la vaina (flor de junio) de una de las variedades frijol cultivado en la region del
campo de Villa Guerrero, en el Estado de México, para lo cual se obtuvieron los

extractos hexanico, acético, etandlico y acuoso de la vaina seca,
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5. Metodologia

5.1. Estrategia experimental

Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo, se siguio la estrategia
experimental mostrada en la figura 1

Acondicionamiento de la

vaina de friiol

l

Obtencion de los

extractos

Extracto Extracto Extracto Extracto
hexanico Acético etanolico Acuoso

Caracterizacion de
extractos

Pruebas fitoquimicas

|

Determinaciéon de
actividad antioxidante

Ensayo DDPH EnsayL ABTS

Figura 1. Estrategia experimental.
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5.2. Acondicionamiento de la vaina de frijol

Primeramente, la vaina de frijol, proveniente del municipio de Villa Guerrero, del
Estado de Morelos, se separ6 del tallo, se selecciond y se retird el exceso de tierra
de la vaina con una serie de 2 a 3 lavados con agua potable (Figura 2).

Posteriormente, se sec6 en un horno (Marca Rossie) de conveccidon mecanica a

Figura 2. Separacion, seleccion y lavado de vaina de frijol.

60°C, se trituré con un molino y finalmente el polvo obtenido se almacendé a

temperatura ambiente.

5.3. Obtencidén de extractos

Para la obtencién de los extractos de vaina de frijol, se utilizd el sistema de
extraccion solido-liqguido Soxhlet con recirculaciéon, empleando como solventes
hexano, acetato de etilo, etanol y agua. La vaina de frijol molido se coloc6 en el

sistema soxhlet, empaquetada previamente en cartuchos con un peso total

15



aproximado de 161.35 g y se hizo pasar 4 L del solvente correspondiente durante
el tiempo requerido para cada uno; hasta la evaporacion del solvente y
condensacion por 48 horas. Por ultimo, los solventes obtenidos del sistema se
concentraron por rotoevaporacion mediante el equipo Hahnvapor a las
condiciones de temperatura de ebullicion (acorde al solvente) a 40-50 rpm hasta
tener la menor cantidad de solvente en el extracto (Rivas et al.2016). La obtencion
del extracto acuoso se concentr@ por secado por aspersion con el equipo spray
dryer marca Blchi modelo 290, posteriormente se realizaron los célculos para

conocer el rendimiento de cada extracto.

A : 4
Figura 3. Montaje de sistema soxhlet y rotavapor hahnvapor

5.4 caracterizacion de los extractos

5.4.1. Determinacién de pH

Se determiné el pH de los extractos utilizando el potencidmetro Thermo sientific

Orion disolviendo una porcién de los extractos en su solvente.

5.4.2. Determinacién de sabor
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Se tomé una porcidn del extracto, se probd y registro los sabores

5.4.3. Determinacioén de olor

Se tomd una porcion del extracto solido o viscoso y se determiné su olor

correspondiente.

5.4.4. Determinacién de color

Usando el equipo CR-10 (Color Reader) marca Konica Minolta se determiné el
color de los diferentes extractos esparciendo el extracto en una superficie de vidrio
y tomando lectura de los extractos de los diferentes parametros del color L*, a* y b.
Ademas, se utilizé un convertidor de coordenadas para conocer el color en el

espacio de color.
5.4.5. Determinacién de conductividad

Utilizando el equipo PC-700 Marca Oakion se determiné la conductividad de los

extractos solubilizandolos en sus solventes con una concentracion de 1.6 mg/mL

5.5. Fitoguimica de la vaina de frijol

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos de Phaseoli pericarpium
se detectaron mediante la realizacion de reacciones caracteristicas, colorimétricas
o de precipitacion como: Dragendorff y Mayer (alcaloides), Shinoda (flavonoides),
Liebermann-Burchard(esteroides), Bortranger (quinonas), gelatina (taninos), indice

de espuma (saponinas), cloruro férrico (compuestos fendlicos). Ademas de

pruebas cualitativas de Azucares reductores, lipidos y proteinas.

5.7. Evaluacién de la capacidad antioxidante del extracto

5.7.1. Preparacion de soluciones
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Se prepararon soluciones madre con una concentracion de 100 mg/mL de los
extractos hexdanico, acético, etilico y acuoso, posteriormente se hicieron
soluciones de 25,15,10,5,1,0.5 mg/mL a partir de la solucibn madre con su

respectivo solvente.

5.7.2. Ensayo DPPH

De acuerdo con el método descrito por Brand-Williams et al. (1995), se preparo
una solucion metandlica del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) 0.1 mM, la
cual absorbe a una longitud de onda de 517 nm. La actividad antioxidante,
mediante esta metodologia se determina por decrecimiento de la absorbancia

después de entrar en contacto con las muestras.

Para cada ensayo se utilizaron 2.9 mL de la solucién metandlica del radical DPPH
y se agregaron 100 pL del extracto a las diferentes concentraciones y las mezclas
se mantuvieron en condiciones de oscuridad. Se obtuvo la absorbancia mediante
el equipo espectofotometrico marca Unico modelo 2800 después de 30 y 60

minutos de haber comenzado la reaccion.

Los ensayos se realizaron por triplicado utilizando como blanco metanol.

5.7.3. Ensayo ABTS

De acuerdo con la metodologia descrita por Re et al. (1999), el radical ABTS" se
obtuvo mediante la reaccion de dos soluciones, ABTS (7 mM) con persulfato de
potasio (2.45 mM). La reaccion se incub6é durante 16 h, en condiciones de
oscuridad y una vez completado este ultimo paso se diluyé en etanol hasta
obtener una absorbancia de 0.70 = 0.1 a una longitud de onda de 734nm. Para
cada ensayo se utilizaron 2 mL de ABTS" a los cuales se agregaron 100 pL de los

de extractos y se midié la absorbancia 6 minutos después del inicio de la reaccion.
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6. Resultados

6.1. Rendimiento

Se realizo la extraccion de metabolitos secundarios de la vaina de frijol con
diferentes solventes (hexano, acetato de etilo, etanol y agua). A partir de un lote
con un peso de 161.65 g de vaina, se obtuvo un rendimiento para cada extracto
(Tabla 1).

Tabla 1.Rendimiento de extractos

Peso (g) Rendimiento (%)
Extracto Hexanico 0.94 0.58
Extracto acético 2.32 1.43
Extracto Etilico 5.01 3.10
Extracto Acuoso 22.32 13.80

6.2. Caracterizacion del extracto

Los extractos obtenidos se refrigeraron a una temperatura de 4°C a 0°C y se
realizaron las pruebas de pH, olor, sabor, color y conductividad obteniéndose los

resultados presentados en la tabla 2

Tabla 2.Caracterizacion de extracto

Color Conductividad
pH Olor Sabor (L, A, B) (uS)
Dulce-
Hexanico 1.93 fragante Umami 61.8, +2.4, +17.1 0
Acético 1.82 Refrescante Amargo 29.9, +1.4, +6.1 0
Etilico 4.69 Resina Agrio 31.4, +1.6, +7.0 71.4+1.22
Acuoso 4.83 Dulce Agrio 62.3, +5.9, +25.5 452.6+0.57
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6.3. Pruebas fitoquimicas

Se realizaron pruebas fitoquimicas cualitativas para la determinacion de la

presencia de los principales subgrupos de compuestos fendlicos que tienen

capacidad antioxidante (Pefarrieta et al., 2014).

Los subgrupos que estan presentes en los extractos son las flavonas, xantonas,

cumarinas, quinonas y taninos. Ademas, se identifico, la presencia de azucares,

lipidos y proteinas.

Tabla 3. Fitoguimica de los extractos de vaina de frijol

Hexanico Acético Etanodlico Acuoso

FLAVONOIDES
Shinoda

NaOH
CUMARINAS
Erlich

NH4OH

GLICOSIDOS CIANOGENICOS

SAPONINAS
Espuma

Liebermann Bourchnard
Rosenthaler
SESQUITERPENLACTONAS

ALCALOIDES
Dragendorff
Sonneschain
AZUCARES REDUCTORES
Fehling

Benedict

TANINOS

Gelatina

Cloruro ferrico
Ferrocianro de potasio
QUINONAS

NH40H

H2S04

Borntraguer

LiPIDOS

PROTEINAS
GLUCOSIDOS CARDIACOS

Legal
Baljet

1
+ |
1
1

Xantonas y Xantonas y Xantonas y
Flavonas Flavonas Flavonas
+++ +++ +

+ +

[
[
+

esteroidales

- + +++ +++
- + +++ +++

+++ - - -

+++ +++ - -




6.4. Determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo

DDPH

Se determiné la capacidad antioxidante de los extractos por el ensayo DPPH,

midiéndose la absorbancia a los 30 min y 60 min, posteriormente se calcul6 el %

de inhibiciébn. Ademas, se hizo una curva de comparacion con acido ascorbico

(Figura 4 en Anexos) para presentar los resultados en términos sencillos VCEAC

(Actividad antioxidante equivalente a vitamina C) como se muestra en la tabla

4,5,6 y 7. Se midi6 el tiempo con el objetivo de comprobar la influencia del tiempo

y que el radical resultante sea estable (Sanchez et al., 1997).

El extracto hexanico a los 60 min alcanzé un % de inhibicion considerablemente

alto con respecto al % de inhibicion de 30 min en las concentraciones 0.5y 1

mg/mL (superando el 300%). Sin embargo, para las concentraciones mas altas no

fue mayor al 20% y para la concentraciéon de 25 mg/mL fue 23% mayor a la

alcanzada en 30 min.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion DPPH y Capacidad antioxidante equivalente de
acido ascorbico (VCEAC) del extracto hexanico.

Concentracion  Inhibicion (%) VCEAC Inhibicién (%) VCEAC
(mg/mL) (30 min) (uM/mL) (60 min) (uM/mL)
0.5 0.92+0.40 35.66+7.24 3.41+0.002 110.23+0.03

1 1.4610.44 45.41+7.91 5.43+0.009 145.39+0.15

5 7.73x3.23 189.12+30.25 8.32+4.707 195.70+81.81

10 8.65+4.14 174.49+74.43 9.22+0.017 211.25+0.30

15 9.90+0.01 197.09+0.13 10.72+0.357 237.35+6.20

25 11.65%0.89 228.52+15.92 14.40%0.209 301.29+3.63

A los 60 min, el extracto acético presenté un porcentaje de inhibicion 50% mayor

al obtenido a los 30 min, para la concentracion mas baja. Las subsecuentes

concentraciones no sobrepasaron el 50%. Sin embargo, se mantuvieron por arriba
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del 20% de inhibiciébn a los 30 min. A partir de la concentracion 5mg/mL de

extracto acético superd los porcentajes de inhibicion del extracto hexanico.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion DPPH y Capacidad antioxidante equivalente de
acido ascorbico (VCEAC) del extracto acético.

Concentracion  Inhibicién (%) VCEAC Inhibicién (%) VCEAC
(mg/mL) (30 min) (uM/mL) (60 min) (uM/mL)
0.5 6.84+4.50 142.27+33.23 10.89+1.68 240.25+29.24
7.68+4.72 157.44+0.18 11.11+2.63 244.03+45.64
5 13.94+6.32 270.14+14.21 19.11+0.95 382.98+16.44
10 22.09+8.55 416.81+13.06 28.56%0.46 547.08+8.00
15 26.94+8.44 504.00+29.01 32.63x£0.07 617.93+1.17
25 37.50£8.84 694.09+47.77 46.54+0.80 859.57+13.90

El extracto Etilico alcanzo para su concentracion de 0.5mg/mL un % de inhibicion
a 60min mayor del 50% con respecto al % de inhibicion a 30 min. La siguiente
concentracion alcanza un 25% mas de inhibicion y las siguientes concentraciones

hasta la Ultima no rebasan un 10% maéas de inhibicién a 60 min
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Tabla 5.Porcentaje de inhibicion DPPH y Capacidad antioxidante equivalente de
acido ascorbico (VCEAC) del extracto etilico.

Concentracion Inhibicion (%) VCEAC Inhibicién (%) VCEAC
(mg/mL) (30 min) (uM/mL) (60 min) (uM/mL)
0.5 2.31+3.09 60.73+£55.67 5.46x0.73 151.03+£13.14
5.47+0.86 117.59+15.46 6.85+0.48 176.12+8.69
5 30.90+0.37 575.36%6.68 33.01+£3.18 647.02£57.31
10 53.99+2.19 990.86+38.65 58.22+5.07 1100.72+91.26
15 67.80+3.41 1239.43+61.35 74.15+0.66 1387.42+11.84
25 76.21+£1.48 1390.83+26.67 78.38£0.55 1463.40+9.85

El extracto acuoso

tuvo una actividad antioxidante similar.

Para las

concentraciones de 0.5 mg/mL y 1 mg/mL, a los 60 min se alcanzé un nivel de
inhibicion 50% mas alto con respecto al alcanzado a los 30 min. Las demas
concentraciones no rebasaron un 10% mas de inhibicion a 60 min. Sin embargo,
no tienen una alta capacidad antioxidante el extracto acético.

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion DPPH y Capacidad antioxidante equivalente de
acido ascorbico (VCEAC) del extracto acuoso

Concentracion Inhibicion (%) VCEAC Inhibicion (%) VCEAC
(mg/mL) (30 min) (uM/mL) (60 min) (uM/mL)
0.5 1.34+0.39 43.34%£6.99 3.35+0.31 109.33+5.37
1.58+0.91 47.63£16.31 4.50+1.30 129.23+£22.60
5 6.19+0.003 130.62+0.05 14.31+£9.28 299.85+161.22
10 11.83£15.67 232.14+282.03 28.59+8.61 547.97+£149.61
15 32.72+0.18 608.08+3.26 35.87+£3.56 674.51+61.90
25 49.12+0.54  903.30+9.79 40.45+£1.81 754.14+31.44

De manera general, la diferencia del valor del nivel de inhibicién en los tiempos de
30 a 60 min, se va reduciendo conforme aumenta la concentracion de extracto, en

algunos casos de manera significativa.
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De todos los extractos evaluados mediante esta metodologia, el hexanico fue el
que presentd los menores porcentajes de inhibicion. Los extractos acético y
acuoso tuvieron valores muy similares en sus porcentajes de inhibicion vy
presentaron mayores porcentajes de inhibicion que el hexanico. Por dltimo, los

mayores porcentajes de inhibicién fueron alcanzados por el extracto etilico.

6.5. Determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo
ABTS

Se determin6 la capacidad antioxidante de los extractos por el método ABTS
obteniéndose los resultados mostrados en las tablas 8,9,10,11. Al igual que el
método DPPH se hizo una curva de comparacién con Acido ascoOrbico para

presentar los resultados en términos sencillos VCEAC.

El extracto hexanico alcanz6 un porcentaje de inhibicion del 66% a la
concentracion de 25mg/mL (Tabla 8). Sin embargo, hay una tendencia a la
saturacion, pues conforme aumenta la cantidad de extracto, se mantiene la misma
cantidad de reactivo.

Tabla 7.Porcentaje de inhibicion ABTS y capacidad antioxidante equivalente de
acido ascorbico (VCEAC) del extracto hexanico

Concentracion VCEAC
(mg/mL) Inhibicién (%) (uM/mL)
0.5 12.94+2.15 75.80+11.7
18.33+5.38 105.25+28.8
5 35.97+8.63 201.65+47.1
10 47.26+4.65 263.32+25.4
15 53.11+6.33 295.28+34.6
25 66.28+9.78 367.27+53.4
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El extracto acético alcanzé el mayor porcentaje de inhibicion en la concentracion
de 10 mg/ml y de manera parecida tiene una tendencia a la saturacion, a partir de
su punto maximo (Tabla 9). Sin embargo, las dos primeras concentraciones son
muy parecidas al extracto hexanico difiriendo en la tercera concentracion,
aproximadamente, doblando un porcentaje de inhibicion.

Tabla 8.Porcentaje de inhibicion ABTS y capacidad antioxidante equivalente de
acido ascorbico (VCEAC) del extracto acético

Concentracion VCEAC
(mg/mL) Inhibicion (%) (WM/mL)
0.5 11.68+0.40 68.88+2.2
20.88+0.91 119.19+5.0
5 60.49+0.78 335.64+4.3
10 69.91+1.41 387.09+7.7
15 60.55+1.29 335.93+7.1
25 46.55+7.32 259.46+40.0

El extracto etilico logré su porcentaje de inhibicion significativo a la concentracion
5 mg/mL (Tabla 10). Sin embargo, su capacidad antioxidante representa el doble
de la presentada por el extracto acético y el triple del hexanico, en las
concentraciones de mayor % de inhibicion.

Tabla 9.Porcentaje de inhibicion ABTS y capacidad antioxidante equivalente de
acido ascorbico (VCEAC) del extracto etilico.

Concentracion Inhibicion (%) VCEAC
(mg/mL) (uM/mL)
0.5 8.82+6.90 74.90+5.2
20.37+4.62 116.37+£25.2
5 95.54+1.81 527.12+9.9
10 96.15+1.86 530.48+10.2
15 98.88+0.63 545.42+3.5
25 97.15+0.77 535.96%4.2
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El extracto acuoso llegd a su mayor porcentaje de inhibicidon en la concentracion

de 10 mg/mL, pero fue un poco menor a la que presento el extracto etilico y mayor

a los otros dos extractos (Tabla 11).

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion ABTS y capacidad antioxidante equivalente de

acido ascorbico (VCEAC) del extracto acuoso.

Concentracién Inhibicion (%) VCEAC
(mg/mL) (nM/mL)

0.5 17.34+ 5.55 99.82+ 30.32

19.63+ 3.74 112.32+ 20.44

5 74.68x 7.42 413.16x 40.55

10 88.51+ 7.51 488.73+ 41.01

15 81.73x 0.79 451.67+ 4.32

25 78.09+ 16.02 431.76x 87.52

6.6. Determinacion de la ICso del ensayo DPPH Yy ABTS

Se determind el ICso (es el valor de la concentracion que una muestra requiere

para inhibir el 50% del radical), mediante la relacion de las concentraciones

utilizadas y los porcentajes de inhibicion obtenidos. Para algunos extractos no se

pudo determinar este parametro. Los resultados de ambos ensayos se presentan

en la tabla 12. Un IC5y bajo significa que el extracto analizado tiene una mejor

capacidad antioxidante.
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Tabla 11.1Cs5p de los extractos de la vaina de frijol por el método DPPH y ABTS.

ICso DPPH ICso DPPH
ICso DPPH 30 min ICso DPPH 60 min ICso ICso ABTS
Extracto 30 min VCEAC 60 min VCEAC ABTS VCEAC
(mg/mL) (uM/mL) (mg/mL) (uM /mL) (mg/mL) (uM /mL)
Hexanico ND ND ND ND 13.3 278.28
Acético ND ND ND ND 3.97 277.89
Etilico 10.16 919.06 9.24 842.62 2.6 283.38
Acuoso ND ND ND ND 3.13 277.57
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7. Discusion

7.1. Extraccion

En la extraccion de los metabolitos secundarios se obtuvo mayor rendimiento en el
extracto acuoso, esto evidencia que la vaina de frijol contiene compuestos polares

en mayor proporcion.

7.2. Caracterizacion y fitoguimica

Los extractos hexanico y acético, obtenidos por solventes no polares o poco
polares, presentan un pH correspondiente a un &cido fuerte con valores por debajo
de pH 2. Por otra parte, los extractos mas polares tienen un pH correspondiente a

un acido débil con valores de aproximadamente pH 4.8.

Los diferentes extractos de la vaina de frijol mostraron diferentes colores, de
acuerdo con los valores de L, a, b de la escala de medida. Los extractos mas
parecidos en cuanto al color que presentaron fueron el etilico y acético, con un
color gris claro y obscuro. También existe una similitud entre el color del extracto

hexanico y acuoso, con una tonalidad café oscuro y café canela.

Los valores de conductividad de los extractos van desde 0 hasta 452 uS (Tabla 2),
presentando una conductividad nula, los extractos obtenidos con solventes menos
polares (extracto hexanico y acético). Mientras que los extractos obtenidos con
solventes mas polares se puede notar alguna lectura de conductividad, siendo el

extracto acuoso el que tiene una mayor conductividad.

De acuerdo con el tamiz fitoquimico realizado a los extractos de Phaseoli
pericarpium, estos contienen compuestos fendlicos (flavonoides principalmente),
cumarinas, quinonas y taninos, por lo que todos los extractos poseen de
capacidad antioxidante. Cada extracto puede contener la presencia de flavonoides
o compuestos fendlicos, pero puede variar el compuesto o la cantidad debido a la
diferente solubilidad que presentan en diferentes solventes polares. La

glicosilacion de sus grupos hidroxilos, los hace mas polares y solubles en agua.
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Sin embargo, la ausencia de la glicosilacién y la presencia de varios grupos
hidroxilo (OH) hace variar la polaridad de los compuestos fendlicos (Cartaya &
Reynaldo, 2001).

7.3. Capacidad antioxidante extractos

El porcentaje de inhibicion, determinada por la técnica DPPH, en los extractos
hexanico, acético, etilico y acuoso se incrementd al aumentar la concentracion de
los extractos. Los extractos no alcanzan el nivel de inhibicion necesario para
calcular la ICsp durante 30 y 60 min, exceptuando el extracto etilico, el cual
alcanzo el 76% y 78% de inhibicion, respectivamente. Calculando la ICsqo para el
dicho extracto a los dos tiempos evaluados, se obtuvieron valores de 10.16 mg/mL

y 9.24 mg/mL, respectivamente.

La variacion de la capacidad antioxidante determinada a 30 min y a 60 min puede
deberse a la propia naturaleza de los compuestos fendlicos, sus diferentes
estructuras fendlicas que presentan su energia de disociacion unida a OH,
deslocalizacion por resonancia del OH, el impedimento estérico, por su polaridad y
su capacidad de los compuestos fendlicos a unirse al centro del radical DPPH. De
acuerdo con estas caracteristicas se forman reacciones principales de
antioxidantes con el DPPH y posteriormente unas reacciones secundarias que son

residuales (Sanchez et al, 1997).

La capacidad antioxidante del extracto hexanico es baja con respecto a los demas
extractos debido a la presencia de lipidos existente en él. Por lo general, los
lipidos se autooxidan formando radicales libres. Estos lipidos reaccionan con los
compuestos fendlicos provenientes de la extraccion inhibiendo los lipidos vy

eliminando los radicales hidroxilo y superoxido (Kenner et al.,1994).

La capacidad antioxidante del extracto acuoso se afectadd por la naturaleza del
ensayo, pues se esperaba una buena capacidad antioxidante con el ensayo DPPH

por la presencia compuestos fendlicos (flavonoides y cumarinas). Sin embargo, el
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DPPH solo es soluble en medios organicos y no en medio acuoso, lo que es una
limitacion importante a la hora de interpretar antioxidantes hidrofilicos (Arnao,
2000).

Los extractos acético y etilico presentaron mayores porcentajes de inhibicidon por
la presencia de variados compuestos fendlicos (flavonoides, cumarinas, quinonas
e inclusive taninos). Ademds, son compuestos organicos los cuales permiten una
buena interaccion con el compuesto DPPH, pero el extracto acético no alcanzé el

50% de inhibicién por lo cual no se puede determinar la I1Csp.

El porcentaje de inhibicién de todos los extractos de la vaina de frijol, determinado
por el método ABTS, presentd valores por arriba del 50% de inhibicion y fue
posible determinar la ICso. Los mayores porcentajes de inhibicidon fueron
alcanzados por el extracto etilico, seguido por el acuoso, acético y por ultimo el
hexénico. La metodologia ABTS por lo general tiene valores de inhibicion mayores

a comparacion de la metodologia DPPH (Pérez & Saura , 2008).

Los valores obtenidos para estos extractos, mediante el ensayo del radical ABTS,
se lograron debido a que el radical se puede solubilizar en solvente acuoso y en
solventes organicos, esta caracteristica le permite medir muestras con naturaleza
hidrofilica y lipofilica. Ademas, que tiene una baja selectividad, reacciona con
cualquier compuesto aromatico hidroxilado independientemente de su capacidad

antioxidante real (Arnao, 2000; Palomino, 2009).

El célculo de la ICso para todos los extractos permite comparar de manera rapida
la capacidad antioxidante de los extractos de la vaina de frijol. Ademas de hacer
una comparacion entre los métodos DPPH y ABTS. La ICso del extracto etanolico
en la prueba ABTS es por lo menos 3 veces menor a la obtenida en la prueba
DPPH.

De acuerdo con Sanchez et al. (1997), el ABTS y DPPH tienen la misma
estequiometria con los estandar Trolox y L-acido ascoérbico. Asi, la diferencia de
valores de ICso del ensayo ABTS no deberia ser mayor a 40%. Sin embargo, la

presencia de compuestos coloridos en las muestras, la solubilidad de las muestras

30



en la solucion de radicales, los compuestos implicados no coloridos y el tiempo de
reaccion afectan el porcentaje de inhibicion del radical y a su vez este afecta al

valor de la ICsp.
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8. Conclusiones

La utilizacion de los solventes hexano, acetato de etilo, alcohol etilico y agua con
diferentes polaridades, permitié extraer diferentes metabolitos de Phaseoli
pericarpium. Por otro lado, comenzando por el solvente menos al mas polar, se

obtuvieron rendimientos acordes al incremento de la polaridad.

Los extractos de Phaseoli pericarpium obtenidos por solventes con nula o poca
polaridad presentaron caracteristicas similares, una acidez correspondiente a
acidos fuertes y una conductividad eléctrica nula. También los extractos obtenidos
con solventes mas polares presentaron similitudes, un pH correspondiente a
acidos fuertes, sabor agrio y conductividad eléctrica. Ademas de presentar otras

similitudes entre si como los colores.

Los compuestos fendlicos que se determinaron por el tamiz fitoquimico en los
extractos de Phaseoli pericarpium son los flavonoides, cumarinas, quinonas y
taninos. Los principales compuestos fendlicos presentes en todos los extractos
son los flavonoides y los de menor presencia son los taninos, los cuales solo estan

presentes en el extracto acético.

El tiempo que se requiere para determinar la capacidad antioxidante por la
metodologia DPPH de los extractos es de 60 min, teniendo resultados

significativos en las concentraciones mas bajas.

La mejor metodologia usada, para evaluar la capacidad antioxidante de los
extractos de la vaina de frijol es la que emplea el radical DPPH. Sin embargo, los
ensayos de DPPH y ABTS se pueden emplear indistintamente para determinar la

capacidad antioxidante del extracto etilico.
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