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Resumen

Objetivo: determinar la actividad antioxidante y el contenido de compuestos
fenolicos de extractos de la raiz de S. cumanensis. Metodologia: La recoleccion
de la especie vegetal se realizd en el centro poblado de Zungarococha, distrito de
San Juan Bautista. La actividad antioxidante se determiné con el ensayo de
captacion de radicales libres (DPPH), mientras que los compuestos fendlicos fueron
cuantificados por espectrofotometria Uv-visible. Resultados: se revel6 una notable
concentracion de compuestos fendlicos en los extractos, incluyendo fenoles totales
(16881,607 mg/100g), flavonoides (12,493 mg/100g), antocianinas (6,312
mg/100g) y catequinas (0,003 mg/100g). En cuanto a la actividad antioxidante, la
muestra seca de S. cumanensis (zarzaparrilla) presenté un ICso de 46,33 mg/mL,
en comparacion con un ICso de 83,80 mg/mL para la muestra liquida. Conclusion:
La muestra seca de S. cumanensis mostré una mayor actividad antioxidante en
comparacion con la muestra liquida, tanto en términos de 1Cso como de capacidad
antioxidante. Estos resultados indican que la muestra seca es mas eficaz en la

neutralizacion de radicales libres y en la provisién de beneficios antioxidantes.

Palabras clave: Actividad antioxidante, DPPH, zarzaparrilla.
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Abstract

Objective: To determine the antioxidant activity and the content of phenolic
compounds in S. cumanensis root extracts. Methodology: The plant species was
collected in the Zungarococha settlement, San Juan Bautista district. Antioxidant
activity was assessed using the DPPH free radical scavenging assay, while phenolic
compounds were quantified by UV-visible spectrophotometry. Results: A notable
concentration of phenolic compounds was revealed in the extracts, including total
phenols (16,881.61 mg/100g), flavonoids (12.49 mg/100g), anthocyanins (6.31
mg/100g), and catechins (0.003 mg/100g). Regarding antioxidant activity, the dried
S. cumanensis (zarzaparrilla) sample showed an ICso of 46.33 mg/mL, compared to
an ICsp of 83.80 mg/mL for the liquid sample. Conclusion: The dried S. cumanensis
sample demonstrated greater antioxidant activity compared to the liquid sample,
both in terms of ICso and antioxidant capacity. These results indicate that the dried
sample is more effective in neutralizing free radicals and providing antioxidant

benefits.

Keywords: Antioxidant activity, DPPH, sarsaparilla.
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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos tienen diversas propiedades antiinflamatorias para tratar
la artritis reumatoide y otras afecciones inflamatorias. En la Ultima década, se tiene
especial atencion a los efectos benéficos para la salud de los polifenoles vegetales
dietéticos como antioxidantes; dado que se ha demostrado que los extractos de
plantas y los compuestos fendlicos ejercen efectos protectores contra el estrés
oxidativo y la inflamacién provocada por particulas en el aire, ademas de una
variedad de actividades antiinflamatorias, anticancerigenas, antienvejecimiento,

antibacterianas y antivirales (1).

Las especies reactivas (ER) participan en numerosos procesos que ocurren en el
organismo, por ejemplo, maduracion celular, proteccion inmune, citotoxicidad
contra patégenos. Sin embargo, pueden causar dafios a las proteinas, los lipidos y
el ADN (2). En condiciones fisioldgicas, las especies reactivas producidas
excesivamente son neutralizadas por antioxidantes, que pueden atenuar sus

efectos dafinos (3).

Las ER son subproductos de procesos celulares cruciales e incluyen especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS). Son producidas en la cadena
respiratoria mitocondrial, el metabolismo del acido araquidénico y los nucleotidos
de purina, en la sintesis de prostaglandinas y reacciones enzimaticas que son

catalizadas, entre otras, por la xantina oxidasa y el triptéfano dioxigenasa (4).

El estrés oxidativo y nitrosativo contribuye a numerosas enfermedades croénicas,
incluidas la hipertension, la diabetes, la aterosclerosis, los trastornos de la
cicatrizacion de heridas, las enfermedades neoplasicas, los trastornos oculares, los
trastornos cerebrales, las enfermedades autoinmunes, el envejecimiento, entre
otros. Los antioxidantes que el cuerpo puede producir por si solo u obtener
externamente a través de los alimentos, protegen contra los trastornos de
homeostasis redox (5-7). Existe un interés creciente en el uso de antioxidantes
naturales y sintéticos como ingredientes alimentarios funcionales y suplementos
dietéticos (8).



Los antioxidantes sintéticos, debido a su accesibilidad y actividad mejorada,
encuentran aplicacion no solo en la estabilizacion de grasas, aceites y lipidos en
los alimentos, sino también en la industria farmacéutica y como conservantes en

cosmeéticos (9).

La familia Smilacaceae consta de dos géneros: Smilax L. y Heterosmilax Kunth y
se distribuye principalmente en los trépicos, pero también se extiende a las regiones
templadas de ambos hemisferios. Smilax, el género principal de Smilacaceae,
contiene unas 200 especies y muestra la mayor diversidad de especies en el Este
de Asia, pero so6lo dos especies se distribuyen en el sur de Europa (10-11). En la
medicina tradicional y popular Smilax spp, se han utilizado en el tratamiento de
numerosas dolencias como cancer, sifilis, disenteria bacteriana aguda, inflamacion,

reumatismo e hipoglucemia, entre otros (12-15).

Con la informacion antes mencionada, resultd particularmente interesante
determinar el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de
extractos de laraiz de S. cumanensis, ya que la misma es tradicionalmente utilizada
en extractos etandlicos por los habitantes de la ciudad de Iquitos en el

Departamento Loreto.



CAPITULO I; MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

En 2023, se evaluaron la composicion fitoquimica, capacidad citotoxica y
antioxidante de Smilax excelsa y Aegopodium podagraria, consumidas en la dieta
diaria en Turkiye en el Mar Negro. La investigacion determind los efectos sobre la
supervivencia de las células del carcinoma humano de préstata (PC3), colorrectal
(HCT116) y pulmon (A549) y sobre la eliminacion de radicales libres. En sus
resultados, sefiala que los extractos metandlicos de S. excelsa exhibieron una
IC50=17,16 ug/mL (ABTS) e IC50=45,81 ug/mL (DPPH). El trabajo concluy6 que S.
excelsa exhibié las mayores capacidades de eliminacidn de radicales libres ABTS
y DPPH (16).

En 2023, se investigaron los flavonoides totales de Smilax glabra (TFSG). La
investigacion determin6 nanoparticulas (NP) del complejo zeina-lecitina-TFSG (NP
Z-L-TFSG) utilizando la técnica de coprecipitacion antisolvente. Los resultados
indicaron que las NP autoensambladas de Z-L podrian servir como un sistema
prometedor de administracién de farmacos mediante la encapsulacion integrada de
multiples flavonoides. El trabajo concluy6 que la encapsulacion de TFSG por Z — L

NP podria mejorar su capacidad antioxidante in vitro (17).

En 2023, se estudiaron los extractos etandlico (EE), las fracciones de hexano
(HEXF), diclorometano (DCMF), acetato de etilo (ACF) e hidroetanol (HEF) de los
tallos de Smilax brasiliensis Sprengel. El estudio determiné composicién quimica,
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, potencial antioxidante y efecto
citotoxico sobre Artemia salina. En sus resultados, los EE, DCMF, ACF y HEF
exhibieron potencial antioxidante mediante el ensayo DPPH (ICso= 1,71 — 32,83
pug/mL). El estudio concluyd que los tallos de S. brasiliensis demostraron ser una
rica fuente de compuestos polifenoles y exhibieron un alto potencial antioxidante
sin toxicidad (18).

En 2022, se analizaron los fitoquimicos extraidos y capacidad antioxidante

de Smilax glabra y S. corbularia mediante analisis LC-QTOF/MS. La investigacion
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determindé compuestos mediante LC-QTOF-MS. Los resultados mostraron que S.
glabra mostré capacidad antioxidante por DPPH Yy ABTS con 71,94 £ 1,46% y 59,84
+ 4,80% respectivamente, y FRAP con 730,69 = 33,62 mg AAE/100 g de
muestra. S. corbularia mostré capacidad antioxidante por DPPH y ABTS con 72,24
+ 0,64% y 39,87 = 2,37%, respectivamente, y FRAP con 208,33 + 50,80 mg
AAE/100 g de muestra. El trabajo concluy6 que S. glabray S. corbularia pueden

utilizarse como fuente de antioxidantes (19).

En 2017, se determinaron contenido fendlico y flavonoide total, actividad
antioxidante y alelopatica de extractos etandlicos y las fracciones obtenidas de
hojas de Smilax brasiliensis Sprengel. La investigacion us6 analisis por
cromatografia en capa fina. En sus resultados encontraron la presencia de rutina en
el extracto etandlico y en las fracciones de acetato de etilo e hidroetanol; la
actividad antioxidante fue significativamente mejor para el extracto y las fracciones
de etanol que la del antioxidante comercial 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT). El
trabajo concluyd que el extracto y las fracciones obtenidas de S.

brasiliensis podrian utilizarse como antioxidantes y herbicidas naturales (20).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/flavonoid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/smilax
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rutin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/ethyl-acetate

1.2Bases tedricas

1.2.1 Especie en estudio Smilax cumanensis (zarzaparrilla)

TAXONOMIA

REINO: Plantae.

DIVISION: Magnoliophyta.
ORDEN: Liliales Perleb.
FAMILIA: Smilacaceae Vent.
GENERO: Smilax L.
ESPECIE: Smilax cumanensis

Perteneciente a la clase Equisetopsida C. Agardh, Orden Liliales Perleb, Familia
Smilacaceae Vent.,, Género Smilax L (21). Conocida vulgarmente como
zarzaparrilla. Presenta las siguientes sinonimias: S. globifera G. Mey.,
S. hostmanniana Kunth, S. piranensis Kunth, S. surinamensis Miq. (21).

La familia Smilacaceae Vent. consiste esencialmente en el Unico género Smilax L.,
que comprende alrededor de 350 especies de distribucion mayoritariamente tropical
y subtropical. Las Smilacaceae estan incluidas en el orden Liliales (22-23).

Heterosmilax Kunth, un género asiatico que se diferencia de Smilax por sus tépalos
connatos y un numero variable de estambres (3,6,9-12) con filamentos connatos, a
veces se reconoce como distinto. Sin embargo, segun analisis moleculares (24),
Hete rosmilax esta anidado dentro de Smilax, lo que indica que la fusion del perianto
ha evolucionado al menos dos veces en Smilacaceae, tal vez en conexion con un
cambio en los polinizadores. Basado en analisis morfolégicos (25) propusieron que
el género Ripogonum J. R. Forst. y G. Forst. (Ripogonaceae) es hermana de
Smilacaceae. El género Smilax produce rizomas que se utilizan en la medicina
popular y para elaborar cerveza, los tallos son usados para la artesania. Ademas,
las raices se exportaron ampliamente desde el Neotropico para su uso en el
tratamiento de la sifilis. Hasta ahora no estaba claro qué especies de Smilax
contienen el activo componentes debido a la plasticidad fenotipica de las especies

en el Neotropico (25).


https://tropicos.org/name/50297279
https://tropicos.org/name/50297279
https://tropicos.org/name/18400909
https://tropicos.org/name/18400936
https://tropicos.org/name/50297281

Se han realizado varios estudios taxondémicos, incluidos aquellos especificos por
cada pais; para la especie de Smilax en América Central y las islas del Caribe (26-
28). Smilax es un género taxondmicamente dificil porque las plantas son dioicas y
muestran una amplia variacién fenotipica. Ademéas, muchos de los ejemplares
disponibles para estudio en los herbarios carecen de flores o frutos. Chen et al. (29)
realizaron un estudio de la morfologia del polen de Smilax, pero no encontraron
suficiente variacion para discriminar entre especies. Ferrufino & Gémez-Laurito en
el 2004 (30) y Andreata en el 1997 (31), tampoco encontraron diferencias en la

morfologia del polen de especies neotropicales de Smilax (32).

En el dltimo quinquenio aumenté el interés por estudiar el género Smilax,
particularmente en Europa y Asia, dado a la presencia de compuestos fendlicos. Se
ha demostrado que algunas especies son efectivas para prevenir y tratar varios tipos
de cancer. Ademas, extractos del género Smilax exhiben actividad proapoptoética y
antioxidante (33). Hay informes sobre la propiedad antioxidante expresada como
DPPH sobre la actividad de eliminacién de radicales de especies del género Smilax,
como S. bocki (34), Campestris Smilax (35), Glabra Smilax (36), S. lanceifolia
(37), S. perfoliata (38), Riparia smilax (39), S. scobinicaulis (40) y S. sebeana (41).
Esta propiedad se atribuye a compuestos fendlicos como estilbenos, flavonas,
flavanonas, flavonoles, smilasidas, smiglasidas y helionésidos, entre otros. Los
compuestos fendlicos tienen una estructura quimica Unica para estabilizar los
radicales libres en un sistema aromatico. Los flavonoides y los estilbenos se han
identificado como agentes beneficiosos para el tratamiento de diversas
enfermedades, como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, asi

como cénceres (42).

S. cumanensis, presenta tallos teretes, angulosos, armados de puntas cortas;
espinas; ramas terminales en zigzag. Hojas lanceoladas, ovadas, glabras,
membranosas de 10 x 2 cm, 5 venas principales conectadas por venas reticuladas;
apice agudo, base agudo o redondeado, margen entero; peciolo de 0,5 a 1 cm de
largo, redondeado. Inflorescencias umbeladas, solitarias, escamosas simples;
pedunculo de 5 a 7 mm de largo, aplanado; pedicelos de diferentes longitudes;

tépalos de flores masculinas de 1,5 a 2 mm de largo; bayas negras o moradas

cuando estan maduras, no glauco, ovoide, de 6 a 8 mm de diametro (43).
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Los usos medicinales atribuidos a las raices de S. cumanensis incluyen: diuréticos,
artritis, cancer y purificadores de la sangre (44). En el caso de S. officinalis las raices
se utilizan para tratar afecciones cutaneas cronicas como la psoriasis y otras
enfermedades de la piel con descamacion. También para aliviar los sintomas de la
artritis reumatoide, en el equilibrio del sistema glandular y las hormonas, como ténico
general durante la menopausia y en el aumento de la libido. Toxicidad: El uso a

largo plazo puede causar ulceracion de la mucosa gastrointestinal (44).

1.2.2 Antioxidantes

El término "antioxidante" utilizado en la literatura se limita a inhibidores

antioxidantes que rompen cadenas de la peroxidacion lipidica (45).

Los antioxidantes se producen en los organismos vivos y son necesarios para
prevenir y contrarrestar los efectos de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
que pueden dafiar el ADN, los lipidos, las proteinas y otras biomoléculas. Los
antioxidantes dietéticos son importantes para mantener la salud, ya que las
defensas antioxidantes enddgenas (superéxido dismutasa, enzimas eliminadoras de
H202, proteinas fijadoras de metales) no son suficientes para prevenir
completamente el dafio. Muchos componentes dietéticos se consideran
antioxidantes importantes, en ese contexto existe un interés creciente en el papel

de los fendlicos vegetales, especialmente los flavonoides (46).

Los sistemas antioxidantes (fuentes enddgenas y dietéticas) han evolucionado para
ayudar a defender el cuerpo contra los radicales libres, pero pueden verse
abrumados durante periodos de estrés oxidativo cronico. Machlin y Bendich
sefalaron el equilibrio crucial entre la generacién de radicales libres y la defensa
antioxidante como una fuerza en la prevencion de enfermedades. Resulta evidente
gue un desequilibrio entre la proteccion contra los radicales libres y su generacion
puede estar asociado con la patogénesis de una amplia variedad de enfermedades
cronicas (47).

Muchos antioxidantes naturales tienen fuertes efectos antivirales. La eficacia de los
flavonoides, es decir, (+): catequina, luteolina, apigenina, quercetina y quercetina 7-

ramnosido, se ha demostrado en infecciones por coronavirus (48).
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1.2.3 Clasificacion de los antioxidantes

Suelen clasificarse en enzimaticos y no enzimaticos. Entre ellos, existen diversos
compuestos con diferentes modos y lugares de accion y diferentes efectos finales.
Esta diversidad determina el papel individual de cada uno de ellos en el organismo.
Cabe destacar que la red de enzimas antioxidantes que interactian, como las
enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx)
y glutatién reductasa (GRd), muestra la mayor eficacia de defensa antioxidante (48).

El estrés oxidativo se mide mediante el uso de multiples ensayos in vitro, que pueden
identificar radicales libres directamente como la espectroscopia de resonancia
paramagnética electronica (EPR) o resonancia de espin electronico (ESR), sondas
fluorescentes o métodos indirectos que permiten identificar los radicales libres.
Productos estables que se crean como consecuencia del ataque de los radicales

libres, como cromatografia, colorimetria y pruebas inmunes o enzimaticas (48).

Primary Enzymes

Superoxide dismutase
’_. Enzymatic " Catilase
Glutathione peroxidase
Antioxidants
Secondary Enzymes
Glutathione reductase
—s| Non-enzymatic |— Glucoasephosphatedehydroge-
nase
Phenolic acids l
Hydroxycinnamic acids: A Cofactors: Coenzyme Q10
= . Flavonoids —>
Ferulic acid, p-Coumaric Minerals : Zinc, Selenium
aad Flavonols: Quercetin,
2 Organosultur compounds:
: s Kaempferol
Hydroxybenzoic acids: Allyl sulfide, Indoles
Gallic aaid, Ellagic acid Isoflavonoids: Genistein
Flavanois: Catechin, Vitamins and Denvatives: A
Pelagonidin »! (Retionol), C (Ascorbic Aad), E

ocopherols and Tocotrienols),
Flavanones: Hesperidin g ¥ :
Antocyanidins:

Carotenoids: B-Carotene,
Cyanidin, Pelargondin P

Lycopene, Lutein, Zeaxanthin

Nitrogen non-protein
compounds: Unc aad

Figura 1. Clasificacion de antioxidantes (49)
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Superoxide dismutase

Enzymatic —————3 | Catalase

Glutathion peroxidase

TN Biological
Antioxidant enzyme cofactors (Se,
Coenzyme Q10)

Non-enzymatic Oxidative enzyme inhibitors (aspirin,
ibuprofen)

Transition metal chelators (EDTA) Dietry

—* Radical scavengers ( vitamin C and E) |Chemical

L

o

Figura 2. Ambito de aplicacion de los antioxidantes (50)
1.2.4 Actividad Antioxidante

Referida a ensayo basado en cinética que mide la constante de velocidad de
reaccion entre reactivos o porcentaje de eliminacion por unidad de tiempo. Por tanto,
el término es caracteristico de un antioxidante y oxidante especifico, expresado
como valor de velocidad de reaccién. En tanto que, la capacidad antioxidante se
define como la eficiencia de los antioxidantes para la inhibicion de la degradacion

oxidativa de distintos biocompuestos (48).

Las mediciones se basan en la reaccién entre los antioxidantes estudiados y los
radicales libres (inactivacion, extincion o eliminacion de especie reactiva). La
capacidad antioxidante denota la cantidad (en moles) de un radical libre
determinado, eliminado por una muestra. En determinadas circunstancias, es
posible que los mecanismos de ET/HAT no se identifiquen facilmente, como ocurre
con los ensayos de acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) y
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (48).



1.2.5 Mecanismos antioxidantes

Se ha demostrado que el mecanismo HAT domina en soluciones acuosas. A su vez,
SET y SPLET pueden dominar en soluciones no acuosas debido a la posibilidad de
que los disolventes organicos formen enlaces de hidrogeno con moléculas de
antioxidantes. Entre los métodos SET, los mas utilizados son el ensayo de
capacidad de eliminacion de radicales DPPH, el ensayo de capacidad antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC o ABTS), el ensayo de reduccion férrica (FRAP), el
ensayo de poder reductor (RP) y el ensayo de reduccion de cobre (CUPRAC). Los
ensayos HAT incluyen el ensayo del parametro antioxidante atrapador de radicales
peroxilo total (TRAP), el ensayo de blanqueo con crocina, ensayo de capacidad de
absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC) y ensayo de capacidad total de

eliminacion de radicales oxirradicales (TOSC) (48).

Se utilizan varias técnicas para evaluar las capacidades antioxidantes, como la
espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de fluorescencia, quimioluminiscencia,
resonancia paramagnética electronica (EPR), ensayos catalizados por enzimas y
ensayos de cultivo celular. Ademas, existen algunas técnicas electroquimicas,
incluidas técnicas de potencial controlado, sensores electroquimicos y biosensores,
que se aplican comunmente. Sin embargo, las técnicas mas utilizadas para evaluar
la capacidad de un antioxidante para eliminar, por ejemplo, ABTS **, DPPH *, O 2°*",
H 2 O 2, una capacidad reductora antioxidante total, por ejemplo, TEAC, ORAC y
FRAP pertenecen a técnicas espectrométricas. Estos métodos se han utilizado
comunmente para determinar la capacidad antioxidante de muchos extractos de
plantas, alimentos y suplementos dietéticos. Las mediciones electroquimicas
poseen algunas ventajas importantes en comparaciéon con los métodos
espectrofotométricos, principalmente debido al hecho de que son rapidas, menos
tediosas, mas baratas y mas seguras para el medio ambiente. Incluyen técnicas
electroquimicas de caracterizacion de antioxidantes como potenciometria,
amperometria, biamperometria, voltametria ciclica (CV), voltametria de onda
cuadrada (SWV) y pulso diferencial (DPV). Estos métodos aprovechan el hecho de
que los antioxidantes participan en reacciones redox y actian como agentes
reductores. Las técnicas electroquimicas son capaces de medir sus potenciales
redox (48).
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1.2.6 Pruebas basadas en la transferencia del atomo de hidrogeno (HAT)

El ensayo ORAC determina la capacidad de los antioxidantes para eliminar las
reacciones en cadena de los radicales a partir de la inhibicion de la oxidacién de los
radicales peroxilo. Los generadores de radicales peroxilo comunmente utilizados en
este ensayo estan representados por compuestos azo, incluido el a,aq,-
azobisizobutironitrilo lipofilo (AIBN), el clorhidrato de 2,2-azobis(2-amidinopropano)
(ABAP), el 2,2'-azobis(2 ,4-dimetilvaleronitrilo) (AMVN) y el diclorhidrato de 2,2'-
azobis(2-amidinopropano) hidréfilo (AAPH). ElI ensayo ORAC puede medir
directamente la capacidad antioxidante frente a los radicales hidroxilos,
interrumpiendo la reaccion radical. Este ensayo evalla la capacidad de los
complejos de Co (Il) para proteger contra la generacion de radicales hidroxilos. Se
incuba fluoresceina con la muestra a analizar y se afiade la mezcla Fenton (un
generador de radicales hidroxilos). Luego, se mide la fluorescencia original y

después de agitar se lleva a cabo la lectura cada minuto (51).

El ensayo TRAP esta basada en la capacidad presente en los antioxidantes para
inhibir la reaccion entre radicales peroxilo y moléculas diana, que inicialmente
representd el consumo de O2 (como muestra) durante el proceso de peroxidacion
desencadenada por la descomposicion térmica del 2,2" azobis(diclorhidrato de 2-
amidinopropano (ABAP). El tiempo de retardo de la absorcion de Oz (periodo de
induccién), puede cuantificarse y utilizarse a fin de expresar la capacidad

antioxidante total de la muestra como valor TRAP (51).

El ensayo TOSC se basa en inhibir la formacion de etileno (una reaccion de control
se monitorea mediante cromatografia de gases) en presencia de compuestos
antioxidantes que compiten con el acido a-ceto-y-betiolbutirico (KMBA) por las ROS.
Esta prueba usa el area bajo la curva de concentracion de etileno comparada con el

tiempo de reaccion (aproximadamente 5 horas) (51).

El ensayo CUPRAC se basa en la reduccién de clprico (Cu 2*) a cuproso (Cu *) para
determinar la capacidad antioxidante total. Al igual que en otros ensayos, se utiliza
un ligando como la neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) para formar el

complejo cobre-ligando a fin de facilitar la medicion de la absorbancia (51).
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El ensayo FRAP evalla la reduccion del complejo de iones férricos (Fe3*) a un
complejo ferroso de color azul intenso (Fe2*) mediante la accion de antioxidantes en
condiciones &cidas. La actividad antioxidante se mide como el aumento en la
absorbancia a 593 nm, y los resultados se expresan en equivalentes micromolares
de Fe?" 0 en comparacion con un antioxidante de referencia. A diferencia de otros
métodos basados en la transferencia de electrones (SET), el ensayo FRAP se lleva

a cabo en un medio acido (pH=3,6) para asegurar la solubilidad del hierro (51).

La prueba de Folin-Ciocalteu se fundamenta en la reduccion del reactivo por
compuestos fenolicos en un medio alcalino. Se considera que su estructura quimica
contiene un complejo de &cido fosfomolibdico y fosfotingstico, que se reduce
generando un cromoforo de color azul con una absorcibn maxima a 765 nm. El
molibdeno presente en el complejo funciona como el sitio de reduccién, donde el ion
Mo®* se transforma en Mo®** al aceptar un electrén proveniente del antioxidante
fendlico (51).

1.2.7 Pruebas de modo mixto (HAT/SET)

El ensayo TEAC se basa en la eliminaciéon de aniones radicales de larga vida
(ABTS*). En este ensayo, los radicales se generan a través de la actividad
peroxidasa de la metmioglobina en presencia de perédxido de hidrégeno y pueden
detectarse facilmente espectrofotométricamente a 734 nm. En este ensayo, los
antioxidantes se afiaden antes de que el peréxido de hidrégeno inicie la formacién
de ABTS-, lo que resulta en un retraso en la formacion de radicales (“tiempo de

demora”) que se mide (52).

El ensayo DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), se basa en mediciones
espectrofotométricas de la capacidad de los antioxidantes para eliminar los
radicales DPPH. El Gnico electrén del atomo de nitrogeno en DPPH se reduce a la
correspondiente hidracina tomando un atomo de hidrégeno de los antioxidantes. El
radical DPPH- tiene un color notablemente estable e intenso. Debido a estas dos
propiedades del radical, su solucion se ha utilizado intensivamente. Este radical se
ha utilizado con frecuencia en la quimica de polimeros, especialmente en

espectroscopia EPR y en la evaluacion de las capacidades antioxidantes de
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productos quimicos (53-54). La estabilidad de los radicales se debe al apifiamiento
estérico en el atomo de N divalente de primer orden y al efecto “push-pull” ejercido
por el grupo difenilamino de segundo orden, un donante de electrones, y el picrilo,
un aceptor de electrones. Este efecto estabiliza considerablemente la estructura
canodnica. EPR mide las densidades de espin en los dos atomos de hidrazilo N, que
son grandes y esencialmente iguales. Se ha informado que las dos bandas distintas
gue se ven en el espectro UV-vis de DPPH- se producen mediante transiciones 1r-
1, y el electron desapareado hace una contribucién importante a la banda en la
region visible (55-56).

Cuando una solucion de DPPH se mezcla con una solucion de una sustancia capaz
de donar un atomo de hidrégeno, este color violeta desaparece, dando como
resultado la forma reducida del radical DPPH (DPPH-H) (57). La banda mas ancha
es responsable del color violeta intenso de la solucion DPPH-. La formacién de
hidracina (DPPH-H) induce la desaparicion de la banda visible a medida que el color
de la soluciéon cambia de violeta a amarillo palido como resultado de la reduccion
de radicales por transferencia de atomos de hidrogeno de los antioxidantes, que
son donantes de H. La intensidad del color de esta reaccion, conocida en la
literatura como “"prueba DPPH", se puede registrar facilmente mediante
espectroscopia UV-vis. Este método se utiliza ampliamente para evaluar la
capacidad antioxidante de moléculas antioxidantes puras, especialmente extractos

de hierbas o compuestos fendlicos (58).

ON NO, O, NO, ON ! NO, ON NO,

NO, NO, NO, NO,

2 i 2

Figura 3. Estructuras quimicas de un radical 1,1 -difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (59)
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1.2.8 Espectrofotometria

Es la medicidn cuantitativa de como la radiacién ultravioleta (UV), visible e infrarroja
(IR) interactia con un material, lo que resulta relevante para diversas areas
cientificas y tecnoldgicas. La forma en que ocurre esta interaccion esta determinada
por las caracteristicas fisicas del material, como si es transparente u opaco, liso o

aspero, puro o contaminado, delgado o grueso (60).

La precision de las mediciones espectrofotométricas y las propiedades Opticas
resultantes del material de prueba dependen del disefio y calibracién del
espectrofotometro, la eleccion del estdndar de referencia y la interaccion de la

muestra con el instrumento de medicion (60).

1.2.9 Tecnicas espectrofotométricas

Se emplean para evaluar como interacttan los distintos componentes de frecuencia
de las radiaciones electromagnéticas (REM) con la materia. Después de la
interaccion con la materia, estas radiaciones son absorbidas por la materia. No es
posible que miremos la materia, sino que observamos la interaccién de la luz con
diferentes grados de libertad de la materia y/o sustancia. Este capitulo describe los
conceptos béasicos de la espectrofotometria y varios tipos de técnicas
espectrofotométricas. La espectrofotometria es un método clave que se utiliza
frecuentemente para la identificacion y cuantificacibon de materias primas y

productos farmacéuticos (61).

1.2.10 Ultravioleta UV/VISIBLE

Es una técnica analitica, simple, versatil, adecuada para un amplio espectro de
compuestos organicos y algunas especies inorganicas. En funcion de la longitud de
onda, los espectrofotometros UV-Vis miden la absorcion o transmision de la luz que
pasa a través de un medio. Las técnicas del espectrofotometro UV-Vis son
aplicables a una amplia gama de disciplinas de investigacion, a saber, agricultura,

alimentacion, farmacéutica, medio ambiente y muchas otras (62).
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La espectroscopia UV-Visible se fundamenta en la capacidad de los compuestos
quimicos para absorber luz ultravioleta o visible, lo que genera espectros
caracteristicos. Este proceso implica la interaccién entre la luz y la materia. Al
absorber la luz, la materia experimenta cambios de excitacion y desexcitacion,
produciendo un espectro. Cuando la materia capta radiacion ultravioleta, los
electrones se excitan, pasando de un estado basal (con menor energia) a uno
excitado (con mayor energia). Cabe destacar que la diferencia de energia entre
estos estados corresponde exactamente a la radiacion ultravioleta o visible
absorbida (63).

Espectroscopia UV-Visible y la ley de Beer-Lambert

El enunciado de la ley de Beer-Lambert se puede escribir de la siguiente manera:
cuando un haz de luz monocromatica incide sobre una solucién que contiene una
sustancia que absorbe la luz monocromética, la velocidad a la que la intensidad del
haz disminuye a lo largo del espesor de la solucion es directamente proporcional a
la concentracion de la sustancia absorbente en la solucion y también es
directamente proporcional a la intensidad de la radiacion monocromatica incidente.
Segun la ley de Beer-Lambert, cuanto mayor sea el numero de moléculas
absorbentes (que tienen la capacidad de absorber luz de una longitud de onda

especifica), mayor sera el grado de absorcion de la radiacion (63).
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1.3 Definicion de términos basicos

DPPH: es un radical libre estable que se puede utilizar para medir la actividad
eliminadora de radicales de los antioxidantes. El electrén impar del atomo de
nitrogeno en DPPH se reduce aceptando un atomo de hidrogeno de los

antioxidantes en la hidracina correspondiente (64).

Actividad antioxidante: descrito “como una limitacion de la oxidacion de proteinas,
lipidos, ADN u otras moléculas que se produce al bloquear el paso de propagacion

en las reacciones en cadena oxidativas” (65).

ICs0: medida cuantitativa que representa la cantidad de una sustancia inhibidora
particular necesario para detener un proceso o componente biolégico en un 50% in
vitro (66).

Compuestos fendlicos: quimicamente son compuestos que contienen anillos

aromaticos hidroxilados, estando el grupo hidroxi unido de manera directa al grupo

fenilo, fenilo sustituido u otro grupo arilo (67).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Formulacion de hipotesis

Los extractos liquido y seco de la raiz de S. cumanensis (zarzaparrilla) presentan

compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

2.2 Variables y su operacionalizacion

3.1.1 Variable independiente:

Extracto liquido y seco de la raiz de S. cumanensis.

3.1.2 Variable dependiente:

Actividad antioxidante in vitro.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tino por Valores
Variable Definicion conceptual psup Indicador Escala de Categorias de las Medio de
b medicién g categorias verificacion
naturaleza
Independiente
Constituyen un grupo que abarca desde
moléculas simples, como los &cidos fendlicos,
Extracto . . I
hasta polimeros complejos, como la lignina y los ~ Compuestos i
liquido y seco ' _ Cuantitativa . Razon
taninos; a estos compuestos se les atribuyen fendlicos
la raiz . . . . g Instrumento
de laraiz de S propiedades antiinflamatorias, antidiabéticas y
cumanensis. . . de
antibacterianas, entre otras. 5
recoleccion
de datos
Dependiente Ensayo donde se puede evaluar la actividad Capacidad de
antioxidante de un tratamiento, en términos de inhibicién de Activo >50%
Actividad . o Cuantitativa Razdn
concentraciones inhibitorias (ICso). radicales
antioxidante in _ _
libres al 50% No activo <50%

vitro.
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodoldgico

Tipo de estudio: experimental, porque las variables fueron controladas

deliberadamente para delimitar relaciones entre ellas.

Disefio: analitico. El estudio se llevd a cabo en dos ubicaciones. La primera fue
el Laboratorio de Ingenieria de Alimentos de la planta piloto, perteneciente a la
Facultad de Ingenieria en Industrias Alimentarias, ubicado en la calle Freyre N°
610. La segunda ubicacion fue el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ingenieria Quimica situado en la calle Pevas, 5ta cuadra S/N. Amb 0s

laboratorios pertenecen a la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana,

ubicados en el distrito de Iquitos, provincia de Maynas, departamento de Loreto.

3.2Diseo muestral

La poblacion de estudio estuvo constituida por todos los arbustos S. cumanensis
(zarzaparrilla) presentes en la comunidad de Nina Rumi.
Muestra: dos kilogramos de raiz de la especie vegetal en buen estado de
conservacion.
El muestreo se realiz6 por conveniencia, los mismos que fueron geo-
referenciados (90° E 3°50°39” S 73°22°40” O).
Criterios de inclusioén:

e Raiz de S. cumanensis (zarzaparrilla) en buen estado de

conservacion, procedentes de la comunidad de Nina Rumi.

Criterios de exclusion:

e Raiz que evidencien contaminacion.

3.3 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

Antes de comenzar los procesos experimentales en los laboratorios, se

verifico que las condiciones ambientales fueran 6ptimas, manteniendo una
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temperatura entre 18 y 25 °C; y, una humedad relativa en el rango de 45 a
55 %.

A) Obtencidn de especies vegetales

Se recolectd la raiz de S. cumanensis utilizando tijeras de podar,
almacenandola en sobres de manila etiquetados para su traslado al
laboratorio. (Anexo 1). La raiz fue lavada exhaustivamente con agua
destilada y secada antes de ser cortada en fragmentos pequefios.
Posteriormente, se pesaron las muestras y se colocaron en frascos
esterilizados. Se realiz6 una seleccion rigurosa de las raices en buen estado
para su correcta identificacion y certificacion. La especie fue debidamente
certificada por el responsable del Herbarium Amazonense de la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana. (Anexo 2).

B) Determinacién de compuestos fendlicos

Se utilizo la técnica espectrofotométrica de UV/vis descrita por Valls et al.: (68).

Preparacion del extracto: se tomaron 0,5 g del material micropulverizado y se
sometieron a extraccion con 25 mL de etanol absoluto, previamente acidificado
ligeramente con &cido férmico al 1% (realizado tres veces). Posteriormente, el
material se secO en estufa a 40 °C. El residuo seco obtenido fue disuelto

nuevamente en 10 mL de metanol al 50%, acidificado con acido féormico al 1%.

e Se emple6 el método de Folin para cuantificar los polifenoles totales.
Para ello, se mezclaron 40 pL del extracto con 0,5 mL del reactivo de
Folin-Ciocalteau y 2 mL de Na,CO; al 20% (p/v), diluyendo la mezcla
hasta 10 mL. Luego de 30 minutos, se midié la absorbancia a 765 nm
(68). (Anexo 3)

e La concentracién de antocianinas totales y flavonoides se determiné
midiendo las antocianinas del extracto a una longitud de onda de 535 nm

y los flavonoides a 374 nm, respectivamente (68).
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e Para medir las catequinas en el extracto, se aplicé la prueba de vainillina:
se mezclaron 0,5 mL del extracto con 1,25 mL de vainillina en metanol al
1% (p/v) y 1,25 mL de H,SO, al 25% (v/v) en metanol. Se preparé un
blanco usando metanol en lugar de vainillina. Luego de 15 minutos, se
registro la absorbancia a 510 nm. Se utilizé metanol de grado analitico

como control en cada medicion (68).

C) Determinacién de la actividad antioxidante in vitro

Se realiz6 por el método de DPPH modificado (con pureza = 90%), siguiendo lo

siguiente: (69).

Soluciéon DPPH: se prepararon 10 mL de solucién madre DPPH a 1 mMol en
metanol puro, homogenizado en equipo bafio maria con sonicador. A partir de
esta solucioén se prepar6 una solucion de trabajo a 0,1 mMol de DPPH, la misma

que fue usada en todo el proceso de experimentacion.

Obtencién del extracto: se obtuvo pesando 2,8 kg de muestra seca en 4 litros de
etanol 96°, dejandola macerar por 15 dias. Cumplido el tiempo de maceracion,
se procedio al filtrado de la muestra y posterior evaporacion del solvente a
presion reducida en equipo rotavapor.

Extracto liquido: se utiliz6 un frasco &ambar estéril para contener
aproximadamente 5 mL de la muestra liquida, que se conservaron en

refrigeracion durante 5 dias.

Extracto seco: la muestra se colocé en una placa de Petriy se secaron a
temperatura ambiente (25 °C) durante cinco dias, dejandola sedimentar.

Para ambos casos, se prepararon soluciones de trabajo a 50, 80 y 100 mg/mL.
(Anexo 4)

Lectura en el espectrofotometro: se usaron cubeta de poliestireno de 1,5 mL, en

ella se agregaron 0,025 mL de los extractos por cada concentracién mas 0,975
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mL de DPPH 0,1 mMol. La lectura de las absorbancias se ejecutd en
espectrofotometro UV/Vis a 515 nm. (Anexo 5). Cada absorbancia fue leida en
intervalos de 30 s por 5 minutos. La inhibicién del secuestro radical DPPH, se
determind utilizando la siguiente formula:

Abs control — Abs muestra
(%Inh DPPH) = x 100
Abs control

No obstante, los resultados obtenidos con este método se expresan como ICso,
utilizandose la siguiente expresion: y = 000In(x) + 001
Donde:
e Yy es lavariable dependiente (por ejemplo, la respuesta medida, como la
inhibicion en un experimento de 1Cso).
e X es la variable independiente (por ejemplo, la concentracién del
inhibidor).
e In(x) es el logaritmo natural de la concentracion.
e 000 es el coeficiente que multiplica al logaritmo natural, indicando la tasa
de cambio en y con respecto a In(x).
e 001 es la ordenada al origen o intercepto, que representa el valor de y
cuando x=1 (ya que In(1) = 0).

Trolox y Curva de Calibracion

Trolox (con un peso molecular de 250.59 g/mol) es ideal para estudios
antioxidantes debido a su capacidad de neutralizar radicales libres, lo que facilita
la comparacion de la actividad antioxidante de diversas muestras en
equivalentes de Trolox (mM). Para medir esta actividad con precision, se elabora
una curva de calibraciéon utilizando concentraciones variadas de Trolox, que
vincula la absorbancia con la concentracién y sirve como referencia para evaluar

los niveles antioxidantes en las muestras.
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Curva de Calibracién de Trolox

Se construy6 a partir de una serie de diluciones elaboradas desde una solucion
madre de concentracién conocida. Estas diluciones abarcaban un rango de
concentraciones que se ajustaba al intervalo previsto de actividad antioxidante
en las muestras analizadas, registrandose las absorbancias correspondientes a
cada concentracion. En este estudio, se prepararon concentraciones de 0,01;
0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,09 y 0,10 umol, cuyas absorbancias

fueron medidas con un espectrofotometro UV-visible.

3.4 Procesamiento y analisis de datos

Los datos se presentan en forma grafica y tablas provenientes del software SPSS
version 27. Para establecer diferencias estadisticas, se realiz6 ANOVA de un
factor (Anexo 6).

3.5 Aspectos éticos

No aplica, porque en la presente investigacion no se involucran seres Vivos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Metabolitos secundarios

Tabla 1. Compuestos fendlicos presentes en raiz de S. cumanensis

Especie en Fenoles Totales Flavonoides Antocianinas Catequinas

estudio mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g

S. cumanensis
] 16881,607 12,493 6,312 0,003
- raiz

En la tabla 1, se observa que la raiz de S. cumanensis (zarzaparrilla) presenta
una alta concentracion de compuestos fendlicos y una cantidad moderada de
flavonoides y antocianinas, lo que sugiere un alto potencial antioxidante. Aunque
las catequinas estan presentes en cantidades muy pequefias, su contribucion,
aunque limitada, podria complementar los efectos protectores de los otros
compuestos. Estos resultados respaldan el uso tradicional de la S. cumanensis
como planta medicinal, especialmente en el manejo de enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo.
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Figura 4. Porcentajes de inhibicion entre los grupos de estudio por cada

concentracion evaluada
En la figura 4, la muestra seca, tiene un alto porcentaje de inhibicién incluso a
bajas concentraciones. En términos de eficacia de inhibicidn, la muestra seca es

mas efectiva que la muestra liquida a todas las concentraciones probadas.

Tabla 2. Prueba de normalidad - % de inhibicién

. Shapiro-Wilk
Tipo de extracto o _
Estadistico Gl Sig.
Muestra liquida - raiz 0,942 3 0,535
Muestra seca - raiz 0,950 3 0,570

Enla Tabla 2, se observa que el valor de significancia (p-valor) es superior a 0,05
en ambos casos. Esto indica que no se puede rechazar la hipotesis de
normalidad para las muestras liquida y seca de raiz, sugiriendo que los datos

pueden ser considerados como distribuidos normalmente.
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Tabla 3. Pruebas de homogeneidad de varianzas - % de inhibicion

Estadistico
de Levene gll1 gl2 Sig.
Porcentaje Se basa en la media 7,829 1 4 0,049
Inhibicion  Se basa en la mediana 2,191 1 4 0,213
Se basa en la mediana y 2,191 1 2,021 0,276
con gl ajustado
Se basa en la media 7,244 1 4 0,055

recortada

En la tabla 3, solo la prueba basada en la media muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05). Las pruebas basadas en la mediana y
la mediana con grados de libertad ajustados no muestran diferencias
significativas. La prueba basada en la media recortada muestra un valor de
significancia de 0,055 que esta cerca del umbral de 0,05 indicando una tendencia
hacia una diferencia en la varianza, pero no alcanza el nivel de significancia

convencional.

Tabla 4. ANOVA - % de inhibicién

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 26,924 1 26,924 3,969 0,117
Dentro de grupos 27 137 4 6,784
Total 54,061 5

En la Tabla 4, el valor de F es 3,969 y el p-valor asociado es 0,117. Dado que el
p-valor excede el umbral de significancia de 0.05, no se puede considerar que
las diferencias entre los grupos sean estadisticamente significativas. En
consecuencia, los datos no ofrecen evidencia suficiente para afirmar que existen

diferencias significativas entre los grupos.
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Tabla 5. Calculo del ICso

Capacidad

' antioxidante
Concentraciones

Muestra ICs0 obtenida equivalente a trolox
(mg/mL) .
(UmoITE/g materia
seca)
50 47,38
Zarzapatrrilla — liquida 83,80 80 30,84
100 27,14
Zarzaparrilla - seca 46,33 50 54,14
80 34,06
100 27,33

En la Tabla 5 se evidencia que la muestra seca de zarzaparrilla presenta una
capacidad antioxidante superior en comparacion con la zarzaparrilla liquida. Esto
se refleja en los valores de ICso y en la capacidad antioxidante equivalente a
Trolox. La muestra seca requiere una menor concentracion para inhibir el 50%

de los radicales libres (menor ICso), o que indica una mayor eficacia antioxidante.

27



CAPITULO V: DISCUSION

Smilax cumanensis, comiunmente conocida como zarzaparrilla, es una planta
trepadora perteneciente a la familia Smilacaceae. Originaria de las regiones
tropicales de América, esta especie ha sido utilizada tradicionalmente por sus
propiedades medicinales. Las raices de S. cumanensis son ricas en compuestos
bioactivos, como fenoles, flavonoides, antocianinas y catequinas, que confieren
a la planta sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios. Estos componentes han
sido estudiados por su potencial en la prevencion y tratamiento de diversas
enfermedades cronicas. Ademas, la zarzaparrilla se emplea en la fabricacion de
bebidas y suplementos dietéticos, destacandose por sus beneficios para la salud
(12).

Por otra parte, en un estudio realizado en 2023 (18) sobre los extractos
etandlicos (EE) y las fracciones de hexano (HEXF), diclorometano (DCMF),
acetato de etilo (ACF) e hidroetanol (HEF) obtenidas de los tallos de Smilax
brasiliensis, se determind la composicion quimica, asi como el contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides. Los resultados indicaron que los tallos de S.
brasiliensis son una fuente rica en polifenoles, con un elevado potencial
antioxidante y sin efectos citotoxicos. Al comparar ambos estudios, se observa
que la raiz de S. cumanensis presenta una concentracién de fenoles totales
significativamente mayor. Este elevado contenido de fenoles en S. cumanensis
podria sugerir una capacidad antioxidante superior, dado que los fenoles son

reconocidos por sus propiedades antioxidantes.

La comparacion entre la muestra de zarzapatrrilla seca y la muestra liquida revela
diferencias significativas en cuanto a su eficacia antioxidante, medida tanto por
ICs0 como por capacidad antioxidante equivalente a trolox. La zarzaparrilla seca
mostré una eficacia antioxidante destacada con un ICso de 46,33 mg/mL,
significativamente menor que los 83,80 mg/mL observados en la muestra liquida.
Ademas, la capacidad antioxidante equivalente a trolox fue mas alta en la

zarzaparrilla seca en comparacion con la muestra liquida, indicando una mayor

capacidad para neutralizar radicales libres.
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Estos hallazgos coinciden con estudios recientes sobre otras especies de
Smilax. Por ejemplo, en 2023 (16), se evaluaron los extractos de tallos de S.
brasiliensis, los cuales mostraron un potencial antioxidante destacado con ICso
entre 1,71y 32,83 pg/mL en el ensayo DPPH. Este estudio subrayo que los tallos
de S. brasiliensis son una rica fuente de compuestos polifenoles con alta
actividad antioxidante y sin efectos citotoxicos significativos.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en 2022 (19) para S. glabray S.
corbularia, se observé que S. glabra presenté una capacidad antioxidante del
71,94% en el ensayo DPPH y del 59,84% en el ensayo ABTS, mientras que S.
corbularia mostro un 72,24% vy 39,87%, respectivamente. Aunque los porcentajes
de inhibicion en S. glabra y S. corbularia son superiores a los de S. cumanensis,
estos hallazgos sugieren que la raiz de S. cumanensis, especialmente en su
forma seca, podria representar una fuente prometedora de antioxidantes
naturales. No obstante, se requieren estudios adicionales para identificar y
comparar de manera directa los compuestos especificos responsables de la

actividad antioxidante en cada especie.

Finalmente, estos resultados subrayan la diversidad de las especies de Smilax
en cuanto a su contenido fitoquimico y capacidad antioxidante. La zarzaparrilla
seca, con su notable eficacia antioxidante, refuerza la idea del potencial de las
especies de Smilax como fuentes valiosas de antioxidantes naturales, que
podrian ser aplicados en el desarrollo de productos nutracéuticos y

farmacologicos para mejorar la salud y el bienestar humano.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

De la informacion obtenida, se llego a las siguientes conclusiones:

e La raiz de zarzaparrilla se destaca como una rica fuente de compuestos
fendlicos, lo que la convierte en una candidata prometedora para aplicaciones

nutracéuticas y farmacoldgicas destinadas a promover la salud y el bienestar.

e La muestra seca de zarzaparrilla presenta un alto porcentaje de inhibicién
incluso a bajas concentraciones, manteniendo este porcentaje casi constante
con el aumento de la concentracion. Este comportamiento sugiere una
estabilidad en la capacidad de inhibicion de la muestra seca, destacandose
como mas efectiva en comparaciéon con la muestra liquida a todas las

concentraciones probadas.

e La muestra de zarzaparrilla seca tiene una mayor eficacia antioxidante en
comparacién con la muestra liquida, tanto en términos de ICso como en
capacidad antioxidante equivalente a trolox. Estos resultados indican que la
muestra seca posee una mayor capacidad para neutralizar radicales libres y

proporcionar beneficios antioxidantes.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

1. Aprovechando el alto contenido de compuestos fendlicos en la raiz de
zarzapatrrilla, se recomienda el desarrollo de suplementos nutracéuticos.
Estos productos podrian proporcionar beneficios antioxidantes y contribuir
al bienestar general, ayudando a combatir el estrés oxidativo y mejorar la

salud celular.

2. Dada la prometedora eficacia antioxidante de la muestra seca de
zarzaparrilla, se recomienda fomentar la investigacion y el desarrollo de
productos farmacol6gicos. Estos compuestos podrian ser empleados para
tratar o prevenir afecciones vinculadas con el estrés oxidativo, tales como
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y algunos tipos de

cancer.

3. Considerando que la muestra seca de zarzaparrilla demuestra una mayor
eficacia antioxidante que la muestra liquida, se recomienda evaluar y
optimizar los diferentes formatos de producto (seco vs. liquido). Este
andlisis puede ayudar a identificar el formato mas eficiente y eficaz para
diversas aplicaciones, asegurando que se maximicen los beneficios

antioxidantes en los productos finales.
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Anexo 1. Fotografias referidas a la recolecta de la especie vegetal.




Anexo 2. Constancia de certificacion de la especie vegetal.

Centro de Investigacion de

ﬁ l U NAP Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.© 29-2022 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdnica presentada por PIERO BRANDO VELASQUEZ PEREZ y JOAO JUNIOR ARMAS
MAYTAHUARI bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana; ha sido DETERMINADA en
este centro de investigacién y enseflanza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP como se indica
a continuacién:

I R B o ¥

Ne FAMILIA ESPECIE  AUTOR _ NOMBRE COMUN
01 | SMILACACEAE Smilax cumanensis Humb. & Bonpl. ex Willd. | “zarza parrilla”

Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los seis dias del mes de setiembre del afio dos mil veintidés, se expide la presente constancia a los

interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

ca Acostupa i

» Amazonenss

\

\

. —UNIVERSIDAD

Direccidn Pevas/Nanay — lquitos Perd pignalder  COnsTANCIAn®2s-2022amazunar | LICENCIADA
Apdo. 496 = Email: herbanum.am. Sunapiq ©du.pe FESRUDON N 112079 LMD
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Anexo 3. Flujograma de compuestos fendlicos.

[ Preparacién del extracto ]

!

Gesar 0.5 g de muestra, extraer con\

etanol absoluto acidulado con un Polifenoles totales: tratar 40 pl del
1% de 4cido férmico. Evaporar el extracto con 0,5 mL de reactivo de
extracto a sequedad. El residuo | Folin y 2 ml de carbonato sodico al
seco se re disuelve en una solucion 20% (p/v), y llevar a 10 mL.
de metanol al 50% acidulado con Transcurrida media hora, efectvar la
un 1% de acido formico, llevado a lectura de absorbancia a 700 nm.

Qn volumen de 10 ml. / \ /

~

Antocianinas totales ¥
flavonoides: para las antocianinas,
realizar la lectura de absorbancia a
535 nm v para los flavonoides a 374
nm.

o _/

\ 4

~

/Catequinas: mezclar 0.5 ml del
extracto con 1.25 ml de vainillina
en metanol (1%, p/v) y con 1,25 ml
de acido sulfurico 25% (v/v) en
metanol. Pasados 15 minutos,
efectuar la lectura de absorbancia a

\510 nm. /

Y
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Anexo 4. Pesaje de la muestra seca de S. cumanensis(zarzaparrilla).

s

0 L] 0500 9
00500 Capaciy G nty
(e

Sample o
Name

Pesada de muestra
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Anexo 5. Flujograma de la Actividad Antioxidante in vitro.

[ Obtencion de los extractos vegetales ] [ Preparacién del DPPH ]

l ,,

Solucién madre: Pesar 12 g de muestra, Solucién Stock: Pesar 3.9 mg
macerar en $0 mL de metanol, filtrar v de DPPH v enrasar a 10 mL de
enrazar a 100 mL. Obteniendo una metanol. Obteniendo 1 mM de
concentracion de 120 mg/ml. DPPH.

Extractos metandlicos: A partir de la Solucion de trabajo: Enrasar
solucion madre, diluir a concentraciones 1 mL de la solucion stock con
menores de: 30, 80 v 100 mg'ml., 10 mL de metanol. Obteniendo
siendo la solucion madre otra 0.1 mM de DPPH.

concentracion problema.

Lectura: Se realizé en un espectrofotometro UV/Vis a una
longitud de onda de 315 nm. Cada absorbancia fue leida a
intervalos de 30 s durante 5 minutos.

l

[ % de Inhibicion del DPPH: En cada ]

una de las concentraciones evaluadas.

l

ICS50: Es la cantidad de muestra que se necesita para
capturar radicales de DPPH» en un 50%.
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Anexo 6. Instrumento de recolecciéon de datos.

Extracto liquido y seco de raiz S.
Numero | Solucién cumanensis Tipo de
Concentraciones evaluadas (mg/mL) muestra
de DPPH
lecturas | (0,1 mM) >0 80 100
1 0,807 0,445 0,406 0,353
2 0,807 0,421 0,426 0,379 Liquida
3 0,807 0,417 0,404 0,379
4 0,807 0,371 0,369 0,366
5 0,807 0.373 0,369 0,367 Seca
6 0,807 0,370 0,367 0,367
Promedio | 0,807 X1 X2 X3
Porcentaje de
Inhibicion, % X X Xs
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