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1. Resumen

El Eryngium foetidum (perejil de rancho) es una hierba que se utiliza
principalmente como especia, ademas de tener usos medicinales para tratar
algunas enfermedades y sintomas como fiebres, por lo tanto es una de las
plantas de interés en la blusqueda de compuestos bioactivos de origen natural.
Por ello nuestro objetivo fue cuantificar los compuestos fendlicos en extractos de

esta planta e identificar si tenian potencial como agentes antioxidantes.

Para esto se obtuvieron extractos etandlicos y acuosos, posteriormente se
determiné de actividad antioxidante in vitro del E. foetidum. Para la evaluacién de
la actividad antioxidante se utilizo el extracto etandlicos en concentraciones de
100 %, 80 %, 50 % y 0% (solo agua), en las diferentes partes de la planta (hoja,
tallo y raiz). La mayor concentracion de compuestos fendélicos se obtuvo en las
hojas, especificamente en los extractos con etanol al 80 % seguidos por los
extractos con etanol al 50%, por ello se seleccionaron estos dos extractos para

la evaluacioén de la actividad antioxidante.

En las hojas se encontr6 mayor actividad antioxidante, aunque tallo y raiz se

encontraron también, pero en menores concentraciones respecto a la hoja.

Por lo tanto, el E. foetidum es una planta que contiene actividad antioxidante que

brinda beneficios para la salud de aquellos que la consuman.
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1.1 Introduccion

El perejil de rancho o ranchero (Eryngium foetidum) ha sido utilizado de manera
empirica para tratar algunas enfermedades y sintomas como fiebres, escalofrios,
vémitos, quemaduras, hipertension, dolor de cabeza, oido, estbmago, asma,
artritis, mordeduras de serpientes, picaduras de escorpion, diarrea, malaria y
epilepsia entre otras. Se considera un alimento saludable debido a su aporte de

calcio, hierro, caroteno, riboflavina, proteinas y vitaminas A, B y C (Aly, 2010).

Su principal uso es como condimento alimentos en la cocina tradicional, uno de
los mayores atributos de este tipo de hojas es el aroma, la cual es una
caracteristica sensorial generada por el contenido de compuestos volatiles (Fan
& Sokorai, 2002).

El objetivo de esta investigacion fue obtener extractos: acuoso, hidroalcohdlicos
y alcohdlicos de hojas, tallos y raices de E. foetidum cuantificar sus compuestos
fendlicos y determinar su actividad antioxidante in vitro por medio del método de

captacion de radicales de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).

Este proyecto esté insertado en la linea de investigacion alimentos tradicionales
y nutrigendmica cuyos objetivos principales son crear evidencia cientifica sobre
los efectos del consumo de alimentos tradicionales de la frontera sur del pais en
la salud y su impacto en el desarrollo y prevencién de enfermedades crénicas
relacionadas con el metabolismo e identificar y analizar el efecto de sus

compuestos bioactivos y determinar su potencial terapéutico.
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2. Planteamiento y justificacion

El uso plantas medicinales es conocido desde la antigiiedad, sin embargo, han
sido desplazadas por productos farmacéuticos, debido en parte que al contener
mayor concentracion de los principios activos su efecto es mayor, no obstante, la
mayoria confiere efectos adversos, por lo que la poblacién est4d buscando
nuevamente remedios naturales que sean inocuos. Debido a la gran diversidad
de plantas y sus metabolitos es necesario estudiar tanto las moléculas bioactivas,
las preparaciones y la dosis mas efectiva. Existe un creciente interés en la
bdsqueda de antioxidantes de origen natural, especialmente provenientes de
plantas medicinales y/o alimenticias. En la mayoria de los casos, la actividad
antioxidante de estas plantas se debe principalmente a la presencia de

compuestos fendlicos.

La importancia de contar con compuestos antioxidantes, radica en que pueden
ser utiles en el tratamiento y prevencidon de enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT) ademés de tener aplicaciones en la industria cosmética y

alimenticia.

Las plantas constituyen una fuente natural de compuestos con actividad
farmacoldgica. E. foetidum es una hierba que se utiliza cominmente como
condimento en los estados de Chiapas, Oaxaca, Tabasco y Veracruz, se puede
encontrar creciendo en los huertos de traspatio por lo que es de facil acceso a la
poblacién. Si bien se ha reportado su contenido de fitoquimicos con diferentes
disolventes como hexano, acetona, cloroformo, estos resultan toxicos y tienen un
costo elevado. El uso de agua y etanol bebible para la obtencién de extractos,
hace que resulte méas facil a la poblacibn general beneficiarse de esta
investigacion. Por esta razon se dio a la tarea de estudiar la planta del E.
foetidum, para identificar su contenido de compuestos fendlicos y su actividad
antioxidante como un preambulo para identificar su potencial y aplicaciones

terapéuticas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Obtener extractos hoja, tallo y raiz de E. foetidum y determinar su actividad

antioxidante in vitro.
3.2 Objetivos especificos

o Recolectar muestras de E. foetidum en diferentes lugares de la zona
sierra de Teapa y comunidades cercanas del estado de Chiapas.

. Determinar la concentracion de solidos totales en hojas, tallo y raiz
de E. foetidum.

. Obtener extractos de E. foetidum con agua, etanol y con mezclas
agua-etanol a diferentes concentraciones.

o Cuantificar los compuestos fendlicos en los extractos obtenidos de
las diferentes partes de E. foetidum.

o Determinar la actividad antioxidante in vitro de los extractos de E.

foetidum.

13



4. Marco Tedrico

4.1 Eryngium foetidum (Perejil ranchero)

E. foetidum (Figura 1), es una hierba, que se utiliza en la cocina tradicional como
especia y en algunos sitios tiene usos medicinales, se considera que es
autoctona de las islas tropicales de América y el Caribe, desde el sur de México
hasta Panama a través de Brasil y desde Cuba hasta Trinidad (Adams, 1971). Se
cultiva principalmente en Africa tropical, Asia meridional, las partes méas calidas

del sur de Europay las islas del Pacifico (Wong, et al., 1994).

Figura 1. Estructura de Eryngium foetidum.

Nota: Partes en las que esté dividida. E. Foetidum, sus hojas de 3— 30 cm de largo y 1-5 cm de
ancho, es una de las plantas mas utilizadas en la comida tabasquefa.

La parte aérea de esta planta es una rica fuente de aceites esenciales en el que
se han reportado los compuestos fendlicos 4-hidroxi-3,5-dimetil-acetofenona, 2-
4-5-trimetil-benzadehido y acido 3-4-dimetil-benzoico, eryngial (E-2-dodecenal)
este ultimo es el principal constituyente de los compuestos volatiles de la planta
(Paul et al., 2011), entre las propiedades farmacoldgicas que se le atribuyen a
esta planta son la actividad antihelmintica, antiinflamatoria, analgésica,
anticonvulsiva, anticlastogénica, anticancerigena, antidiabética y antibacteriana
(Lingaraju et al., 2016; Singh et al., 2014).
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4.2 Plantas medicinales

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (1978) la defini6 como planta
medicinal a aquélla que en uno o0 mas érganos contiene sustancias que pueden

ser utilizadas con finalidad terapéutica o son precursoras de farmacos sintéticos.

Segun la OMS, (2019) los medicamentos herbarios abarcan las hierbas, material
herbario, preparaciones herbarias y productos herbarios acabados, que
contienen como principios activos partes de plantas u otros materiales vegetales,
0 combinaciones de esos elementos, y su uso esta bien establecido y
ampliamente reconocido como inocuo y eficaz. La practica de la medicina
herbaria se basa en el uso terapéutico de las plantas medicinales como sustitutas
de las medicinas farmacéuticas o en combinacion. De las plantas se usa sus
extractos, las hojas, la raiz, las flores o la parte que se necesite para diversas

formas de preparacion, para mejorar el estado de salud (White et al., 2004).

4.3 Preparacion y administracion de plantas medicinales

Las plantas medicinales se preparan y administran de diversas formas, la mas
frecuente es la infusion, asi los principios activos se disuelven en agua mediante
una coccion de 3 a 5 minutos (Zagrheca, 2013). En el Cuadro 1 se describe la

forma de consumo de algunas plantas medicinales.
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Cuadro 1. Preparacion y administracion de las plantas medicinales de las
plantas.

Preparacion

Infusién Consiste en poner en contacto las partes de
las plantas con agua hirviendo por unos
minutos, dejando que se enfrie

progresivamente.

Cataplasma y Se preparan machacando la parte de la planta
emplastos. pretende usar, para preparar el emplasto se
puede mezclar la parte de la planta logrando

una pasta que se aplica sobre el area afectada.

Cocimiento. Se prepara hirviendo durante
aproximadamente cinco minutos la planta y

luego se filtra.

Gargarismo o Es la aplicacion de un liquido a la cavidad

enjuague bucal.

Jarabes Se preparan extrayendo con agua los
componentes activos o medicinales de la
planta y disolviendo luego en esta una gran

cantidad de azucar o miel como preservante.

Jugos. Se obtienen al exprimir o licuar las plantas

frescas o sus frutos.

(MedlinePlus, 2017)¢

1Adriana, G. & Huidobro, Z., 2013. La utilidad de té e infusiones. [En linea]Available at:
http://www.reciclaccion.cl/noticias/las-utilidades-del-te-e-infusiones

2Pinterest.com. (2019). Cataplasma.

3 Farmagnosia: 2019. (14 de noviembre del 2019) https://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/
4Visnjican, D. (2015). 71338384.

5 Biosardenya, 2017.Dietetica Shop. https://dieteticashop.com/product-category/plantas-medicinales
6MedlinePlus. (06 de marzo de 2017). Musiquera. Obtenido de Musiquera:
https://noticias.musiquera.com/2017/03/06/los-jugos-de-verduras-y-el-aceite-de-coco-podrian-ser-
perjudiciales-para-una-buena-dieta/
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Preparacion

Lavados. Es la aplicacion de infusiones, cocimientos o tinturas r

diluidas para tratar topicamente afecciones externas \%\, -

localizadas, como heridas, llagas, [Ulceras,

MEDIETRARS. e

hemorroides, vaginitis y otras afecciones de la piel o N
(Naturista, 2019)7

de las mucosas.

Polvos Los polvos se obtienen pulverizando la planta seca, el
material puede ser retriturado y tamizado varias
veces, hasta alcanzar el tamafio deseado de las

particulas.

Tintura. Se obtiene dejando en contacto la parte de la planta
seca a utilizar, con una mezcla de alcohol al 40% en
agua durante tres a cinco dias, con agitacion diaria y

filtracion.

Vapores Los vapores de ciertas plantas, emitidos por la accién
del calor, son utilizados para el tratamiento de las

afecciones del aparato respiratorio.

(Aliaga, 2016)1°
Nota: Todas son las formas en las que es implementado las plantas medicinales las cuales
brindan beneficios en la salud. Todas y cada una de las preparaciones pueden cambiar

dependiendo en la manera que desea ser utilizada (Landin, 2016).

"Naturista, M. (15 de enero de 2019). Medicinas naturistas. Obtenido de medicinas naturistas:
https://medicinasnaturistas.com/guia-remedios-naturales/219/enema-terapia-intestinal-como-limpiar-el-
colon-e-intestino

8Gala, G., 2015. Moringa, el elixir de la eterna juventud. [En linea] https://www.republica.com/salud-y-
tu/2015/12/04/moringa-eterna-juventud/ [Ultimo acceso: 14 noviembre 2019]

Ecoticias. (2019). El Periédico Verde. Recuperado el 14 de noviembre de 2019, de
https://www.ecoticias.com/agricultura-ecologica/116891/necesitas-tintura-madre

10Aliaga, M. (13 de mayo de 2016). On Salud. Recuperado el 14 de octubre de 2019, de
https://www.onsalus.com/trucos-para-curar-la-gripe-18203.html
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4.4 Los principios activos presentes en las plantas medicinales

Se define como principio activo a una sustancia pura, quimicamente definida, ya
sea extraida de fuentes naturales o sintetizada, que poseen accion biologica que
puede ser aprovechada por sus efectos terapéuticos. Por lo que se considera el
componente responsable de la actividad del medicamento, alcanza el lugar en el

sitio para ejercer su accion (Landin, 2016).
4.5 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un amplio grupo de sustancias quimicas, con
diferentes estructuras y propiedades quimicas y actividad biol6gica, se han
reportado mas de 10 000 compuestos distintos. Algunos son solubles en
solventes organicos, otros son glucésidos o acidos carboxilicos y por lo tanto
solubles en agua, y otros son polimeros muy grandes e insolubles (Taiz, 2006).
Entre los que destacan: flavonoides, isoflavonoides, antraquinonas,
antocianidinas, xantonas, &cidos fendlicos y fenoles simples, &cidos

hidroxicinamicos, fenilpropenos, ligninas, etc. (Figura 2).

Figura 2. Estructura quimica de algunos compuestos fendlicos.
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Nota: Compuestos fendlicos (A: Antocianinas; B: Catequinas; C: Epicatequinas; D: Resveratrol)
(Marco-Mancebon, 2014).
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Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo
aromatico, con uno o mas grupos hidréxidos (Scalbert et al., 2005), lo que les
confiere sus propiedades antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las
células contra el dafio oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias
enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo (EO) causado por los
radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (EROS y ERNS)
(Martinez et al., 2002). EI EO se define como el desequilibrio entre las especies
oxidantes y reductoras a nivel celular en un organismo (Miller & Brzezinska-
Slebodzinska, 1993). Entre los compuestos fendlicos mas importantes se
encuentran los flavonoides (Narayama et al., 2001) los cuales, ademas de su
comprobada actividad antioxidante, se les ha atribuido una gran diversidad de
efectos terapéuticos, tales como actividad cardiotonica, antiinflamatoria,

hepatoprotectora, antineoplastica, antimicrobiana, etc.
4.6 Sintesis de compuestos fendlicos en plantas

Los metabolitos secundarios de las plantas son sintetizados por una de dos vias
biosintéticas: la ruta del acido shikimico (Figura 3) o la via del acido malénico (o

por las dos, por ejemplo, los flavonoides) (Taiz, 2006).

Los compuestos fendlicos juegan una variedad muy heterogénea de roles en las
plantas, estos son atribuidos en general a sus productos secundarios, entre las
funciones destacan: defensa ante herbivoros y patégenos, soporte mecanico a
la planta, atraccién de polinizadores o dispersores de frutos, algunos de ellos
absorben la radiacion ultravioleta, o acttan como agentes alelopéaticos (por
ejemplo, reducen el crecimiento de plantas competidoras que estén cerca) (Taiz,
2006).
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Figura 3. Ruta de acido Shikimico.
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Nota: La biosintesis de la mayoria de los fenoles comienza con los aminoacidos aromaticos

fenilalanina, tirosina y triptéfano, los cuales se sintetizan a partir de fosfoenolpiruvato (PEP) y

eritrosa-4-fosfato por una secuencia de reacciones (Mephisto, 2012).

4.7 Extraccion con disolventes

Para poder aislar muchos de los compuestos de matrices solidas, como las

plantas, una opcion viable a nivel laboratorio es la extraccion con disolventes

volatiles, la muestra se pone en contacto con disolventes tales como alcoholes,

cloroformo, etc, que dependiendo la polaridad tales como grasas, aceites

esenciales y ceras, asi como compuestos fenélicos, carotenoides y vitaminas, por

lo que los extractos son muy utilizados como remedios naturales principalmente

como antioxidantes (Martinez, 2003).
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4.8 Actividad antioxidante y radical libres

Existen muchas fuentes de antioxidantes naturales: avena, soya, té, granos de

café, especias, arroz, aceites vegetales, papas, frutas, productos microbianos.

Los antioxidantes contenidos en frutas y vegetales son efectivos en la prevencion

de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Shi, 2001).

En particular, los antioxidantes naturales que pueden ser hidrosolubles vy
liposolubles, pueden funcionar como compuestos reductores, interrumpen la
cadena de formacion de RL, inhiben o impiden la formacion de oxigenos libres e
inactivan los metales pro-oxidativos. Los RL se forman en el organismo mediante
la respiracion aerodbica y existen en diferentes formas como: anion superéxido,
hidroxilos, peroxidos, y alcoxilos. Son dafiinos ya que pueden reaccionar con

componentes celulares importantes como el ADN o las membranas (Shi, 2001).

Los principales compuestos que tienen actividad antioxidante son: carotenoides,
fosfolipidos, tocoferoles (vitamina E), vitamina C, compuestos fendlicos,
pigmentos, y sistemas enzimaticos como el superéxido dismutasa, catalasa y
glutatién peroxidasa. Las vitaminas E, C, carotenos y los cofactores (Cu, Zn, Mn,
Fe y Se) son importantes antioxidantes que funcionan de manera sinérgica
inhibiendo la formacién de RL. Los compuestos fendlicos interfieren con el
proceso de oxidacién al reaccionar con RL, quedan metales cataliticos y capturan
el oxigeno. Estos compuestos se dividen en dos grupos: flavonoides y no
flavonoides (Cedillo, 2006).

Los polifenoles o compuestos fenodlicos ayudan a prevenir el riesgo de
enfermedades crénicas como cancer, degeneracion neuronal relacionada con la
edad y enfermedades cardiovasculares. Las plantas contienen una gran variedad
de compuestos fendélicos como fenilpropanoides, derivados del acido benzoico,

taninos y ligninas (Macheix et al., 1990).
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Los flavonoides que incluyen flavonas, flavonoles y taninos condensados,
funcionan como quelantes de metales, atrapan RL, inhiben la xantina-oxidasa
asociada a la formacion de ERO vy la proliferacion de células cancerigenas en
pulmones, estdbmago y colon, ademas, previenen enfermedades coronarias. En
general, la actividad antioxidante aumenta cuando existen grupos hidroxilo o
grupos donadores de hidrogeno en la estructura molecular del compuesto (Wang
& Cao, 1996).

4.9 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EQO) aparece en las células y tejidos cuando existe una
perturbacion del equilibrio entre las sustancias prooxidantes y antioxidantes a
favor de las primeras. En la mayoria de las sustancias quimicas conocidas, los
electrones, con su carga eléctrica negativa se desplazan de forma apareada
describiendo incesantemente una orbita u orbital alrededor del nicleo atomico.
(Heredia et al., 2012). En la segunda mitad del siglo XX fue posible determinar
especies quimicas que contienen uno o mas electrones que realizan su recorrido
orbital de forma o manera impar, lo cual trae consigo inestabilidad del equilibrio
molecular que solo se restablece cuando de sus proximidades logran sustraer el
electron requerido para constituir la indispensable paridad electrénica (Cruz et
al., 2013).

Como ya se menciond la instauracién del proceso de EO (Figura 4) ocurre por la
existencia de un desequilibrio entre los sistemas oxidativos y los mecanismos
antioxidantes, a favor de los primeros, llevando a la generacién de grandes
cantidades de RL o detrimento de la velocidad de neutralizacion de éstos
(Halliwell & Whiteman, 2004). Este proceso conduce a la oxidacion de
biomoléculas con la consiguiente pérdida de sus funciones bioldgicas; asi como
al descontrol homeostatico junto al potencial dafio oxidativo contra las células y
tejidos (Hicks et al., 2006). La cronicidad del estrés oxidativo conlleva importantes

implicaciones en el desarrollo de las enfermedades crdnicas no transmisibles,
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tales como la obesidad, la termogénesis, la diabetes, los trastornos
neurodegenerativos y el cancer (Galili et al., 2007).

Figura 4. Dafio oxidativo en el organismo debido al estrés oxidativo.

/ ANTIOXIDANTES \

ESTRES OXIDATIVO

PROCOXIDANTES

ERC
/ ERN

— | ] 1

\ [ OBESIDAD | [ DIABETES | TRANSTORNOS | ATEROGENESIS | | CANCER | J

DANOS OXIDATIVOS

NEURDDEGENERATIVOS

Fuente: (Salas-Salvado, et al., 2008).

El dafio oxidativo se relaciona con el origen y desarrollo de enfermedades
cronicas, como la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
enfermedades cardiovasculares, dafio oxidativo al ADN, cancer y alteracion de
la vision (Serrano, 2005).

Estos pueden originarse por fallas en el proceso mitocondrial de la respiracion
aerdbica, por lo que funciones indispensables bioldgicas como el metabolismo de
los alimentos y el ejercicio e innumerables patologias corporales estan

estrechamente ligadas al acontecer de los RL (Gonzalez, 2006).

Los RL también se originan de alteraciones ambientales como la exposicion a
radiaciones ionizantes, rayos X— gamma, luz ultravioleta, polutantes atmosféricos
(ozono, 6xido nitroso, monéxido de carbono, dioxido de azufre, tetracloruro de

carbono, refinerias, fabricas de papel), combustién de compuestos organicos con

23




produccion de humo (carnes, cigarrillos, polucién industrial fumigena),
xenobidticos (pesticidas, herbicidas, fungicidas) y algunos farmacos (Gonzélez,
2006).

4.10 Las enfermedades crénicas no transmisibles

Las enfermedades cronicas no transmisibles se constituyen como uno de los
mayores retos que enfrenta el sistema de salud debido al gran niumero de casos
afectados, su creciente contribucion a la mortalidad general, la aparicion en
edades cada vez mas tempranas, el hecho de que son la causa mas frecuente
de incapacidad prematura, asi como la complejidad y costo elevado de su

tratamiento (Barba, 2018).
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5. Procedimientos y Descripcidn detallada de las actividades

5.1 Ubicacion de la muestra

Las muestras de E. foetidum, fueron recolectadas en diferentes lugares la zona
Teapa (Figura 5), en los lugares donde se encontr6 siembra de esta hierba, la
mayoria es de traspatio. EI municipio de Teapa colinda al Norte con los
municipios de Centro y Jalapa; al Sur y Oeste, colinda con el estado de Chiapas,

y al Este con el municipio de Tacotalpa (INEGI 2018).

Figura 5. Sitios de recoleccion de las muestras E. foetidum.
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En el Cuadro 2 se describe las muestras y las caracteristicas de los sitios de
recoleccion y las caracteristicas del lugar en donde se recolectaron.
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5.2 Metodologia

Cuadro 2. Descripcién de las caracteristicas del lugar y de las condiciones de
las muestras de E. foetidum, adquiridas para el experimento.

Lugar

Muestras

Condiciones del Lugar

Ignacio Allende

2da secc; Tabasco

La Gloria, Chiapas

Los Azufres,
Carretera Teapa-
Pichucalco,

Tabasco

Mercado municipal
“Diana Coérdoba”,

Chiapas

Rancho “La
Guadalupe”,
Eurekay Belén,

Tabasco

ca='e

La tierra donde se encontraba es barrosa, hay
mas plantas alrededor de esta y son muy
pequefias en comparacion con la demas

vegetacion del lugar.

Comprada en el mercado Municipal de Teapa, en
donde llegan a vender sus productos pobladores

de Chiapas.

El lugar esta muy cuidado, la tierra esta humeda
y no hay maleza que interfiera con su
crecimiento, aqui el sol les solamente en las

mafianas.

Esta muestra fue tomada del Mercado municipal,

no sabemos en que condiciones estaba la planta.

El lugar en donde se tomaron las muestras esta
cerca del rio y la tierra esta humeda, hay otras

plantas creciendo a su alrededor.
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5.2.1 Diagrama Experimental

En la Figura 6, se muestra el diagrama experimental de la investigacion.

Figura 6. Diagrama experimental.
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Chiapas), LGT (Rancho “La Guadalupe”, Tabasco).
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5.2.2 Diagrama de flujo del proceso.

A continuacion, se presenta el diagrama de flujo de proceso (Figura 7).

Figura 7. Diagrama de flujo de proceso.
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Fuente: Elaboracion propia
5.2.3 Secado y acondicionamiento de las muestras
Las hojas, tallo y raiz se lavaron con agua destilada para retirar los restos de
tierra, se retird el exceso de agua y se pesaron, se determind la humedad por

medio de secado en estufa (marca Amerex instruments, Inc.) a 45 °C durante 5

dias, hasta que el peso fue constante.
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5.2.4 Obtencién de extractos

Una vez secas las muestras se pulverizaron y se realizaron los ensayos por
separado: hojas, raiz y tallo. Se obtuvieron extractos a una concentracion de 1g
de muestra/ 10 mL de disolvente: en agua, etanol-agua (50:50), etanol-agua
(80:20) y etanol absoluto, se agitd y se dejo reposar por 24 h en oscuridad. Para
determinar la concentracién de compuestos fendlicos se hicieron diluciones 1.5y

1:10 de los extractos de la hoja, tallo y raiz. (Anexo 1. Figura 14)
5.2.5 Cuantificacién de compuestos fendlicos

Se determind la concentracién de compuestos fendlicos a los extractos obtenidos
por el método de Folin-Ciocalteu, este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosférico y reacciona con los
compuestos fendlicos presentes en la muestra. El 4cido fosfomolibdotingstico
(formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido
por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso susceptible
de ser medido espectrofotométricamente a 760 nm, cuya intensidad es la que
medimos para evaluar el contenido de compuestos fendlicos (Garcia et al.,
2015).

Para el ensayo se preparo la siguiente reaccion: a 100 pL de extracto diluido se
agregaron 500 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (1:10 en agua destilada) se agit6 e
incubo 2 min a temperatura ambiente. Se agregan 400 puL de Na2COsal 10 % y
se incub6 a 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se leyé a 760
nm en el espectrofotometro UV-1800 de la marca SHIMADZU.
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Los resultados obtenidos se interpolaron en una curva tipo de acido galico (Figura
8) de la marca SIGMA-ALDRICH en concentraciones de 0, 20, 40, 60, 80, 100
Mg/mL, que se realizé por triplicado y de manera similar a la preparacion de las
muestras. Se eligié el acido galico como estandar ya que se trata de un acido
organico también conocido como &cido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico, que se
encuentra en las agallas, en las hojas de té, en la corteza de roble y otras plantas.
La formula quimica es CeH2(OH)sCOOH. El acido gélico se encuentra tanto en
su forma libre como formando parte de taninos. (NUfez-Gastélum, 2017). En la

figura 8 se muestra la reaccion del acido gélico con el reactivo de Folin.

Figura 8. Reaccién entre el acido galico y el reactivo de FC.
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5.2.6 Determinacién de la actividad antioxidante

Se determiné la actividad antioxidante de los extractos que tenian la mayor
concentracion de compuestos fendlicos con el método del atrapamiento del
radical DPPH, que consiste en que este radical tiene un electrén desapareado y
es de color violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccién de la
presencia de una sustancia antioxidante (Figura 9) siendo medida
espectrofotométricamente a 517 nm (Molyneux, 2004). (Anexo 1, Figura 14 al 18)
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Figura 9. Reaccion de decoloracion del radical DPPH
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Fuente: (Guija-Poma, et al., 2015).
5.3 Andlisis estadistico

El programa que se utilizé para la obtener el analisis estadistico fue Statgraphics

® . .
plus 4.0, los resultados obtenidos se utilizaron dentro del programa fue la
ANOVA multifactorial que ejecuta un analisis de varianza de varios factores para
repeticion. Realiza varias pruebas y graficas para determinar qué factores tienen

un efecto estadisticamente significativo sobre repeticion (Anexo 2).
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5.4 Cronograma de actividades

En la Figura 10 se muestra las actividades que se realizaron durante el transcurso del proyecto.

Figura 10. Cronograma de actividades.

Obtencién de Extractos Etandlicos de Eryngium foetidum y Determinacidon de Actividad Antioxidante in vitro
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Conocimiento del proyecto 19/08/19 | 23/08/19

Recoleccion de muestras 19/08/19 26/08/19

Secado y triturado de muestras 19/08/19 | 30/08/19

Recopilacion de antecedentes 26/08/19 | 30/08/19

Creacion de marco teorico 02/09/19 | 20/09/19

Disefio experimental 02/09/19 | 06/09/19

Determinacién de compuestos fendlicos 05/09/19 | 12/09/19

Discusion de resultados 13/09/19 | 20/09/19

Determinacién de actividad antioxidante | 23/09/19 02/10/19

método DPPH

Discusion de resultados 03/10/19 | 25/10/19

Conclusion de los resultados obtenidos 11/11/19 22/11/19

Entrega de proyecto final 02/12/19 |07/12/19

Fuente: Elaboracion propia.
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6. Resultados

6.1 Acondicionamiento de la planta

Se realizo la separacion de la hoja, el tallo y la raiz para ser secadas, una vez
secas las muestras, fueron maceradas aqui se obtuvieron el porcentaje de

sélidos totales de la muestra que se puede observar en el Cuadro 3 (Anexo 3).

Cuadro 3. Porcentaje de sdlidos del E. Foetidum.

% de Soélidos

Hoja Tallo Raiz
M1 IAT 24 12 21
M2 LGC 16 13 19
M3 LAT 21 19
M4 MMC 15 14 4
M5 LGT 16 15 23

Nota: Muestra 1. Ignacio Allende, Tabasco; Muestra 2. Las Gloria, Chiapas; Muestra 3. Los Azufres,
Tabasco; Muestra 4. Mercado Municipal, Chiapas; Muestra 5. Rancho “La Guadalupe”, Tabasco

6.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos

El presente trabajo se analizd la concentracion de compuestos fendlicos
extraidos con agua, etanol/agua (50 y 80 %) y etanol absoluto en donde se evalu6

el mejor rendimiento de extraccion de los compuestos fendlicos.

Para poder determinar el contenido de compuestos fendlicos se realizé una curva
de calibracién referida a acido gélico (Figura 11) ya que la estructura de esta es
similar a los compuestos fendlicos que hay en las plantas para relacionar la
variable dependiente “Y” (densidad Ooptica 760 nm) con una variable
independiente “X” (concentracion de acido galico pyg/mL). El coeficiente de

determinacion simple R? indica cual es el porcentaje de variabilidad entre los dos
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términos, se obtuvo la siguiente ecuacion y=0.0113x-0.0096 y un intervalo de

0.998 de confianza para las mediciones mostradas. (Anexo 3)

Figura 11. Curva tipo de acido galico para cuantificar compuestos fendlicos
totales.
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Fuente: propia

La determinacion de compuestos fendlicos se lleva a cabo por triplicado para los
diferentes extractos, y las absorbancias fueron interpoladas en la curva estandar
para calcular la concentracion de compuestos fendlicos totales para cada

muestra.

En la Figura 12, se pueden observar de las diferentes concentraciones del
disolvente a las que se sometieron, en el Cuadro 4 se muestra los promedios de

las tres partes de la planta.
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Figura 12. Concentracion de compuestos fendlicos totales.
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Cuadro 4. Concentracion de compuestos fendlicos totales (mg eq de &acido

galico/ g de planta) de E. foetidum extraidas con diferentes concentraciones de

etanol.
Etanol 100 % Etanol 80 % Etanol 50 % Agua
Hoja 0.71 +0.09 6.07+0.12 5.47+0.09 5.09+0.16
Tallo 0.691+0.14 2.504+0.27 4.483+0.22 2.814+0.11
Raiz 1.392+0.09 0.949+0.12 1.001+0.12 2.327+0.15

En comparacién con Puente (2019) el Sacha Culantro (Eryngium foetidum) una
variedad de perejil peruano presentdé mayor contenido de polifenoles totales
25.6+0.2 (mg EAG/g RSP) en extracto cetdnico, estos autores reportaron que la
mayor cantidad correspondia a flavonoides 8.77+0.28 (mg Eq. Cat/100g RSP).
Otros autores como Cruzado, et al (2013) encontr6 que el contenido de fenoles
totales del extracto de alcachofa de la especie Cynara scolymus L. alcanz6 de
117.3 mg de acido gélico/g de extracto. Este valor resulté ser mayor que en otras
especies de alcachofas reportadas (31 - 58 mg de acido gélico/g de extracto).

La diferencia de que obtuvieron mayores compuestos fendlicos debid ser porque
utilizaron otros disolventes con diferentes polaridades, el hecho de haber utilizado
etanol fue debido a que se desea que los extractos puedan ser consumidos sin
otros tratamientos que los harian méas costos y dificil de obtener por ejemplo la
eliminacién del disolvente con rotavapor, o por medio de destilaciones que
podrian descomponer los compuestos, ya que estas operaciones unitarias

precisan de calor para poder separar las mezclas.
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Una vez determinada la concentracion de compuestos fenodlicos se procedié a
ajustar los contenidos a una concentracion de 100 pg eq. Acido géalico/ mL de
extracto, para obtener cantidades similares en las tres partes de la planta seca,
esto con el fin de determinar el efecto de estos sobre la actividad antioxidante y
gue estas dependan Unicamente de la cualidad cuantitativa de los compuestos

fendlicos.
6.3 Actividad antioxidante método DPPH

Para determinar la actividad antioxidante se eligieron los extractos que contenian
mayor concentracion de compuestos fendlicos. En la Figura 13 se muestra los
valores obtenidos de la actividad antioxidante que se presentaron en las distintas
concentraciones de etanol.

Figura 13. Actividad antioxidante por el método DPPH (2,2-Difeni-1-
picrilhidrazilo).
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Por otra parte los datos obtenidos de las tres partes de la planta del E. foetidum
demuestran que en cualquier parte de ella encontraremos actividad antioxidante
debido a que se obtuvieron datos similares entre ellos. Otros autores como
Puente (2019) obtuvieron capacidad antioxidante 93.86+3.37 (nmoles Fe?* /g
RSP) con extractos de E. foetidum con acetona estos obtuvieron mayor cantidad
debido a que acidificaron la solucién y por lo tanto obtuvieron mayores resultados.
Osornio (2018) encontré que en germinados de cebada y malta (66.13+0.06 %
ARA) se obtenian mejores resultados con extractos de metanol acidificado con
HCI (1 %) y acetona (75 %). Por otra parte, Garcia-Cruz, et al (2012) encontro
qgue en la Pitaya de mayo (Stenocereus griseus H.) fueron mas favorables para
la pitaya naranja, que demostro tener mayor actividad antioxidante que la pitaya

roja.

Otros autores han reportado el uso de hojas de diferentes frutos para obtener
extractos con actividad, por ejemplo (Vit, et al., (2014)) reportaron que los
extractos etanolicos de hojas y semillas de guanabana contenian mayor cantidad
de flavonoides, polifenoles y proteinas que extractos de las mismas muestras
usando metanol como disolvente, esto posiblemente relacionado a que los
compuestos extraidos por el etanol son ligeramente mas polares que los
extraidos con el metanol. Paralelamente los extractos etandlicos también poseian
mayor actividad antioxidante, los autores relacionaron esta actividad con el

contenido de flavonoides, polifenoles y proteinas.

Por otro lado se ha reportado que extractos etandlicos de hojas de achiote, tiene
actividad antimicrobiana la cual es debida a la presencia de sus compuestos
antioxidantes. (Sepulveda, et al., 2016). Reportan que el contenido de
compuestos fendlicos esta relacionado con el tiempo de extraccion por lo que
entre mayor tiempo transcurra, se permitira mayor penetracion del solvente en el
tejido del material vegetal y por lo tanto mayor rendimiento de extraccion, sin
embargo también es importante considerar la relacion soluto/sustrato, para una

mejor superficie de respuesta.
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Gutiérrez et al., (2009) Reportaron que los extractos hidroalcohdlicos (80%) de
plantas medicinales (Eupatorium triplenerve, Equisetum arvense, Bixa Orellana)
eran ricos en polifenoles y flavonoides, proponen que dichos compuestos le
confieren propiedades antioxidantes a estos extractos lo cual fue demostrado por

medio de la capacidad para reducir el hierro (FRAP Ferric reducing ability power)
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7. Conclusion

En la cuantificacién de compuestos fendlicos se encontré que el extracto donde
se obtuvo mayor concentracion fue en hojas cuando el disolvente fue etanol al
80 y 50 %, mientras que con el tallo en los extractos de 50 % de etanol se
obtuvieron mejores resultados, en la parte de la raiz se obtuvieron mejores

resultados en la extraccidon acuosa.

La actividad antioxidante fue similar en todas las partes de la planta, ademas fue
similar a la del acido galico a la misma concentracién por lo que podemos
proponer que los extractos que contienen etanol y agua se obtienen mejores

resultados en la obtencion de compuestos fendlicos y en la actividad antioxidante.

Por lo tanto, no es aconsejable que realicen extractos de etanol al 100 % debido

a gue no se extraen compuestos fendlicos.

Considerando el contenido de los compuestos fendlicos, actividad antioxidante,
el Eryngium foetidum es una planta que brinda beneficios para la salud, y que
puede ayudarnos a tratar padecimientos como la Diabetes ya que contiene

actividad antioxidante.



9. Recomendaciones

Es necesario hacer mas estudios para que pueda saber el tipo de
antioxidantes que esta mas presentes en la planta.

Se recomienda hacer los mismos estudios con diferentes disolventes y asi
obtener mayores compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

Se recomienda hacer estudios in vivo para poder sabes si se obtienen

mejores resultados con la planta viva.
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11. Anexos

11.1 Anexo 1. Preparacion de reactivos

Figura 14. Preparacion de los extractos a diferentes concentraciones.

Para la obtencion de extractos, se pesaron 5 g de muestra seca y 5 ml de
disolvente que se utiliz6 para cada caso, alcohdlico (100 % Etanol),
hidroalcoholicos (80 % y 50 % Etanol) y el hidrico: (0 % Etanol). Estos se
colocaron los tubos y se dejaron reposar durante 16 h. Para su posterior filtracion

y separacion de los sdlidos y liquidos.

Figura 15. Preparacion del radical DPPH (2,2-Difeni-1-picrilhidrazilo).

Para realizar la solucion DPPH se procedi6 a pesar 4 mg de DPPH para disolver

en 100 mL de etanol. Luego se procedid a preparar el control y se prepard un




tubo con 100 uL de agua destilada donde se afaden 1000 uL de una solucion
0.1 mM de DPPH en etanol se procede a agitar y dejar reaccionar por 30 min.

Luego se leerd a una absorbancia a una longitud de onda de 517 nm.

Figura 16. Reactivo DPPH.

Especificaciones del producto: nimero de producto: G7384; nimero CAS: 149-
91-7; MDL: MFCD00002510; formula: C7H605; formula weight: 170.12 g/mol.

Figura 17. Preparacion de la solucién de acido galico.

Numero registrado CAS: 149-91-7; nomenclatura IUPAC Unién Internacional de

quimica pura y aplicada: acido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico; sinonimias. Acido 3, 4,
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5-trihidroxibenzoico; peligrosidad del acido galico. Numero RTECS registro de
efectos téxicos de sustancias quimicas: LW7525000.

Se realiz6 la curva tipo de acido galico (1 mg/mL). (Figura 10).
Se preparo la muestra a diferentes concentraciones.

Cuadro 5. Preparacion de la muestra a diferentes concentraciones.

Solucién Agua destilada Concentracidn

0 1000 0
20 980 20
40 960 40
60 940 60
80 920 80
100 900 100

Figura 18. Preparacion de las muestras para leer en el espectro.

Para realizar las lecturas en el espectro se utilizaron tubos Eppendorf, en donde
se colocaron las muestras a determinadas concentraciones, primero para la
obtencion de extractos se procedi6 a realizar lo siguiente: Preparar las diluciones
de la muestra a 100 pL de la muestra, se agregan 500 uL de reactivo de Folin
Ciocalteu (1:10 en agua destilada), se agito, y se dejé incubar 2 min a

temperatura ambiente. Posteriormente se procedié a agregar 400 uL de Na2CO3
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(75pg/mL) incubar 15 min 50°C, y se dejara enfriar a temperatura ambiente, se

ley6 a una longitud de onda de 760 nm.

Figura 19. Lectura en el espectrofotometro UV-1800.

Las lecturas en el espectro se realizaron con dos diferentes absorbancias, para
la lectura de compuestos fendlicos leyeron a 760 nm y para la actividad
antioxidante se leyeron a 517 nm.

49



11.2 Anexo 2. Analisis estadistico

ANOVA Multifactorial ejecuta un analisis de varianza de varios factores para
repeticion. Realiza varias pruebas y gréficas para determinar qué factores tienen
un efecto estadisticamente significativo sobre repeticion. También evalla la
significancia de las interacciones entre los factores, si es que hay suficientes
datos. Las pruebas-F en la tabla ANOVA le permitiran identificar los factores
significativos. Para cada factor significativo, las pruebas de rangos mudltiples le
dirdn cuales medias son significativamente diferentes de otras. La gréafica de
medias y la grafica de interacciones le ayudaran a interpretar los efectos
significativos. Las gréaficas de residuos le ayudaran a juzgar si los datos han

violado los supuestos subyacentes al analisis de varianza.

e Variable dependiente: repeticion
e Factores: 1. Disolvente %, 2. Parte planta; 3. Lugar muestras

e NuUmero de casos completos: 180

11.2.1 Anélisis de Varianza

Cuadro 6. Andlisis de varianza para repeticion - suma de cuadrados tipo Il

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razén-F Valor-P

Efectos principales

A: Disolvente % 203.801 3 67.9337 38.34 0
B: parte planta 241.853 2 120.927 68.24 0
C: Lugar muestras 7.65889 4 1.91472 1.08 0.3678
Residuos 301.248 170 1.77205

Total (corregido) 754.561 179

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Nota: La tabla ANOVA descompone la variabilidad de repeticion en contribuciones debidas a
varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados tipo Ill (por omisién), la
contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P
prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son
menores que 0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre repeticion

con un 95.0% de nivel de confianza. *Indica que no hay diferencias significativas entre ellas.
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11.2.2 Medias por minimos cuadrados

Cuadro 7. Tabla de medias por minimos cuadrados para repeticion con
intervalos de confianza del 95.0 %.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Estandar Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 180 2.76217
Disolvente %
0 45 3.41069 0.198441 3.01896 3.80242
50 45 3.53142 0.198441 3.13969 3.92315
80 45 3.17391 0.198441 2.78218 3.56563
100 45 0.932674 0.198441 0.540947 1.3244
Parte planta
Hoja 60 4.24648 0.171855 3.90723 4.58572
Raiz 60 1.41747 0.171855 1.07822 1.75671
Tallo 60 2.62257 0.171855 2.28333 2.96182
Lugar muestras
1 36 2.67182 0.221864 2.23385 3.10978
2 36 2.50526 0.221864 2.06729 2.94322
3 36 2.95787 0.221864 2.51991 3.39584
4 36 2.62726 0.221864 2.18929 3.06522
5 36 3.04866 0.221864 2.6107 3.48663

Nota: Esta tabla muestra la media de repeticién para cada uno de los niveles de los factores.
También muestra los errores estandares de cada media, los cuales son una medida de la
variabilidad en su muestreo. Las dos columnas de la extrema derecha muestran intervalos de

confianza del 95.0 % para cada una de las medias. Pueden desplegarse estas medias e

intervalos seleccionado Grafica de Medias de la lista de opciones graficas.
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11.2.3 Pruebas de multiple Rangos

Cuadro 8. Pruebas de multiples rangos para repeticion por disolvente %.

Método: 95.0 porcentaje LSD

Disolvente % Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
100 45 0.932674 0.198441 X
80 45 3.17391 0.198441 X
0 45 3.41069 0.198441 X
50 45 3.53142 0.198441 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-50 -0.12073 0.553985
0-80 0.236784 0.553985
0-100 * 2.47802 0.553985
50 - 80 0.357515 0.553985
50 - 100 * 2.59875 0.553985
80 - 100 * 2.24123 0.553985

* indica una diferencia significativa.

Nota: Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias
son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias
estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica
que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de
confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aguellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente
para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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11.3 Anexo 3. Tabla de datos de compuestos fendlicos y actividad

antioxidante

Cuadro 9. Actividad antioxidante método DPPH.

EXT 100 % *  EXT 80 %" EXT 50 %* EXT 0%
M1 IAT 0.70934265  4.03088669  4.39469027  4.57697235

M2 LGC 0.45558247 539569828 526047484 503631933

Hoja M3 LAT 0.91470718  8.60559358  8.60559358  6.03666245
M4 MMC 053508858  4.60783285  4.12748894 4.4359882

M5 LGT 0.95889157  7.71308193  4.98165052  5.36650747

M1 IAT 072392089  2.07285712 570226469  3.52478455

M2 LGC 0.32974094  1.63080571 55677733  2.21897643

Tallo M3 LAT 038330419  1.21053634  3.41182152  2.61614332
M4 MMC 104638469  4.05433217  3.36861588  3.56479223

M5 LGT 097263029  3.54929238  4.36542914  2.14716356

M1 IAT 097263029  3.54929238  4.36542914  2.14716356

~ Mm2LGC 1.30947544 0.9393106 173046238  2.35697861
Ralz 3 LAT 07938316 099238148  0.58197526  1.79952617
M4 MMC 272846637  0.13832976 057528  2.08840156

M5 LGT 116077858  1.48019385  0.64381247 250088496

*Unidad de medida: mg eq de acido galico/ g de planta

Cuadro 10. Actividad antioxidante Método DPPH.

M1 IAT M2LGC M3LAT M4 MMC MSLGT

Raiz 80 %
Hoja 80 %
Tallo 80 %
Tallo 50 %

Acido galico

71

72

52

59

71

48

71

77

79

NA

80 79
53 86
66 59
70 38
NA NA

86

78

75

53

NA

*NA (No aplica)
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