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EFECTO IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE LOS
FRUTOS LIOFILIZADOS DE Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo)
y Physalis peruviana (Aguaymanto) EN EL ESTRES OXIDATIVO
PRODUCIDO POR 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

IN VITRO EFFECT OF ETHANOLIC EXTRACTS OF FREEZE-DRIED FRUITS OF Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) and Physalis peruviana (Aguaymanto) ON OXIDATIVE STRESS
PRODUCED BY 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

Cinthia Carol Cérdova Barrios'
(1) Universidad Catolica de Santa Maria, Arequipa - Peru.

RESUMEN: El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad, determinar el efecto in vitro de los extractos
etandlicos de los frutos liofilizados de Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) y Physalis peruviana (Aguaymanto) en
un modelo experimental de estrés oxidativo basado en la reduccion del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) por
los antioxidantes de cada fruto. Se utilizaron frutos pintones y frescos, cuyo mesocarpio fue liofilizado en la empresa
OMNIAGRO. Los extractos se prepararon por extraccion asistida por ultrasonido (EAU) a partir del liofilizado libre de
semillas, utilizando etanol (96%) como disolvente. La determinacion de la capacidad antioxidante del extracto etandlico de
cada fruto liofilizado se realizé a través del método del DPPH, evaluando el porcentaje de decoloracién del radical DPPH por
los antioxidantes presentes en cada fruto y determinando la concentracion inhibitoria media (Cl,,) de cada extracto. Se
evidencio que el extracto etandlico de cada fruto liofilizado tienen el efecto de reducir el radical libre DPPH, sin embargo,
cada extracto presenta una determinada concentracién inhibitoria media (Cl,,) que es inversamente proporcional a la
capacidad antioxidante. La concentracion inhibitoria media (Cl,,) expresada en mg.mL" para el extracto etandlico del fruto
liofilizado de Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) fue de 0.2421; mientras que para el extracto etandlico del fruto
liofilizado de Physalis peruviana (Aguaymanto) fue de 0.5268. Por tanto, el extracto etandlico (96%) del fruto liofilizado de
Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) es el que presenta mayor capacidad antioxidante. Finalmente, se demostro
que los frutos de Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) y Physalis peruviana (Aguaymanto) presentan compuestos
antioxidantes con potencial benéfico para la salud, por tanto, es necesario la revaloracion de estos frutos para la prevencion
de enfermedades.

Palabras Clave: Capacidad antioxidante, DPPH, liofilizado, Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo), Physalis
peruviana (Aguaymanto).

ABSTRACT: The objective of this research is to determine the in vitro effect of ethanol extracts of freeze-dried fruits
of Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) and Physalis peruviana (Aguaymanto) in an experimental model of oxidative
stress based on reduction of free radical 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) by antioxidants in each fruit. Fresh and half-
ripe fruits were used, which mesocarp was lyophilized in OMNIAGRO enterprise. Extracts were prepared by ultrasound-
assisted extraction (EAU) from the free lyophilized of seeds using ethanol (96%) as dissolvent. The determination of
antioxidant capacity of ethanol extract of each freeze-dried fruit was made by DPPH method evaluating the percentage of
decoloration of radical DPPH by antioxidants present in each fruit and measuring half inhibitory concentration (C150) for
each extract. Is evidenced, that ethanol extract of each freeze-dried fruit have the effect of reducing the free radical DPPH.
However, each extract has a determined half inhibitory concentracion (C150), inversely proportional to the capacity activity.
Half inhibitory concentration (CI50) expressed in mg.mL-1 for ethanol (96%) extract of lyophilized fruits of Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) was 0.2421, while for ethanol (96%) extract of lyophilized fruits of Physalis peruviana
(Aguaymanto) was 0.5268. Therefore, the ethanol (96%) extract of lyophilized fruit of Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey
(Tumbo) shows the highest antioxidant capacity. Finally, it was shown that fruits of Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey
(Tumbo) and Physalis peruviana (Aguaymanto) contain antioxidants compounds that are beneficial for health. Then, it is
necessary to reevaluate this fruit for prevention of disease.

Keywords: Antioxidant capacity, DPPH, freeze-dried, Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo), Physalis
peruviana (Aguaymanto).

|NTRODUCC|()N En el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes y
antioxidantes, cuando este equilibrio se rompe a favor de
los oxidantes se produce un estrés oxidativo, el cual esta

Las defensas antioxidantes de nuestro organismo son L = -
implicado en muchos procesos fisiopatologicos2.

indispensables para preservar nuestra salud, porque son
consideradas como agentes de protecciéon que reducen el

~ o Numerosas investigaciones epidemiol6gicas
dafio oxidativo del cuerpo humano1. g P 9 y

experimentales han demostrado que enfermedades
cardiovasculares, enfermedades degenerativas (cancer),
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Por tanto, es de vital importancia el consumo de alimentos
que contengan antioxidantes naturales y se pueda
mantener el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes o

incluso esté a favor de los antioxidantes4.

Los antioxidantes dietarios son compuestos que
ingerimos a través de la dieta, que disminuyen los efectos
adversos de los radicales libres en el cuerpo humano, por
lo tanto, la terapia con antioxidantes naturales es una

estrategia terapéutica muy atractiva5.

El efecto beneficioso de los alimentos vegetales se
atribuye principalmente a sustancias con actividad
antioxidante, como los carotenoides, el acido ascoérbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), compuestos

polifendlicos y flavonoides4.

Se ha sugerido que estas sustancias aumentan la defensa
antioxidante del organismo contra el “estrés oxidativo”,

responsable de diferentes tipos de dafio celular6.
Una dieta rica en antioxidantes, acrecienta las defensas
antioxidantes del cuerpo humano y sustenta la hipétesis

delrol protector de frutas y verduras?.

Es conveniente, sefialar que la informacién que relaciona
a los antioxidantes con una buena salud aun no es
conocida y manejada por un amplio sector de la poblacién,
por lo que es importante dar a conocer los alimentos con
alto contenido de antioxidantes.

En general, las frutas son los vegetales mas ricos en
compuestos antioxidantes, por lo tanto, es importante la
revalorizacion de frutos andinos como Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) y Physalis peruviana
(Aguaymanto) para conocer su potencial benéfico con
fines terapéuticos.

Con la intencién de conocer el potencial beneficioso para
la salud de los frutos de Passiflora mollisima (H.B.K)
Bailey (Tumbo) y Physalis peruviana (Aguaymanto), en
este trabajo se determind el efecto in vitro de los extractos
del cada fruto liofilizado en un modelo experimental de
estrés oxidativo basado en la reduccién del radical libre
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) por los antioxidantes
de cadafruto.

El compuesto 1,1-difenil-2-pricrilhidrazilo (DPPH) es un
radical estable que presenta una intensa coloracion
violeta y que absorbe radiacién a 518 nm. La coloracién
purpura se pierde progresivamente cuando se afiade la

muestra conteniendo sustancias antioxidantes -8.

Es importante destacar que, en el presente trabajo de
investigacion se utilizé la liofilizacion como operacion
unitaria de secado para conservar los frutos y obtener un
producto deshidratado de mayor calidad, que puede ser
almacenado por largos periodos de tiempo, ya que retiene
en gran medida las propiedades fisicas, quimicas,

bioldgicas y organolépticas de su estado fresco9.

Ademas, se utilizé la extraccién asistida por ultrasonido
(EAU) como método de extraccion eficiente, econdmico y
sencillo, capaz de generar ondas ultrasénicas con la
finalidad de provocar una microagitacion muy energética y

util para la disolucién rapida de los principios activos 10.

El presente trabajo de investigacion busca el
aprovechamiento de los recursos naturales con fines
productivos para obtener productos biotecnolégicos,
importantes en la industria alimenticia y farmacéutica.
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MATERIALY METODOS

A. Material vegetal: Se utilizaron frutos de Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo) y y Physalis peruviana
(Aguaymanto), recolectados del mercado San Camilo de
Arequipa, procedentes del distrito de Omate, provincia de
General Sanchez Cerro, ubicada en el departamento de
Moquegua.

Se seleccionaron frutos frescos en buenas condiciones,
los cuales fueron lavados con agua corriente para
arrastrar el polvo e impurezas y posteriormente secados
con papel absorbente. El mesocarpio de cada fruto fue
liofilizado.

B. Preparacion de los extractos: Los extractos se
prepararon por extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
durante 30 minutos, a partir del liofilizado libre de semillas
de cada fruto, utilizando etanol (96%) como disolvente,
hasta obtener una concentracion de 10 mg.mL™". Una vez
obtenidos los extractos, se procedi6 a filtrar por gravedad,
utilizando papel filtro rapido, ésta operacién se repitié 3
veces hasta obtener filtrados translucidos ligeramente
amarillos.

C. Preparacion del Sistema del DPPH: Se prepar6 una
solucion de DPPH 0.6 mM en etanol al 96%, ésta mezcla
fue protegida de la luz hasta el inicio del experimento. Se
prepar6 un sistema de diez tubos de ensayo para cada
extracto, en los cuales, se adicioné volumenes
determinados de etanol al 96% y de los extractos de cada
fruto hasta obtener un rango de concentraciones de 0.1 a
1.0 mg.mL". Finalmente, a dicha mezcla se adicion6 1.0
mL de la solucion de DPPH, obteniéndose un volumen
final de reaccion de 4 mL. Este sistema, se incubd en un
bafio termostatico a 37°C por 30 minutos, protegido de la
luz. Serealizaron tres repeticiones por cada sistema.

Para las diferentes concentraciones de cada sistema, se
preparé un blanco, el cual, contenia la mezcla de etanol
(96%) con el extracto de cada fruto. Como control, se
utilizé la mezcla de la solucién de DPPH (1 mL) con etanol
(96%) (3 mL).

La absorbancia de las diferentes concentraciones de cada
sistema fue medida a 518 nm. El porcentaje de
decoloracion del DPPH de cada muestra fue calculado
conformealaEc.1.

Porcentaje de decoloracion del DPPH, Ec.1.

% Decoloracion = [1 - (A'W’IE‘WRAP'JAW-\.TROL)} x 100

Curva dosis-respuesta, la cual, esta definida por la
ecuacion logistica de cuatro parametros, four-parameter
logistic equation; Ec. 2

) max — min
y =min+ Y\ Hillslope
1+ (¢1=)
Clzy
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Utilizando el programa SigmaPlot 15, se determiné la
concentracion inhibitoria media (Cl,,) de cada sistema,
relacionando la concentracion de cada muestra con el
valor promedio de su respectivo porcentaje de
decoloracion. Los datos obtenidos se ajustaron a una
curva dosis-respuesta, la cual esta definida por la Ec.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determiné la capacidad antioxidante de cada sistema
midiendo la absorbancia de cada muestra a 518 nm,
evaluando el porcentaje de decoloracion del radical DPPH
y determinando la concentracion inhibitoria media (Cl,,) de
cada sistema.

A. Sistema del DPPH para el extracto etandlico (96%) de
Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo): En la Tabla
N° 1 se muestra el promedio de la absorbancia de cada
muestray el Porcentaje de Decoloracion.

Tabla 1. Sistema del DPPH para el extracto etandlico
(96%) de Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey

(Tumbo).
ST posobanca %
mg.mL" promedial Decoloracion
0.1 1.007 31.494
0.2 0.667 54.595
0.3 0.431 70.683
04 0.267 81.859
05 0.115 92.180
06 0.087 94.105
07 0.060 95.891
0.8 0.058 96.073
09 0.055 96.233
1.0 0.054 96.323

La absorbancia promedial del control (C) del sistema fue
de 1.469.

Utilizando el programa SigmaPlot 15 y relacionando, la
concentracion del extracto etanodlico (96%) del fruto
liofilizado de Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo)
con el valor promedio de su respectivo porcentaje de
decoloracion del radical DPPH, se determino la
concentracion inhibitoria media (Cly,) del sistema.

Los datos obtenidos se ajustaron a una curva dosis-
respuesta, en cuyo analisis de regresion no lineal, se
obtuvo un coeficiente de correlacion, r igual a 0.9979.
como muestra en la FiguraN° 1.

Por tanto, la Concentracion inhibitoria media (Cl,,) del
sistema para el extracto etandlico (96%) de Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo), que reduce la
absorbancia de la solucion de DPPH en un 50%, es igual a
0.2421 mg.mL".
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Fig. 1 Relacién entre el Porcentaje de decoloraciéon
(%) del radical DPPH y la concentracion del extracto
en etanol (96%) del fruto liofilizado de Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo).

B. Sistema del DPPH para el extracto etandlico (96%) de
Physalis peruviana (Aguaymanto): En la Tabla N° 2 se
muestra el promedio de la absorbancia de cada muestra'y
el Porcentaje de Decoloracion.

Tabla 2. Sistema del DPPH para el extracto etandlico
(96%) de Physalis peruviana (Aguaymanto).

Concentracién Absorbancia %
del extracto romedial Decoloracion
mg.mL" promedial
0.1 1.581 10.523
0.2 1.424 19.451
0.3 1.303 26.298
04 1.132 35.935
0.5 0.985 44.253
0.6 0.885 49.928
0.7 0.786 55.551
0.8 0.703 60.246
0.9 0.667 62.264
1.0 0.599 66.131

La absorbancia promedial del control (C) del sistema fue
de 1.767.

Utilizando el programa SigmaPlot 15 y relacionando, la
concentracion del extracto etandlico (96%) del fruto
liofilizado de Physalis peruviana (Aguaymanto) con el
valor promedio de su respectivo porcentaje de
decoloracion del radical DPPH, se determind la
concentracién inhibitoria media (Cl,,) del sistema.
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Los datos obtenidos se ajustaron a una curva dosis-
respuesta, en cuyo analisis de regresion no lineal, se
obtuvo un coeficiente de correlacion, rigual a 0.9994 como
muestra enla FiguraN°® 2.
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Fig.2 Relacion entre el Porcentaje de decoloracion
(%) del radical DPPH y la concentracion del extracto
en etanol (96%) del fruto liofilizado de Physalis
peruviana (Aguaymanto).

Por lo tanto, la Concentracion inhibitoria media (Cl,,) del
sistema para el extracto etanodlico (96%) de Physalis
peruviana (Aguaymanto), que reduce la absorbancia de la
solucion de DPPH en un 50%, es igual a0.5268 mg.mL".

Cabe mencionar que Silva et al.11, utilizaron el método del
DPPH con similares condiciones que el presente trabajo
de investigacién, con la finalidad de determinar la
capacidad antioxidante de 14 especies de plantas, las
cuales son utilizadas con distintos propésitos, ya sea en la
alimentacion o en la medicina de Brasil. Sus resultados los
compararon con la capacidad antioxidante del extracto
etandlico de Ginkgo biloba, el cual tuvo una Cl,, igual a
0.083mg.mL™".

Tomando como referencia dicho valor, se observé que, el
extracto etandlico (96%) del fruto liofilizado de Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey presenta una capacidad
antioxidante 3 veces menor que el extracto etandlico de
Ginkgo biloba.

CONCLUSIONES

Se evidencid que los extractos etandlicos de los frutos
liofilizados de Passiflora mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo)
y Physalis peruviana (Aguaymanto) tienen el efecto de
reducir el radical libre DPPH. Sin embargo, se establece
que el extracto que presenta mayor capacidad
antioxidante es el extracto etandlico de Passiflora
mollisima (H.B.K) Bailey (Tumbo).
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Basado en el mecanismo de reduccién del DPPH, es
posible inferir que la capacidad antioxidante depende del
efecto de los solventes en el proceso de reaccion, siendo
éste favorecido, por los solventes polares o la presencia
de compuestos con grupos hidroxilo -8.
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