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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la capacidad antioxidante
in vitro de los flavonoides totales extraidos de hojas de Sambucus peruviana H.B.K.,
mediante el método descrito por Brand-Williams, las determinaciones se hicieron segln
concentracion de flavonoides y segun tiempo de exposicion (1, 15, 30, 45 minutos) de la
solucion antioxidante frente al radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*). En primera
instancia se realiz el tamizaje fitoquimico mediante el método descrito por el Dr. Armando
Cuellar, para posteriormente realizar la extraccién, purificacion y cuantificacion de los
flavonoides totales obtenidos del extracto fluido elaborado de las hojas de Sambucus
peruviana H.B.K. mediante el método descrito por Kostennikova Z. y adaptado por la Catedra
de Farmacognosia y Farmacobotanica. Los fitoconstituyentes encontrados fueron
Aminoacidos, Lactonas, Triterpenos/esteroles, Antocianidinas, Flavonoides, Saponinas y
Polifenoles. El porcentaje de flavonoides totales fue de 0.4775% expresados como quercetina
y su capacidad antioxidante in vitro, expresado en porcentaje de captura del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*), fue directamente proporcional a la concentracion de
flavonoides y al tiempo de exposicién de ambas soluciones. Se concluye que la capacidad
antioxidante de los flavonoides totales obtenidos de las hojas de Sambucus peruviana H.B.K.
es proporcional tanto a su concentracion como a su tiempo de exposicion frente al DPPH*.
Palabras claves: Sambucus peruviana, Extracto fluido, Flavonoides totales, Cuantificacion
de flavonoides totales, Capacidad antioxidante in vitro

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the antioxidant capacity in vitro of total flavonoids
extracted from leaves of Sambucus peruviana HBK , by the method described by Brand-
Williams , determinations were made according to flavonoid concentration and exposure time
according to ( 1, 15, 30, 45 minutes) of the antioxidant solution against 2,2- diphenyl -1-
picrilhidrazilo (DPPH *) free radical. Phytochemical screening was performed by the method
described by Dr. Armando Cuellar , later to make the extraction , purification and
quantification of total flavonoids obtained from the fluid extract made from the leaves of
Sambucus peruviana HBK by using the Kostennikova method and adapted by the Department
of Pharmacognosy and pharmacobotany . The phytoconstituents founded were aminoacids,
lactones , triterpenes / sterols, anthocyanidins , flavonoids , saponins and polyphenols . The
percentage of total flavonoids was 0.4775 % calculated as quercetin and its antioxidant
capacity in vitro, expressed as a percentage of capture of 2,2 -diphenyl-1 - picrilhydrazil free
radical (DPPH * ) , was directly proportional to the concentration of flavonoid and exposure
time solutions. We concluded that the antioxidant capacity of total flavonoids obtained from
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the leaves of Sambucus peruviana HBK is proportional to both the concentration and its

exposure time versus DPPH *.

Keywords: Sambucus peruviana, fluid extract, total flavonoids, Quantification of total

flavonoids, antioxidant capacity in vitro.

INTRODUCCION

Entre las innumerables plantas con
propiedades  medicinales se  encuentra
Sambucus peruviana (sauco), una especie
arbdrea que se cultiva en las partes altas de los
Andes (Perd, Bolivia y Norte de Argentina)
(1,2). El sauco es un arbol de unos 12 metros
de alto, que crece entre los 40 — 3900 m.s.n.m.
en suelos profundos, de textura variable; tolera
pedregosidad baja a media y requiere buen
nivel de humedad. (2)

El cocimiento de las flores se emplea
como sudorifico, antirreumatico, antiséptico y
depurativo asi como también en las
inflamaciones de la vejiga y la prostata. El
cocimiento de las hojas se emplea como
galactégeno y antiséptico bucal, y el de los
frutos como colutorios y en afecciones de la
cavidad oral. (2, 3,4)

Los antioxidantes en general son
compuestos que pueden inhibir o retardar el
proceso oxidativo, interfiriendo con la
iniciacion o propagacion de las reacciones en
cadena de la auto-oxidacion. Estos fendmenos
contribuyen la aparicion y progreso de
enfermedades cronico-degenerativas en el ser
humano.Existen diferentes moléculas naturales
que se pueden comportar como antioxidantes
entre ellos tenemos a las vitaminas,
carotenoides, compuestos nitrogenados
(alcaloides, aminas, betalainas) e incluso
ciertos terpenoides; quiza los metabolitos mas
reconocidos por su actividad antioxidante son
los de naturaleza fendlica: acidos fendlicos,
quinonas, cumarinas, lignanos, estilbenos,
taninos y flavonoides, siendo estos ultimos de
mayor interés para la medicina.(5,6,7,8)

Los flavonoides pertenecen a un grupo de
compuestos naturales arreglados bajo un
sistema Cg-C3-Cg, en el cual dos anillos
aromaticos llamados A y B estan unidos por
una unidad de tres carbonos que pueden o no
formar un tercer anillo, que en caso de existir
es llamado anillo C. Se conoce como 10 clases
de flavonoides (Chalconas, flavonas,

flavonoles, flavanonas, flavanonoles,
antocianidinas,  catequinas, epicatequinas,
auronas, isoflavonoides, pterocarpanos,

rotenoides, etc) los cuales pueden encontrarse
como aglicona o bajo la forma de glicésidos
con una o tres unidades de azlcar,
generalmente en los carbonos 3 y/o 7, siendo
los azucares mas comunes la glucosa,
galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa. (7, 8,9)

En su relacion con el hombre, los
flavonoides actian como antioxidantes
naturales, es decir, tienen la capacidad de
secuestrar y neutralizar los radicales libres,
especies quimicas muy reactivas que
facilmente conducen a reacciones
incontroladas, resultando en diversas formas
de dafios oxidativos sobre las moléculas,
organelas y diversas células y tejidos;
causando su degeneracion, envejecimiento,
pérdida de su funcion y otras formas
importantes de dafio celular. Por lo tanto los
flavonoides juegan un papel importante en la
prevencion de varios procesos fisiopatologicos
asociados con el estrés oxidativo y presencia
de radicales libres, tales como el céancer y
diversas enfermedades neurodegenerativas
(alzhéimer), cardiovasculares (hipertension
arterial) y metabdlicas (diabetes mellitus 11).
(7,10,11)

Por todo lo expuesto anteriormente, el
presente trabajo no solo pretendio demostrar la
actividad antioxidante in vitro de los
flavonoides totales obtenidos de la hoja de
Sambucus peruviana H.B.K, sino también
canalizar la posibilidad de su utilizacion en la
prevencion de enfermedades producidas por
estres oxidativo, contribuyendo de esta manera
a fomentar estudios cientificos que demuestran
su actividad antioxidante in vivo y pudiendo
lograr en un futuro su instauracion como
terapia alternativa y coadyuvante de la
medicina tradicional.

MATERIAL Y METODO
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Material de Estudio

(sauco)

Hojas de Sambucus peruviana H.B.K
proveniente  del distrito  de

Huamachuco de la provincia de Sanchez
Carrion. Departamento de la Libertad.

Material, Equipos y Reactivos

Materiales de Laboratorio

De uso comdn en el laboratorio de
Farmacognosia

Equipos:De uso comun en el laboratorio
de Farmacognosia

Reactivos y solventes: 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH*) Lab. Sigma, Acido
sulfurico 98% de pureza. Calidad Merck,
Alcohol etilico de 96° GL.

Metodologia

Recoleccion: Se recolecté hojas maduras
de Sambucus peruviana H.B.K(sauco) de
la ciudad de Huamachuco. Provincia de
Sanchez Carrion. Departamento de la
Libertad (7.8° sur latitud, 78.07° Oeste
longitud y 3072 m.s.n.m.).

Seleccion: Se selecciond la materia
vegetal con el objetivo de realizar una
separacion de las partes deterioradas y
evitar la mezcla con otra especie.
Identificacién taxonomica: La planta
medicinal seleccionada, fue llevada al
Herbario Truxillensis de la Universidad
Nacional de Trujillo para su identificacion
Taxondmica. Cddigo N° 52790 (HUT).
Clasificacion Taxondmica: La especie
Sambucus peruviana,es nativa de nuestro
pais, de acuerdo al sistema de
clasificacion filogenética de Adolph
Engler publicada en la XII Edicion del
Syllabus DER PFLANZENFAMILIEN
del afio 1954 — 1964.

Desecacion: Las hojas seleccionadas se
colocaron sobre papel kraft en un lugar
fresco y seco durante 24 horas. Luego
fueron pasadas a bolsas hechas de papel
kraft y se llevo a estufa a una temperatura
de 40 °C, durante 48 horas.

Molienda y Tamizacién: Una vez
desecado el material vegetal, se procedi6 a
su molienda en mortero de acero hasta
tamafio de particula adecuado. EIl material
asi pulverizado, se tamizo (tamafio

particula 2 mm), vy se almacend
adecuadamente en frascos ambar en un
lugar sin humedad y luz directa, hasta su
posterior utilizacion.

Preparacion del extracto fluido de
sauco % Pesar 250 g de droga y proceder
a humectar, separar porciones
equivalentes a 125 g, 75 g y 50 g de
droga. Colocar la porcion de 125 ¢
previamente humectada en el percolador,
macerar con alcohol de 70°GL por 48
horas. Se prosigue a percolar y recoger 50
mL de extracto fluido, los cuales se
separan y guardan en un frasco &mbar. Se
sigue recibiendo 5 porciones sucesivas de
percolado de 75 mL cada una
enumerandola segun el orden que se
recibe. Colocar la porcién equivalente a
75 g de extracto fluido en un percolador y
macerar con las porciones de 75 mL del
lote anterior por 48 horas. Se percola hasta
obtener 75 mL y se guarda en el frasco
ambar. Se prosigue percolando 5
porciones de 50 mL de extracto fluido,
cada uno enumerado. Se coloca la tercera
porcién equivalente a 50 g y se macera
por 48 horas con las porciones de extracto
del lote anterior. Proceder a percolar hasta
obtener 125 mL de extracto, los cuales se
pasan al frasco &mbar. La cantidad final
de extracto fluido debe ser de 250 mL.
Tamizaje Fitoquimico  del extracto
fluido: “Prueba de la Gota”(12,13):
Evaporar el solvente del extracto fluido, y
el residuo redisolver en los solventes
necesarios (diclorometano, etanol, agua,
agua acida) para la realizacion de los
ensayos.

Extracto diclorometanico: Identifica
compuestos de muy baja polaridad como:
Esteroles, Quinonas.

Extracto etanolico: Identifica
compuestos de polaridad muy variada,
como: Esteroides, Alcaloides, Flavonoides
y Taninos.

Extracto acuoso - A&cido: Identifica
compuestos basicos, como: Alcaloides.
Extracto acuoso: Identifica compuestos
de alta polaridad, como: Flavonoides,
Leucoantocianidinas, Saponinas, Taninos.
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Cuantificacion de flavonoides totales del

extracto fluido de Sambucus peruviana

H.B.K. mediante espectrofotometria UV-

visible (14,15)

e Preparacion de la Solucion Patron:
Pesar 80 mg de quercetina patron y
disolver con c¢.s.p.100 mL de etanol a 96
° GL; para obtener una concentracion de
800 p.p.m.

80 mg quercetinax = 82@mi 100 mL
S00 mg

e Preparacion de la Solucién Blanco:
Utilizar etanol a 96 °GL como solucion
blanco, tomar una alicuota de 3 mL
aproximadamente para la calibracion del
espectrofotometro THERMO  modelo
GENESYS 10 UV.

e Preparacion de la muestra:

Hidrolisis de Flavonoides: Medir 20 mL
del extracto fluido a un balon y llevar a
reflujo con 20 mL de &cido sulfurico al
10 % durante dos horas.

Preparacion de la solucion problema:
Pesar los cristales purificados equivalentes
a 0.2g de droga y aforar a 100 mL con
etanol al 96°GL; de éste aforo tomar dos
alicuotas de 3 mL aproximadamente, y de
cada alicuota obtener 3 lecturas en el
espectrofotometro THERMO  modelo
GENESYS 10 UV.

Determinacion de la capacidad antioxidante

in vitro de los flavonoides totales obtenidos de

las hojas de Sambucus peruviana H.B.K.

(16,17)

e Fundamento del método: El fundamento
del método descrito por Brand Williams et
al, consiste en que el radical libre estable
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH%*)
tiene un electron desapareado y es de
color azul-violeta, decolorandose hacia
amarillo palido por reaccion con una
sustancia capturadora de radicales libres;
la absorbancia es medida
espectrofotométricamente a 517 nm. La
diferencia de absorbancias, permite
obtener el porcentaje de captacion de
radicales libres.

e Determinacién de los porcentajes de
captura del radical DPPH*
En un set de 10 fiolas (problema),
adicionar en cada uno de ellos 10mL de la
solucion de DPPH 0,1 mM. Tomar
alicuotas de 1 mL de cada concentracién de
solucion etanolica de flavonoides totales y
enfrentar a la solucién de DPPH* 0,1 Mm.
Realizar tres lecturas de cada sistema a
una absorbancia de 519nm, al minuto luego
15, 30 y 45.
Preparar un control (que consiste en 10mL
de solucién de DPPH* 0,1 mM) y leer la
absorbancia a 519 nm en el
espectrofotometro. Como blanco se utiliza
etanol de 96°GL.
Posteriormente, utilizar los valores de
absorbancia de los tubos problema y la
absorbancia del tubo control, para calcular
el porcentaje de radicales DPPH* que seran
capturados. Calcular el porcentaje de
radicales DPPH* capturados, con la
siguiente formula:

Abs. control m—Abs. muestra

% de captura de radicales DPPH* = x 100

Abs. control m.

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS
(18)

Los datos fueron procesados en el programa
Microsoft Office Excel 2007. Caracterizados
mediante pardmetros estadisticos
descriptivos®®?.

RESULTADOS
Tabla 1: Tamizaje fitoquimico del extracto
fluido de Sambucus peruviana H.B.K

ENSAYOS METABOLITOS RESULTADO
Dragendorf Alcaloides
Mayer Alcaloides
Wagner Alcaloides
Hager Alcaloides
Ninhidrina Aminodcidos +
Baljet Lactonas +
Bomtriger Quinonas
Lichcaann: Triterpenos/esteroles +
Burchard
Rosenhein Antocianidinas +
Shinoda Flavonoides +
Kedde Glicosidos cardioténico
Espuma Saponinas +
Cloruro férmrico Polifenoles| +
Gelatina Taninos
Leyenda: + : Positivo, Negativo
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Tabla 2: Cuantificacion de flavonoides totales expresados como quercetina de las hojas
de Sambucus peruviana H.B.K. mediante espectrofotometria UV- visible.

Gramos de droga Contenido de flavonoides totales

048 g

100 g expresados como quercetina

Tabla 3: Porcentajes de captura del radical DPPH* de la solucion etandlica de
flavonoides totales de las hojas de Sambucus peruviana H.B.K

. Volumen de Concantracion
\5211::;: <di: Solucién dulssolacion; o da captura % de captura % d= captura % de captura
a o a l d /0 70 /o Q2 /0
Messtra:  ppppy mae Smclesds  MERARGe gl Minuto 15 Minuto 30 Minuto 43
(mL) flavonoides flavonoides
d totales (mL)  totales (ug'mL)
1 10 1 3.096 6.632 8.84 8.97 12.28
2 10 1 6.192 1237 17.97 19.02 20.22
3 10 1 9.288 15.72 21.38 24.63 28.11
4 10 1 12.384 20.87 28.38 30.81 32.36
B 10 1 15.480 26.73 3440 36.91 39.23
6 10 1 18.576 31.90 35.75 40.96 4421
7 10 1 21.672 3594 4391 48.14 52.04
8 10 1 24.768 39.61 46.30 5028 52.64
9 10 1 27.864 42.86 48.37 53.76 36.68
10 10 1 30.960 48.29 55.82 58.03 59.37

Tabla 4: Concentracion del radical DPPH* capturado por la solucion etanolica de
flavonoides totales de las hojas de Sambucus peruviana H.B.K

Vol a Volumen de Concentracion  Concentracion Concentracion  Concentracion  Concentracion
plumen o Solucién dz la solucién DEPH* DEPH® DEFH* DPFPH*
solucion ds . i
Muestra DPFPH 0.1 mM stanolica de stanclica de capturado capturado capturado capturado
(mi flavonoides flavonoidas (peml) {ug'ml) (pe'ml) {ug'ml)
(mL] totales {mL) totalas {ug'ml) Minuto 1 Minuto 15 Minuto 30 Minuto 45
1 10 1 3.096 2.51 3.35 3.40 4.63
2 10 1 6.192 4.69 6.81 7.21 7.66
3 10 1 9288 5.96 210 9133 10.65
4 10 1 12.384 7.91 10.75 11.67 12.26
5 10 1 15480 10.13 13.04 1399 14 .87
& 10 1 18.576 12.09 13.55 15.52 16.75
7 10 1 21672 13.62 16.64 15.24 19.72
8 10 1 24768 15.01 17.62 19.05 19.94
9 10 1 17.864 16.24 18.33 2037 2148
10 10 1 30.960 18.30 21.15 2199 22.50
-
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DISCUSION

Antes de empezar la valoracién de un
principio activo, es necesario realizar un
"Screening” fitoquimico, llamado también
marcha fitoquimica o tamizaje fitoquimico,
que permita determinar cualitativamente los
principales grupos de constituyentes quimicos
de la planta, a partir del cual, puede orientarse
las extracciones y/o el fraccionamiento de los
extractos eligiendo los grupos de mayor interés
para el investigador.

El tamizaje fitoquimico realizado al
extracto fluido (Tabla 1) evidenci6 la
presencia de flavonoides, mediante la reaccién
de shinoda, dato que sirvié como base para
continuar con la valoracion de los flavonoides
totales presentes en el extracto. En la Tabla 2
se observa que 100 g de droga contienen 0.48
g de flavonoides totales, lo cual constituye un
rendimiento del 0.48 %, este dato es de gran
utilidad para la futura realizacion de
preparados galénicos que incluyan extractos de
Sambucus peruviana H.B.K.

Inicialmente es necesario investigar in vitro las
propiedades  antioxidantes de cualquier
farmaco o sustancia natural antes de
considerarlo un antioxidante. Si bien es cierto
existen diferentes métodos para evaluar la
actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo, el método del DPPH in vitro permite
tener una idea aproximada de lo que ocurre en
situaciones complejas in vivo. Este método
presenta una excelente estabilidad en ciertas
condiciones por presentar un radical libre que
puede obtenerse directamente sin  una
preparacion previa, mientras que otros tienen
que ser generados tras una reaccion que puede
ser quimica, enzimatica o electroquimica
(19,20). En la tabla 3 se observa que a mayor
concentracion de los flavonoides totales
enfrentados con la solucién de DPPH*, mayor
son los porcentajes de captura de radicales de
DPPH*, asi como que a mayor tiempo
transcurrido, este  porcentaje  aumenta.
Encontrandose el valor méximo a los 45
minutos para la solucion de mayor
concentracion de flavonoides totales (30.960
ug/mL), el cual fue de 59.37% que equivale a
una concentracién de 22.50 pg/mL de DPPH*
capturado (Tabla 4). Lo mencionado
anteriormente  corrobora  otros  trabajos
realizados sobre capacidad antioxidante con

otras especies, Bartolo et al. (2010)
demostraron que la capacidad antioxidante del
decocto de Zea mays L. variedad morado
procedente de Cajamarca aumenta a medida
que aumenta la concentracion del extracto,
obteniendo un valor maximo de porcentaje de
inhibicion de DPPH de 87.02 %,
correspondiente a un tiempo de 60 minutos.
Por otra parte Diazet al.. realizaron un estudio
detallado sobre la capacidad antioxidante de
las isoflavonas totales obtenidas de las
semillas de Glycine max L. procedentes de
Jaén, expresando los resultados en eficiencia
antiradicalaria la cual fue igual a 0.00250 mL
X ug-1 x min-1. (21,22)

En el estudio se demostr0 mediante el
analisis fitoquimico preliminar del extracto
fluido de las hojas de Sambucus peruviana
H.B.K. proveniente de la ciudad de
Huamachucola presencia de metabolitos
activos tales como, aminoacidos, lactonas,
triterpernos y  esteroides, antocianidinas,
flavonoides, saponinas.Se  encontr6  un
concentracion de 0.48% de flavonoides totales
expresados como quercetina y se demostrd que
el porcentaje de captacion de DPPH* por los
flavonoides totales de Sambucus peruviana
H.B.K.es mayor a medida que se aumenta la
concentracion de este ultimo y segun aumenta
el tiempo de exposicion.
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