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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se tiene como finalidad comparar la capacidad
antioxidante de los extractos alcohdélico y acuoso de romero (Rosmarinus Officinalis L), frente a
un compuesto sintético, para esto se determind su porcentaje de inhibicion de radicales libres.
Se realiz6 ésta indagacion, ya que Ecuador posee una variedad de climas debido a su ubicacion
geogréfica y por ésta razon cualquier planta se puede desarrollar en sus tierras, y la mayoria de
las mismas poseen una gran importancia antioxidante, que ayudan a prevenir el envejecimiento
tanto en productos cosméticos, alimenticios y medicamentos, lo cual es muy importante para las
empresas que se dedican a fabricar estos productos. La investigacion comenz6 con la
elaboracién de extractos acuoso y etanolico -96%- del romero en una relacion 7:1, seguido de la
extraccion de principios activos a partir de los mismos, a continuacion se procedi6 a realizar el
screnning fitoquimico determinando de manera cualitativa la presencia de principales grupos
quimicos. Posteriormente se realiza la metodologia de DPPH, en la cual se emplearon las
siguientes concentraciones de 1uL, 5 uL, 10 uL, 20 uL, 50 uL, 80 uL y 100 uL, obteniendo
como resultado el valor del ICsq para el extracto acuoso 17,13 pg/mL y para el etanélico 42,26
pg/mL, determinando que el extracto acuoso posee mayor capacidad antioxidante. Con respecto
al compuesto sintético se obtuvieron los valores del ICs, para el &cido ascérbico puro 20,79
pg/mL y para la pastilla de &cido ascorbico 113,47ug/mL, luego se determiné el porcentaje de
inhibicion de cada muestra obteniendo 88,71% para el extracto acuoso, 42,36% para el extracto
etanolico, 81,54% para el acido ascorbico puro y 14,87% para la pastilla de acido ascérbico.
Dichos valores se analizaron de manera estadistica por bloques completamente al azar en el cual
se acepta la hipotesis alternativa que sefiala que por lo menos un extracto posee mayor

capacidad antioxidante que el compuesto sintético.

Palabras clave: DPPH, Rosmatinus Officinalis, antioxidante, porcentaje de inhibicion,

|C50.
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Abstract

The purpose of this research work is to compare the antioxidant capacity of the
alcoholic and aqueous extracts of rosemary (Rosmarinus officinalis L), against a synthetic
compound, for this purpose its percentage of free radical inhibition was determined. This
inquiry was made because Ecuador has a variety of climates due to its geographical location and
for this reason any plant can be developed in its lands, and most of them have a great
antioxidant importance, which help prevent aging both in cosmetic products, foodstuffs and
medicines, which is very important for companies that manufacture these products. The
investigation began with the elaboration of aqueous and ethanol extracts -96% - of the rosemary
in a 7. 1 ratio, followed by the extraction of active ingredients from them, then the
phytochemical screnning was carried out determining qualitatively the presence of major
chemical groups. Subsequently, the DPPH methodology is performed, in which the following
concentrations of 1 uL, 5 uL, 10 uL, 20 uL, 50 uL, 80 uL and 100 uL were used, obtaining as a
result the IC50 value for the aqueous extract 17,13 pg / mL and for the 42.26 g / mL ethanol,
determining that the aqueous extract has a higher antioxidant capacity. With respect to the
synthetic compound, the IC50 values were obtained for pure ascorbic acid 20.79 pg / mL and
for ascorbic acid tablet 113.47 pg / mL, then the percentage of inhibition of each sample was
determined obtaining 88.71% for the aqueous extract, 42.36% for the ethanol extract, 81.54%
for the pure ascorbic acid and 14.87% for the ascorbic acid tablet. These values were
statistically analyzed by completely random blocks in which the alternative hypothesis is
accepted that states that at least one extract has a greater antioxidant capacity than the synthetic
compound.

Keywords: DPPH, Rosmarinus Officinalis, antioxidant, percent inhibition, 1C50.
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CAPITULO |

1.1 Introduccion

Ecuador es un pais que posee un elevado nimero de especies vegetales como:
plantas y flores, debido a la variabilidad climatica que posee. El territorio ecuatoriano
posee alrededor de 25 mil especies de plantas vasculares. Es por eso que en éste
territorio se encuentra el 10% de todas las especies que existen en el planeta. De dicho
porcentaje, la mayor cantidad crece en la cordillera de los Andes, en la zona
noroccidental, donde se calcula que hay aproximadamente 10 mil especies (Viteri &

Nufiez, 2016).

El romero (Rosmarinus Officinalis L), es una de las especies que habita en el
Ecuador debido a la variedad de climas, dicha planta crece en espacios como laderas o
territorios montafiosos, dado que es una especie termdfila requiere de una temperatura

templada o templada- calida (Mufioz, 2002).

Se ha determinado mediante ensayos in vitro que compuestos como el rosmanol,
carnosol y &cido carnosélico presentan un efecto antioxidante frente a bacterias como
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y bacterias Gram-negativas como Escherichia

coli y Pseudomonas aeruginosa (Genena, Hense, Smania, & Machado., 2008).

En recientes investigaciones se ha demostrado que la adicion del extracto de
romero y aceite de oliva favorece la conservacion de la mortadela y el mantenimiento de

sus caracteristicas organolépticas y nutricionales, debido a que permite la estabilidad y
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disminuye el porcentaje de grasas, carbohidratos y humedad (Vergara, Cueva, Loor,

Pomagualli, & Lopez, 2016).

1.2 Planteamiento del problema

Los antioxidantes son sustancias que en la actualidad son muy utilizados por las
industrias enfocadas a la produccion de cosméticos, alimentos y medicamentos, debido
a que ayudan a mantener caracteristicas adecuadas de dichos productos ademas evita el
envejecimiento prematuro, sin embargo el consumo en exceso de los mismos puede

causar efectos nocivos a la salud.

Actualmente la planta romero (Rosmarinus officinalis), es de facil adquisicion,
tiene un costo asequible de cinco dolares el kilo, y la misma es cultivada en la mayor
parte del Ecuador, pero no es muy utilizada ya que se desconoce sus propiedades. En la
presente investigacion se determinara la actividad antioxidante que posee la misma, para

un futuro uso como materia prima en las industrias.

1.3 Formulacién de la pregunta de investigacion

¢Cuél de los dos extractos de romero —acuoso Yy alcoholico- posee mayor

capacidad antioxidante frente a un compuesto sintético?

1.4 Justificacion

Un antioxidante es un elemento que tiene la capacidad de retardar y prevenir la
oxidacion de un producto susceptible a la degradacion o descomposicion, lo cual lo
realiza actuando como donador de electrones. En los seres vivos se realiza éste proceso

mediante la respiracion cuando inhalan el oxigeno para obtener energia y al mismo
17



tiempo liberan radicales libres, pero si existen niveles bajos de los mismos, o se inhiben
las enzimas antioxidantes se produce el estrés oxidativo lo cual dafia a la células

ocasionandoles la muerte (Alomar, 2010).

El proceso de oxidacién genera olores y sabores rancios en los productos,
ademas ocasiona cambios negativos en el color y textura, generando asi la pérdida del
valor nutritivo, ya que se pierden varios componentes esenciales como: vitaminas y
acidos grasos; al momento de consumir o aplicarse las personas éstos productos pueden
observar cambios perjudiciales en su salud. Debido a éstas razones las industrias cada
dia buscan nuevas sustancias que posean capacidad antioxidante y que no sean tan
dafiinas como los antioxidantes sintéticos; en la actualidad utilizan envasados al vacio o

ambar para evitar las reacciones quimicas indeseables (Flavorix, 2012).

El consumo excesivo de los antioxidantes sintéticos como suplementos de
algunos productos resulta toxico para el sistema inmunolégico, piel, pulmones e higado.
Dichas sustancias pueden causar reacciones alérgicas, interferir con las funciones
hormonales y generar el crecimiento de tumores (Sociedad Espafiola de Medicina
Estética, 2013). Cabe destacar que la mayoria de productos como cremas,
medicamentos y alimentos contiene en su composicion antioxidantes sintéticos para

poder brindarle un tiempo de vida mas prolongado al producto (UNESCO, 2014)

1.5 Limitacion del problema

El presente trabajo de investigacién se realizo en los laboratorios de Ciencias de

la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana, entre algunas limitaciones las mas

18



relevantes son: tiempo y espacios fisicos necesarios ocupados en otras actividades

academicas; estos son algunos factores que retrasan la obtencidn de resultados.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso de
romero (Rosmarinus officinalis L), frente a un compuesto sintético, mediante técnicas

de laboratorio, para posible uso en la industria.

1.6.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar de manera cualitativa los extractos alcohdlico y acuoso de romero
(Rosmarinus officinalis L), para identificacion de metabolitos presentes en el
mismo, a través de pruebas fisico-quimicas.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso de
romero (Rosmarinus officinalis L), y del compuestos sintético, a través de
metodologia DPPH -2,2-difenil-1-picril hidrazilo-, para posible utilizacion de
extractos como materia prima en la industria.

e Evaluar el nivel de capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso
de romero (Rosmarinus officinalis L), en relacién a una sustancia sintética, a

través de analisis estadistico para determinacion de los niveles de capacidad.

1.7 Hipdtesis
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Si los extractos alcoholico y acuoso de la planta de romero (Rosmarinus
officinalis L) poseen mayor capacidad antioxidante que el compuesto sintético, podrian

ser usadas en la industria.
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CAPITULO II

2.1 Estado del Arte

Erkan et al.,(2008) evaluaron la actividad antioxidante de tres compuestos
puros del romero -4cido carnésico, acido rosmarinico y sesamol-, extracto de
romero y aceite esencial de semilla negra, obteniendo como resultado que el
extracto de romero presenta mayor actividad antioxidante que los compuestos
puros y que el aceite de semilla negra, este resultado es atribuido al alto contenido

fenélico del romero.

Lin-Chen et al.,(2006) realizaron un estudio sobre la actividad antioxidante
de veinte y tres plantas comestibles sometidas a digestion, una de las plantas
analizadas fue el romero. Los resultados obtenidos reflejan que la planta de romero
puede ser considerada como una fuente importante de antioxidantes de origen

natural.

Zaccarelli., (2006) determind las propiedades antioxidantes del extracto de
romero fueron arduamente estudiadas y su eficacia fue comprobada en la conservacion
de la vida dtil de los alimentos. Dentro de la industria alimenticia, el extracto de romero

es una excelente alternativa como antioxidante natural.

Fonnegra, (2007) utilizo diferentes ensayos in vitro e in vivo, basados en el
extracto metandlico de romero, el cual mostr6 actividad antioxidante debido

principalmente a los diterpenos carnosol y acido carnosolico.
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Mierlici, (2009) realiz6 una investigacion con extractos hidroalcohdlicos de la
planta de romero, en los mismos determind la presencia de compuestos como:

polifenoles y flavonas, las cuales son sustancias con capacidad antioxidante.

Waggas & Balawi, (2008) mencionan la utilizacion del romero en experimentos
antibacterianos, como antioxidantes, y antiflogisticos. El aceite esencial ha mostrado
efectos positivos en la circulacion de las extremidades, antirreumaticos y alivio de

dolores neuralgicos.

Lépez, (2008) observd la presencia de diterpenos que contiene el romero, los
biosintetizan en las plantas, como respuesta al estrés oxidativo, para ejercer un efecto
protector de las membranas celulares de los vegetales, por lo que ejercen un potente

efecto antioxidante y captador de radicales libres.

Sanchez, (2003) evalud el extracto procedente de romero fresco, utilizando la
metodologia de pérdida de absorbancia a 517 nm de una disolucién metandlica de
DPPH, en la cual se evidenci6é una alta capacidad antioxidante en el macerado de la

planta.

2.2 Marco Conceptual

Metabolismo primario: Es un proceso quimico que cada organismo vivo debe
cumplir para poder vivir y reproducirse, esto se lleva a cabo mediante: la fotosintesis,
asi como diversos ciclos indispensables para la vida de la planta como son la glicolisis,

sintesis de proteinas, duplicacion de material genético y células (Quizhpe, 2016).
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Metabolismo secundario: Procesos quimicos de las plantas, los cuales no son
necesarios, ni indispensables para el cumplimiento de funciones vitales de la planta, sin
embargo realiza otros roles como: de defensa, mediante la atraccion de insectos o

secretando sustancias con olores o sabores amargos y fuertes (Quizhpe, 2016).

Extracto: Compuestos producidos mediante la obtencion de sustancias
bioldgicamente activas que se encuentran en los tejidos de las plantas, y utilizando un
solvente, el cual puede ser alcohdlico o acuoso (Santamaria, Astorga, & Martin-

Gonzales, 2015).

Antioxidante: Sustancia que se encuentra en pequefias concentraciones, y evita
la oxidacion del sustrato. En los Gltimos afios se han clasificado de diferentes maneras
siendo las mas estudiadas la estructura quimica y funcién biol6gica, quedando divididas

en: enzimaticas y no enzimaticas (Hicks, Torres, & Sierra, 2006).

Propiedades organolépticas: Descripciones de particulares fisicas que tiene un
producto, las cuales se perciben mediante los sentidos, por ejemplo su color, textura,
sabor y olor, estos criterios son evaluados por personal especializado antes de realizar
estudios preliminares como el contenido de distintos nutrientes, de energia, etc

(Contreras, Matamoros, & Venegas., 2012).

Radicales libres: Entidad quimica con un electron desapareado, por lo cual
dicha molécula es muy inestable, extraordinariamente reactiva y de vida efimera,
consecuencia de la inestabilidad y reactividad de los radicales libres es su enorme
capacidad para combinarse inespecificamente, lo cual da como resultado una molécula

disfuncional, lo que puede repercutir en la vida celular (Pifia, 2007).
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Acido ascorbico: También conocida como vitamina C, es un agente
antioxidante muy importante en la formacion del material que conforma la célula,
ademas reduce la accion perjudicial de radicales libres. Es una sustancia hidrosoluble y

se encuentra principalmente en vegetales y frutas frescas (Bastias & Cepero, 2017).

Estrés oxidativo: Es un proceso en el cual se produce la ruptura de
biomoléculas que ocasiona la liberacion de productos, los cuales son muy reactivos
ocasionando cambios estructurales y funcionales, y en casos extremos dafio celular y

tisular (Hicks, Torres, & Sierra, 2006).

Principio Activo: Diversos compuestos que poseen similar estructura quimica,
algunos pueden asumir la funcion nutritiva o en casos mas importantes poseen funcion

medicinal (Santamaria, Astorga, & Martin-Gonzales, 2015).

2.3 Bases Teoricas

2.3.1 Metabolismo vegetal

Es un conjunto de procesos fisicos-quimicos y de reacciones a las que esta sujeta
una célula; las cuales les permiten realizar sus principales actividades como:
reproduccion, crecimiento, mantenimiento de sus estructuras y la respuesta a los

estimulos que reciben o perciben (Chavez C. , 2014).
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2.3.1.1 Metabolitos primarios

Es un conjunto de sustancias quimicas que Se encuentran intimamente
relacionadas con la supervivencia, desarrollo y reproduccion de las plantas como son:
fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, translocacion, sintesis de proteinas,
asimilacion de nutrientes, diferenciacion de tejidos, yen general la formacion de

carbohidratos, lipidos y proteinas (UMSNH, 2008).

2.3.1.2 Metabolitos secundarios

También conocidos como productos secundarios, son compuestos quimicos que
se encuentran en diferentes grupos taxonémicos, ya que no cumplen ninguna funcion
especifica, ni vital en la planta, las mismas son utilizadas en la naturaleza para una
mejor interaccion del vegetal y su ambiente; pero el hombre los utiliza con fines
industriales para su beneficio como: perfumes, cremas, insecticidas, medicamentos,

colorantes, entre otros (Chaves, Sosa, & Valares, 2011)

2.3.2 Descripcion y habitat del romero

El subarbusto perfumado pertenece a la familia Labiateae, puede medir de 50 a
150 cm de altura, es perenne, frondoso y ramificado. Los principios activos se
encuentran principalmente en las hojas las cuales poseen un color verde intenso. Posee
floracién casi todo el afio con una coloracion blanca, azulada o rosa. La planta posee un
caracteristico olor a alcanfor, también posee un sabor aspero y algo picante. Dicho
arbusto es propio de zonas aridas y secas, una vez que se realiza el cultivo se almacena

en cajas de carton o bolsas de papel (Lopez T., 2008).
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2.3.3 Taxonomia del romero

Figura 1. Romero (Rosmarinus Officinalis L.)
Fuente: Gonzéles (2013)
El romero conocido también popularmente como romero de olor, romero de
jardin, romero real o romero, es un arbusto perenne de aproximadamente 1.5 metros de
altura, con hojas lineales coriaceas de forma tubular, con aroma fuerte y agradable

(Sousa, Talita, & Conceicdo., 2007).

Posee un tallo lefioso y ramificado, flores de color azul palido lila, raramente
blancas o rosas que se encuentran en conjunto muy proximas entre si, tienen un estilo

alargado y florecen durante todo el afio (Gonzales, 2013).
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Tabla 1

Taxonomia de la planta Rosmarinus officinalis L.

Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis L.
Familia: Lamiaceae
Phylum: Euphyta
Division: Angiospermae

Clase: Dicotyledones
Orden: Tubiflorae
Género: Rosmarinus
Especies: Officinalis L.

Fuente: (Gonzéles, 2013)

2.3.4 Metabolitos del romero

El romero (Rosmarinus officinalis L.), planta rica en principios activos y posee
accion beneficiosa sobre la mayoria de los 6rganos del cuerpo humano. Esto se debe a
que posee un gran contenido de aceites esenciales, cuyos compuestos activos son
flavonoides, acidos fenolicos y principios amargos, lo cual genera una accion ténica y
estimulante sobre el sistema nervioso, circulatorio y corazon, ademas de ser colerético,

colagogo, antiespasmadico, diurético, emenagogo y antigodanotropico (Musa, 2008).

Se ha observado que la actividad antioxidante de los extractos de romero se debe
particularmente a los acidos caféico y rosmarinico, estos Gltimos poseen una doble
funcién: como antioxidante y estimulante de la produccion de prostaglandina E2 e

inhibidor de la produccién de leucotrienos B4 (Martinez, 2004).
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2.3.4.1 Metabolitos presentes en el romero

La capacidad antioxidante se puede dividir en dos categorias: sintéticos y

naturales.

Los primeros son compuestos de estructuras fendlicas con varios grados de

sustitucion alquilica, mientras que los segundos pueden ser: compuestos fenolicos -

tocoferoles, flavonoides y &cidos fenolicos-, compuestos nitrogenados -alcaloides,

aminoacidos y aminas- o carotenoides (Pastene, 2009).

Flavonoides: Son metabolitos secundarios, que poseen una coloracion
amarillenta y rojiza, son compuestos fendlicos ya que poseen un grupo
aromatico enlazado a un alcohol. Se encuentran presentes en diversos vegetales
asi como en sus semillas, frutos etc; estas sustancias poseen efectos
antiinflamatorios, antivirales, antialérgicos y ademas poseen un efecto protector
frente a diversas patologias como cancer y enfermedades cardiovasculares
(Escamilla, Cuevas, & Guevara, 2009).

Acidos fendlicos: Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o
mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico. Junto con las vitaminas, los
compuestos fendlicos son considerados como potentes antioxidantes en la dieta,
por ejemplo, se encuentran presentes en variedad cereales, frutas, raices y
hortalizas (Pefarrieta, Tejada, Mollideno, Vila, & Bravo., 2014)

Taninos: Estos principios activos se clasifican en: taninos hidrolizables (TH) los
cuales son de gran interés cientifico debido a su potencial nutracedtico. Tanto
los galotaninos (GT) como los elagitaninos (ET) muestran diversas propiedades
bioquimicas en las personas que las consumen, los cual se traduce en beneficios
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para la salud -antidiabéticas, antimutagénica, antimicrobianas- gracias a su

capacidad antioxidante (Aguirre, y otros, 2015).

e Acido caféico: Se encuentra dentro de los compuesto fenolicos, es antioxidante,
ejerce efectos quelantes y modula la actividad de varios sistemas enzimaticos,
actuando en su mayoria en la dieta, es un elemento que promueve la salud ante
componentes quimicos y fisicos que resulten estresantes para el organismo

(Sanchez, Villalobos, Arguedas, & Monge., 2018).

e Acido rosmarinico: Posee actividades antioxidantes, antiinflamatorias y
antimicrobianas de amplio espectro contra bacterias y hongos. La actividad
antioxidante del acido rosmarinico es mas fuerte comparando con la vitamina E.
Elimina las pecas, refuerza la elasticidad de la piel y retrasa el envejecimiento.
Aumenta la circulacion sanguinea del cuero cabelludo y estimula el crecimiento

del cabello y de las ufias ( Dermocosmetic Institute, 2017).

2.3.5 Caracteristicas Botanicas

El género Rosmarinus, cuenta con tres especies las cuales se diferencian

morfolégicamente en:
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Tabla 2

Caracteristicas de las especies del género Rosmarinus.

Especie Caracteristicas

Posee hojas hasta de 40mm, en general de tamafio variable de
Rosmarinus officinalis L. rama, posee céliz con pelos ramificados, inflorescencias
axilares y glabras por el haz.

Rosmarinus eriocalix Posee hojas glabras por el haz y nuculas de hasta 2,9 mm.

Rosmarinus tomentosus  Posee hojas pelosas por el haz y ndculas de hasta 3,1 mm.

Fuente: (Morales, 2014)

Aunque oficialmente son tres las especies de la planta de romero, en ciertas
ocasiones se ha observado la presencia de hibridos de manera natural como es el caso
de: Rosmarinus eriocalix - Rosmarinus officinalis; y de Rosmarinus officinalis -

Rosmarinus tormentosus (Morales, 2014).

2.3.6 Caracteristicas Quimicas

Las hojas de la planta de romero poseen 1,0-2,5% de aceite esencial el cual se
encuentra constituido por: 1,8-cineol, alfa-pineno, alcanfor, alfa-terpineol, canfeno,
borneol, acetato de bornilo, limoneno, linalol, mirceno, verbenona. Pero ésta
composicion puede variar debido a factores como: lugar en donde se recolect6 la planta,
grado de desarrollo de la planta, estrés abidtico, etc. Ademas las hojas de romero
también contienen principios amargos como diterpenos -picrosalvina, carnosol,
isorosmanol, rosmadial, rosmaridifenol, rosmariquinona-, triterpenos, flavonoides y

compuestos fenolicos derivados de acido cinamico (Lopez T. , 2008).
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2.3.7 Usos Medicinales

La planta de romero posee varios usos medicinales dentro de los cuales se
destacan sus propiedades coléricas, antiespasmddicas, colagogas y hepatoprotectoras,
debido a que estimula la produccion de jugos gastricos y relajacion del esfinter Oddi y
musculo liso gastrointestinal. La misma también ejerce un efecto antiinflamatorio,
diuretico, antioxidante y antiulcerogénico, aunque en ensayos clinicos no se ha descrito
dichas propiedades medicinales pero se ha demostrado en ensayos in vivo e in vitro. En
cuanto a los principios activos los diterpenos que posee el romero ejercen un efecto
protector en las membranas celulares generando un resultado antioxidante y captador de
radicales libres, también inhiben la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad y el

envejecimiento de la piel ocasionado por factores de oxidacion (Lopez T. , 2008).

2.3.8 Métodos de separacion y purificacion de principios activos

La razon principal para el aislamiento de compuestos quimicos presentes en las
plantas es para encontrar principios activos que posean funciones que ayuden a mejorar
productos alimenticios, medicinas, etc; y de ésta manera mejorar el estilo de vida del

hombre.

Entre los métodos mas utilizados se encuentran: extraccion separativa,
purificacion, cromatografia, cristalizacion, extraccion liquido- liquido y destilacion

(Hidalgo, 2015).
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2.3.8.1 Maceracion

Es un método de extraccion de un solido-liquido, se utiliza generalmente para
estructuras duras de la planta como: tallos, hojas rigidas, etc; el proceso consiste en
mantener en reposo Yy en contacto durante varios dias a la droga con el solvente, para asi
poder extraer y determinar los principios activos que posee la misma. Es el
procedimiento de extraccion mas simple ya que solo debe de protegerse de la luz para
de esta manera evitar algunas reacciones secundarias y agitar periédicamente (Carridn

& Garcia, 2010).

2.3.8.2 Métodos de extraccion de metabolitos con solventes

La extraccion consiste en la separacion de una sustancia, la cual se encuentra
distribuida en dos fases, existen técnicas para las diferentes muestras. Para la mezcla
solida se utiliza Soxhlet, mientras que para la muestra liquida se utiliza la decantacion.
El objetivo de éste método es aumentar la concentracion del analito y reducir al minimo
o eliminar interferencias en el proceso de andlisis. Actualmente las combinaciones

liquidas son las mas utilizadas (Wandersleben, 2016).

2.3.9 Screening fitoquimico

Es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite
determinar cualitativamente los principales metabolitos secundarios presentes en una
planta, entonces aislar a grupos de interés dependiendo del estudio o investigacion que
se esté realizando. El tamizaje fitoquimico consiste en la extraccion de la planta con
solventes apropiados y la aplicacion de reacciones de color y precipitacion (Palacios,

2013).
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e Prueba para determinacion de presencia de alcaloides.

Para realizar la prueba de Dragendorff, en 1 mL de extracto acuoso se coloca
una gota de HCI concentrado al 50%, se agita y se filtra hasta que el filtrado sea
completamente transparente, luego se coloca el reactivo de Dragendorff, se considera
como positiva las pruebas en las que aparece un precipitado color anaranjado-marrén

(Pérez, 2015).

Ademas se realiza el ensayo de Mayer, en 5 mL de extracto acuoso se coloca 5
gotas de HCI concentrado al 50%, se calienta y enfria luego se agrega NaCl en polvo, se
agita y se procede a filtrar, en la parte filtrada se afiade de 2 a 3 gotas del Reactivo de
Mayer, se considera como positiva las pruebas en las que aparece un precipitado color

blanco crema (Cortés & Guzman, 2011).

e Prueba para determinacion de presencia de flavonoides.

Se realiza la prueba de Shinoda en la cual se prepara un tubo con el extracto
diluido se le agrega un trocito de viruta de magnesio amalgamado y unas gotas de &cido
clorhidrico concentrado. La aparicion de colores que van del rojo profundo a magneta
indica la presencia de una flavanona o dihidroflavanol. dihidrochalconas y otros

flavonoides no reaccionan (Palacios, 2013).
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e Prueba para determinacion de presencia de taninos

Se realiza la prueba de cloruro férrico en la cual se coloca en un crisol 5 mL de
extracto alcohdlico y disolvemos en 10 mL de agua destilada, filtramos y tomamos 3
mL de extracto acuoso en donde afiadimos 2 gotas de cloruro férrico al 10%, se
consideran como positivas las pruebas en las que aparece un precipitado color violeta

(Barrera, Parra, & Cuca, 2014).

e Prueba para determinacion de presencia de saponinas

Se realiza el test de indice de espuma o indice afrosimétrico, en cual se coloca el
extracto de la planta en un tubo de ensayo a continuacion se coloca agua destilada y se
procede a agitar fuertemente. Si en la superficie del extracto se forma espuma la prueba
es positiva. Este método de valuacion se basa en las propiedades fisico-quimicas que
presentan las soluciones, ya que disminuye la tension superficial de los liquidos
provocando la presencia de espuma por la agitacion (Foy-Valencia, Mac-Donald,

Cuyos, & Duefias, 2005).
2.3.10 Capacidad antioxidante

La oxidacion, es una reaccion quimica en la que un ién, a&omo o molécula cede
electrones. Un ejemplo tipico es cuando se deja un pedazo de manzana sobre una
superficie, al pasar del tiempo se va oxidando presentando una coloracion cada vez mas
oscura, debido a que la energia se encuentra liberandose ya sea de manera rapida o
lenta, lo mismo ocurre con los productos que no poseen capacidad antioxidante o

sustancias con dicho potencial (Williamson, 2014).
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Un antioxidante es una sustancia que se encuentra presente en alimentos de
consumo diario y ayuda a prevenir diversas patologias en las personas. En la actualidad
son muy utilizados en las industrias para retrasar los procesos de oxidacion evitando asi
la presencia de efectos negativos en los productos. Ademas de las interacciones
quimico-bioldgicas de los compuestos antioxidantes se debe estudiar también el proceso

de deterioro oxidativo (Coronado, 2015).

Los antioxidantes se clasifican en: endégenos - normalmente biosintetizados por
el organismo- y exdgenos -a través de la dieta-. EI mecanismos de accion de los
antioxidantes se basa en prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato bioldgico, y en

algunos casos revertir el dafio oxidativo de la moléculas afectadas (Palacios, 2013).

Segun el mecanismo de accion, se clasifican en:

Tabla 3

Tipos de antioxidantes

Aparecen al comienzo de una cadena de oxidacion.

Antioxidantes preventivos Ejemplo: enzimas, glutation peroxidasa, catalasa y

peroxidasa.
Son aquellos que interrumpen la cadena de oxidacion,
.. . captando radicales libres. Algunos ejemplos son: enzima
Antioxidantes secundarios P g J€mp

superdxido dismutasa, vitamina E y C.

Fuente: (Alomar, 2010)

En el momento que se saturan los antioxidantes, ya no pueden captar mas
radicales libres y dejan de ser efectivos y simplemente los estabilizan y comienza el

denominado periodo de latencia (Bueno, 2014).
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2.3.10.1 ,Como se da la capacidad antioxidante?

Las plantas obtienen mayor capacidad antioxidante cuando sus metabolitos

secundarios son capaces de:

Prevenir la
formacién de ROS
(Especies reactivas

/ del Oxigeno) \

" Amplificarla
resistencia de las
dianas bioldgicas

sensibles al ataque

de ROS

Secuestrar los ™,
metabolitos
reactivos y
convertirlas en
moléculas menos
oy . reactivas.

Mantener un
ambiente
favorable para la
actuacion de otros

'\ antioxidantes. o, \ )

Interceptar el
ataque de ROS.

Facilitar la
reparacion del
dafio causado por
ROS.

Gréfico 1. Ciclo para disminuir el estrés oxidativo.

Fuente: (Agudo, 2002)
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2.3.10.2 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el

método DPPH-2,2-difenil-1-picril hidrazilo-.

Consiste en el radical tiene un electron desapareado y el mismo se representa de
color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccion de la presencia
de una sustancia antioxidante, siendo medida espectrofotométricamente a 517 nm. Por
diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de captacion de radical libre DPPH

a una concentracion de 20 mg/L (Chavez, 2004).

Los resultados del ensayo DPPH se presentan de diversas maneras. En la
mayoria de estudios se expresa los resultados como el valor de la concentracion maxima
de la media inhibitoria -1Cso-, definido como la cantidad de antioxidante necesario para
disminuir la concentracién inicial de DPPH al 50%. Este valor se calcula graficando el
porcentaje de inhibicion contra la concentracion del extracto (Deng, Cheng, & Yang,

2011).
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

3.1 Nivel de investigacion

La evaluacion de la capacidad antioxidante es un tipo de investigacion
explicativa debido a que intenta buscar las causas del problema; es decir, establecer
condiciones ambientales y tipo de solvente, para de ésta manera determinar que extracto

posee mayor capacidad antioxidante.

Los resultados de la presente investigacion van dirigidos a contribuir con mas
literatura desarrollada en diferentes paises donde ésta especie vegetal es considerada

muy importante debido a cada uno de los componentes que posee.
3.1.1 Poblacion y muestra

Para el presente estudio se conté con una poblacion finita y accesible en donde
se receptara tres kilogramos de romero fresco obtenido en el mercado “10 de Agosto™ de
la ciudad de Cuenca, del cual se tomara como muestra efectiva un kilogramo de planta
fresca. Se seleccion6 de la poblacion una muestra homogénea donde se elimind

cualquier cuerpo extrafio que pueda interferir en los resultados.
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3.1.2 Variables

Variables segun su funcion

Independiente

e Lavariable independiente es el solvente utilizado en la muestra.

Dependiente

e Lavariable dependiente es la capacidad antioxidante de los extractos.

Intervinientes

e Las variables intervinientes son: tamafio de la particula de la muestra,

humedad y temperatura.

3.1.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La recoleccion de datos de las pruebas se realizd6 mediante el uso fichas de
observacion, en las cuales se evidencid las caracteristicas y cualidades necesarias de

cada procedimiento.

3.1.4 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se utiliz6 un método completamente al azar debido a que la investigacion posee
solo una variable, ademas de gréaficos y tablas en los que se podré interpretar de mejor

manera los resultados.
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3.2 Procesos

Fase 1. Recoleccion de la muestra

En ésta fase inicia la investigacién, mediante la obtencion de la cantidad
necesaria de muestra a utilizarse en el proyecto. A continuacion se describe los métodos

y técnicas aplicadas.

Toma de la muestra vegetal

Se adquiere la muestra en el mercado “10 de Agosto” ubicado en la ciudad de
Cuenca, obteniendo 1 Kg de la planta de romero (Rosmarinus officinalis L), se

consider6 solamente las hojas de la planta para realizar el estudio.

Tratamiento de la muestra vegetal

Se procede a lavar al material vegetal por tres veces con agua ultra pura, y de
igual manera se procede a retirar cuerpos extrafios que se encuentren presentes en la
materia prima para evitar cualquier tipo de contaminaciéon. El material vegetal se

mantiene a temperatura ambiente.
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Figura 2. Seleccién de romero (Rosmarinus Officinalis L.) como materia prima.

Fuente: Autora

Obtencion de extracto total etandlico

El extracto total etandlico se prepara utilizando 100 g de las hojas de materia
prima, lo cual se macera durante quince dias con 750 mL de etanol concentrado al 96%,
es decir en relacion 7:1 a la muestra. Transcurrido ese tiempo se procede a colocar la

maceracion en reposo y a temperatura ambiente.

El extracto etandlico se purifica a través de papel filtro y al vacio, se coloca en el
rotavapor a 75°C hasta obtener un extracto totalmente concentrado con un volumen

final de 150 mL.
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Figura 3. Extracto etandlico en el rotavapor.

Fuente: Autora

Obtencion total de extracto acuoso

Para obtener el extracto total se trata a la materia vegetal con agua destilada. El
extracto acuoso se prepara utilizando 100 g de las hojas de materia prima, lo cual se
macera durante quince dias con 750 mL de agua destilada, es decir en relaciéon 7:1 a la
muestra. Transcurrido ese tiempo se procede a colocar la maceracion en reposo y a

temperatura ambiente. El extracto acuoso se purifica a traves de papel filtro y al vacio.
Fase 2. Caracterizacion cualitativa

En ésta fase el extracto se somete a diversas pruebas para determinacion de

metabolitos presentes en el mismo. Las técnicas utilizadas se describen a continuacion.
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3.2.2 Marcha o Screening Fitoquimico

Prueba para determinacion de alcaloides

Ensayo de Dragendorff: Se coloca 1 mL de muestra acuosa en un tubo de
ensayo y 1 mL de muestra alcoholica en otro tubo de ensayo, posteriormente se adiciona
a cada tubo 1 mL de &cido clorhidrico al 1%, luego se coloca a bafio maria para que se
evapore el solvente, se agrega tres gotas del reactivo de Dragendorff. Si las muestras

son positivas se observa un cambio de coloracion anaranjado.

Prueba para determinacion saponinas

Ensayo de espuma: Se coloca 1 mL de extracto acuoso y alcohdlico de la
muestra en diferentes tubos de ensayo cada uno. Posteriormente se procede a colocar 5

mL de agua destilada en cada uno de los tubos y se agita fuertemente por dos minutos.

Se considera como una prueba positiva cuando existe espuma sobre la superficie

del liquido con al menos 2 mm de altura.

Figura 4. Prueba de saponinas en extracto etandlico y acuoso.

Fuente: Autora
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Prueba para determinacion de taninos

Ensayo con cloruro férrico: Se coloca 1 mL de extracto acuoso y alcohdlico de
la muestra en cada uno de los tubos correspondientes, luego se le agrega 1 mL de

cloruro férrico al 5% y 1 mL de solucidn salina acuosa. Se considera como una prueba

positiva cuando se obtiene una coloracion:

e Verde intensa: Taninos pirocatecolicos.

e Azul: Taninos pirogalotanicos.

Figura 5. Prueba de taninos en extracto etanélico y acuoso.

Fuente: Autora

Prueba para determinacion de flavonoides

Ensayo de Shidona: Se adiciona 1 mL de extracto acuoso y alcohodlico de la
muestra en cada uno de los tubos correspondientes, se coloca 1 mL de acido clorhidrico
concentrado en cada uno de los tubos, a continuacion se agrega un pedazo de cinta de

magnesio. Posterior a la reaccion se espera 5 minutos y se agrega 1 mL de alcohol
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amilico. La prueba se considera positiva cuando se observa una coloracion anaranjada o

rojiza intensa.

Figura 6. Prueba de flavonoides en extracto etandlico y acuoso

Fuente: Autora

Prueba para determinacion de fenoles

Se coloca 1 mL de extracto acuoso y alcohélico de la muestra en cada uno de los
tubos correspondientes, luego se adiciona 1 mL de solucién de cloruro férrico al 1%. Se
considera como prueba positiva cuando cambia a una coloracién verde, azul violeta o

negro.
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Figura 7. Prueba de fenoles en extracto etanélico y acuoso.

Fuente: Autora.

Fase 3. Determinacion de la capacidad antioxidante

Se prepara una solucion de 0,5 mM de DPPH en etanol al 96%, para cual
pesamos 49 mg de DPPH vy se afor6 a 250 mL con etanol al 96%; luego se coloca en

frasco ambar y se mantiene en refrigeracion hasta el momento del ensayo.

Curva de Calibracioén

La curva se calibracion se realiz6 en base al acido ascorbico puro, para lo cual se

pes6 25 mg del mismo y se procedio a aforar en un balén de 25 mL con etanol al 96%.

Preparacion de las muestras

Se extrae 1 mL de extracto acuoso y alcohdlico de la muestra de romero
(Rosmarinus officinalis L.), y se afora en un balén de 10 mL con etanol al 96%. De
igual manera se realiza el procedimiento para el &cido ascorbico en pastilla el cual es el

compuesto sintético con el que se compard los resultados del extracto.
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Se enciende el espectrofotdometro UV-VIS y se programa la longitud de onda a
517 nm. Ademas se encera con etanol antes de leer las muestras (Noriega, Aldana, &

Guayasamin, 2014).

Preparacion de soluciones de las fracciones

Tabla 4

Preparacion de fracciones para lectura del antirradical DPPH

Muestras DPPH Etanol 96%
Frascos
uL mL uL
Blanco - 2,9 100
1 1 2,9 99
2 5 2,9 95
3 10 2,9 90
4 20 2,9 80
5 50 2,9 50
6 80 2,9 20
7 100 2,9 0

Fuente: Autora

Se coloca los frascos dentro de un vaso de precipitacion y lo dejamos agitar a
200 rpm durante una hora a temperatura ambiente. Se mide la absorbancia de los frascos

comenzando por el blanco y luego los otros de forma ascendente.
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El porcentaje de inhibicion se calcula mediante la formula

o Ac — Am
% DDPP Inhibido = (T) x 100

(Scartezzini, Antognoni, Raggi, Poli, & Sabbioni., 2006).

Donde

e Ac es la absorbancia del patrén de referencia
e Am representa la absorbancia de cada una de las soluciones diluidas del

extracto de la especie vegetal.

La actividad antioxidante se expresa como una concentracion, ICs, en pg/mL,
que se requiere para el 50% de inhibicion de la formacion del radical DPPH (Noriega,

Aldana, & Guayasamin, 2014).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fase 1. Obtencidon de la materia vegetal
4.1.1 Obtencién del extracto etanélico

De un kilogramo de planta de romero (Rosmarinus officinalis L.), se obtuvo por
maceracion 150 mL de extracto etandlico concentrado, después de haber filtrado y
colocado en el rotavapor, el mismo posee un aspecto de color verde oscuro y sin

viscosidad.

Tabla s

Datos de la obtencién del extracto etandlico total.

Volumen del extracto

Especie Vegetal Peso inicial Peso de la muestra
etandlico total
Rosmarinus
1 Kg 100 g 150 mL
Officinalis L

Fuente: Autora

4.1.2 Obtencién del extracto acuoso

De un kilogramo de planta de romero (Rosmarinus officinalis L.), se obtuvo por
maceracion 350 mL de extracto acuoso libre de impurezas, después de haber filtrado al

vacio. El mismo posee un aspecto de color verde claro y sin viscosidad.
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Tabla 6

Datos de la obtencién del extracto acuoso total

Volumen del extracto

Especie Vegetal Peso inicial Peso de la muestra
acuoso total
Rosmarinus
1Kg 100 g 350 mL
officinalis L

Fuente: Autora

4.2 Fase 2. Caracterizacioén cualitativa de la muestra

Se aplicé el screening fitoquimico tanto al extracto acuoso y alcohdlico, a

continuacion se describen los resultados.

Tabla 7

Resultados de la marcha fitoquimica de cada extracto

Metabolito Secundario Extracto Acuoso Extracto Etandlico
Alcaloides - +
Saponinas - +

Taninos + +
Flavonoides - +
Fenoles + +

Fuente: Autora

(+) Presencia de metabolito secundario. (-) Ausencia de metabolito secundario.
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La presencia de alcaloides se evidencia el extracto etandlico observandose un
color anaranjado, mientras que en el extracto acuoso no se observa dicha coloracion lo
que da un resultado negativo. Se evidencié de manera cualitativa la presencia de éste
metabolito secundario solamente en el extracto alcohdlico. Segun estudios realizados
por Estrada (2010), en su investigacion determina la presencia de pequefias cantidades
de alcaloide rosmaricina en la planta. De igual manera lo afirma Avila, Navarro, Vera,
Dévila, Melgoza, & Meza (2011) donde demuestran en sus estudios un alto contenido

de rosmaricina especialmente en las hojas de romero (Rosmarinus officinalis L).

La presencia de saponinas se evidencia en el extracto etandlico observandose la
presencia de burbujas sobre la superficie del mismo, mientras que en el extracto acuoso
no se observé la formacion de burbujas lo que dio un resultado negativo. En las

investigaciones realizadas por Herraiz (2009), se encontr6 saponinas acidas (0,15%).

La presencia de taninos se observa en el extracto acuoso, ya que el mismo posee
una coloracion verde claro, mientras que en el extracto etanolico se observa una
coloracion verde oscura lo que da como resultado positivo. Segun Herraiz (2009) el

romero (Rosmarinus officinalis L.) posee taninos especialmente en sus tallos.

La presencia de flavonoides se evidencia en el extracto etanolico, ya que el
mismo posee una coloracion rojiza, mientras que el extracto acuoso posee una
coloracion amarillenta obteniendo un resultado negativo. Avila, Navarro, Vera, Davila,
Melgoza, & Meza (2011) en su estudio demostraron que la planta de romero
(Rosmarinus officinalis L.) posee un alto contenido de flavonoides. De igual manera

afirma Estrada (2010), quien demostro la presencia de éstos compuestos como son:
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apigenina, diosmetina, diosmina, hispidulina, luteolina, cirsimarina, nepritina,

sinensetina y cupafolina.

La presencia de fenoles se evidencia en el extracto etanolico, ya que posee una
coloracion verde oscura, de igual manera se observa en el extracto acuoso; es decir, que
los fenoles se encuentran presentes en los dos extractos. En el articulo publicado por
Barni, Fantanals, & Moreno (2009), se evidencia que el extracto de romero (Rosmarinus
officinalis L.) posee una concentracion de 2,3% de polifenoles activos. Miercieli (2009),
realiza un estudio en las tinturas de romero (Rosmarinus officinalis L.) demostrando que

las mismas poseen mayor cantidad de polifenoles que las tinturas de Salvia officinalis.

4.3 Fase 3. Determinacion de la capacidad antioxidante

Se procede a obtener los resultados (Tabla N°8, N°9, N°10 y N°11), de la
capacidad antioxidante del extracto alcohdlico, acuoso y el acido ascérbico en tableta el
cual es el compuesto sintético con el cual se compar6 los resultados para ver cual posee

mayor capacidad antioxidante, ademas como patrdn se utilizé el acido ascérbico puro.
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4.3.1 Determinacion de la capacidad antioxidante del acido

ascorbico puro

Tabla 8

Resultados de porcentaje de captacion de radicales libres del acido ascérbico puro.

Concentracion % de
ML de extracto Absorbanciaa 517 nm Promedio

(ng/mL) Inhibicion
1 0,3333 2,3552 2,3529 2,3518 2,3533 0,0212
5 1,6667 2,248 2,2406 2,2496 2,2461 4,5755
10 3,3333 2,1526 2,1536 2,1526 2,1529 8,5351
20 6,6667 2,0079 2,0079 2,0091 2,0083 14,6784
50 16,6667 1,4564 1,4554 1,4562 1,456 38,1426
80 26,6667 0,8424 0,8421 0,8429 0,8425 64,2068
100 33,3333 0,4338 0,4346 0,4352 0,4345 81,5404

ICso (Hg/mL) 20,7889

Fuente: Autora

Al evaluar el porcentaje de captacion de radicales libres del patron de referencia

que se utilizé en la presente investigacion que es el acido ascorbico puro se pudo

evidenciar que en la concentracion de 100 ppm se obtuvo un mayor porcentaje del

81,54%.
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En cuanto al ICsp del &cido ascorbico puro se obtuvo 20,7889 pg/mL; segun
Noriega, Aldana & Guayasamin (2014), en su investigacion: ’Evaluacion de la
capacidad antioxidante de los extractos -alcoholico y acuoso- de la hojas de Ficus
Citrifolia y caracterizacion quimica de los polifenoles’” obtiene un valor del ICsy de
17,864 pg/mL es decir que los valores obtenidos en el presente trabajo son muy

parecidos y existe normalidad.

PORCENTAJE DE INNHlBICIQN ANTIRRADICAL
DPPH DEL ACIDO ASCORBICO PURO
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Grafico 2. Porcentaje de inhibicion de DPPH de &cido ascérbico puro.

Fuente: Autora
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4.3.2 Determinacion de la capacidad antioxidante del &cido

ascorbico en pastilla.

Tabla 9

Resultados de porcentaje de captacion de radicales libres del acido ascorbico en pastilla.

pL de Concentracion % de
Absorbanciaa 517 nm  Promedio
extracto (ug/mL) Inhibicién

1 0,3333 1,6527 1,68 1,6802 1,6709 0,5417

5 1,6667 1652 16521 1,652 1,652 1,6667

10 3,3333 1611 1,6356 1,6592 1,6453 2,0655

20 6,6667 16232 16211 1,6221 1,6223 3,4345

50 16,6667 15522 11,5518 11,5517 11,5518 7,631

80 26,6667 14469 14772 14764 1,4668 12,6905

100 33,3333 1,4311 1,43 1,4297 11,4302 14,869
1Cso

113,4747

(Hg/mL)

Fuente: Autora

Para la presente investigacion se compard los extractos del romero (Rosmarinus
officinalis L.), frente a acido ascérbico en pastilla, en el cual se observo que el ICsg €s
igual a 113,4747 pug/mL lo que significa que la pastilla de acido ascorbico ya sea por los
preservantes, excipientes y demas no posee una alta capacidad antioxidante como en el
caso anterior del acido ascérbico puro. Silva & Noriega (2018), en su reciente
investigacion revelan que el valor del 1Csg, de la pastilla del cido ascorbico es de 34,88
pg/mL, pero éste valor depende de la marca comercial debido a la cantidad de

sustancias que contiene como colorantes, saborizantes y entre otros.
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Grafico 3. Porcentaje de inhibicion de DPPH de la pastilla de &cido ascorbico.

Fuente: Autora
4.3.3 Determinacién de la capacidad antioxidante del extracto acuoso de

romero (Rosmarinus officinalis L.)

Tabla 10

Resultados de porcentaje de captacion de radicales libres del extracto acuoso de la planta.

pL de Concentracién % de
Absorbanciaa 517 nm  Promedio
extracto (ng/mL) Inhibicién

1 0,3333 2,2636 2,2635 2,2654 2,2642 2,2366
5 1,6667 2,1576 2,1619 2,1616 2,1446 7,4006
10 3,3333 2,1363 2,1365 2,1398 2,1375 7,7072
20 6,6667 1,8928 1,8915 1,8916 1,892 18,3074
50 16,6667 1,1095 1,1082 1,1084 1,1087 52,1286
80 26,6667 0,3494 10,3508 0,3507 0,3503 84,8747
100 33,3333 0,259 0,2633 0,262 0,2614 88,7133

ICso (Mg/mL) 17,1263

Fuente: Autora
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Al evaluar el porcentaje de captacion de radicales libres en el extracto acuoso de
la muestra se evidencia que en la concentracion de 100 ppm se obtiene el méas alto
porcentaje, el cual equivale a 88,71%. Comparado con el patrén de referencia tenemos
mayor porcentaje de captacion de radicales libres en el extracto. Posee un ICsy de
17,1263 pg/mL lo que demuestra que el extracto acuoso posee capacidad antioxidante.
De igual manera los autores Berrington & Lall (2012), describen en su estudio un valor
del ICs correspondiente a 10,965 para el extracto de romero. Segin Quispe (2001), en
su investigacion utilizo extracto acuoso de romero (Rosmarinus officinalis L), y obtuvo

un valor del 1Csp igual a 21.56 pg/ml.
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Gréfico 4. Porcentaje de inhibicion de DPPH del extracto acuoso de Rosmarinus Officinalis L.

Fuente: Autora.
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4.3.4 Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto etanolico de

romero (Rosmarinus officinalis L.)

Tabla 11

Resultados de porcentaje de captacion de radicales libres del extracto etanélico de la planta.

Concentracion % de
pL de extracto Absorbancia a 517 nm Promedio
(ng/mL) Inhibicion

1 0,3333 1,3265  1,3265  1,3265  1,3265 3,2105

5 1,6667 1,253 1,631  1,2531  1,2531 8,5662

10 3,3333 1,2571 1,2575 1,2574 1,2573 8,2597
20 6,6667 1,2166 1,2162 1,2171 1,2166 11,2294
50 16,6667 1,1308 1,1312 1,1316 1,1312 17,4607
80 26,6667 0,9002 0,899 0,8996  0,8996 34,3597
100 33,3333 0,8033  0,8026 0,8051  0,8037 41,3571
I1Cs0 (Lg/mL) 42,2613

Fuente: Autora

Al evaluar el porcentaje de captacion de radicales libres en el extracto etandlico

de la muestra se observa gque en la concentracion de 100 ppm se obtiene el mas alto

porcentaje, el cual equivale a 41,36%. Comparado con el patrén de referencia y con el

extracto etandlico tenemos menor porcentaje de captacion de radicales libres. El

extracto etandlico posee un ICsy de 42,2613 pg/mL, lo que significa que el extracto

acuoso posee mayor capacidad antioxidante que el extracto etandlico debido a que

mientras mas bajo es el 1Csy mayor capacidad antioxidante existe.
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No existe material bibliografico para comparar los resultados del extracto
etanolico, Abuashwashi (2017), realizO un estudio en extracto metanélico de

Rosmarinus officinalis L., en el cual obtuvo un ICs, correspondiente a 13,25 pg/mL.
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Gréfico 5. Porcentaje de inhibicion de DPPH del extracto etandlico de Rosmarinus Officinalis L.

Fuente: Autora.

59



4.3.4 Comparacion de los valores del 1Cs, del acido ascorbico puro, &cido

ascorbico en pastilla y extractos -acuoso y etanélico- del romero.

Valores del IC;, del ensayo DPPH de los
extractos y del acido ascérbico

Nl |
. | 1
Acido ascorbico Pastilla de cido Extractro acuoso Extracto
puro ascorbico etandlico

Gréfico 6. Valores del ICsq el ensayo de DPPH de extractos, acido ascorbico puro y acido
ascorbico en pastilla.

Fuente: Autora.
En el grafico N° 6 se observa de manera mas clara que el extracto acuoso posee
un ICso menor que el acido ascérbico puro, extracto acuso y que la pastilla de acido
ascorbico. Es decir que dicho extracto posee mayor capacidad antioxidante debido a que

su valor del 1Csq es el mas bajo.

4.4 Comparacion de la capacidad antioxidante de los extractos de la planta

de romero (Rosmarinus officinalis L.) frente a un compuesto sintético.

Para cumplir con el tercer objetivo de la presente investigacion se realizé un
analisis estadistico inferencial y descriptivo, mediante la ayuda de los programas

estadisticos IBM SPSS Statistics ® e InfoStat/L version libre 2019.
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4.4.1 Comparacion de la capacidad antioxidante del extracto acuoso frente

al compuesto sintético.

Para el analisis inferencial se realiza la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks,
debido a que se tiene una muestra menor a 50 datos, razon por la cual se plantea las

siguientes hipotesis:

H, = Los datos poseen una distribucién normal

H, = Los datos no poseen una distribuciéon normal
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Tabla 12

Prueba de Shapiro-Wilks

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilks
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Acido ascorbico ,255 7 ,188 871 7 ,191
Pastilla de acido ascorbico ,252 7 ,200 877 7 ,215
Extracto acuoso ,264 7 ,150 ,823 7 ,069
Extracto etandlico ,251 7 ,200* ,858 7 ,147

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Autora

Una vez realizada la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks se puede observar
en la columna de significancia que los datos de las muestras poseen una distribucién
normal porque los valores son mayores a 0,05; razon por la cual se acepta la hipotesis

nula.

Basandose en los resultados de la prueba de normalidad se aplica un disefio
completamente al azar, debido que se posee un factor de entrada -variable dependiente-,
un factor de salida -variable independiente- y un nivel de confianza del 95%. La
variable dependiente en éste caso es el solvente y la variable independiente es la
capacidad antioxidante de cada extracto. Para esta prueba se plantean las siguientes

hipotesis:

H, =u; #u, # u;
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Analisis de la varianza

Variable N Rf R® Aj CV
ICS0 4 0,94 0,91 28,05

Cnadro de Anali=sis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. =C gl CH F p—valor

Modelo S644,07 1 5644,07 30,61 00,0311
Euncentraciéj Se44, .07 1 S5644,07 30,81 00,0311
Error 368,75 2 184,37

Total 6012, 82 3

Figura 8. Prueba estadistica del ANOVA.

Fuente: Autora
En la ilustracion N° 8 se puede observar que el valor de p es menor a 0,05;
razon por la cual se acepta la hipotesis alternativa es decir que la actividad antioxidante
de los extractos del romero (Rosmarinus officinalis L.) posee diferencias significativas
entre si. En realidad el extracto acuoso de la planta posee mayor actividad antioxidante
que el extracto etandlico, debido a que el agua es el mejor solvente por su polaridad
debido a que tiene una mayor capacidad para atraer a los iones y asi incrementar su

capacidad antioxidante.

Finalmente para determinar que extracto es el que tiene mayor capacidad
antioxidante frente al acido ascorbico puro y a la pastilla de acido ascérbico se realiza la
prueba estadistica de Dunnett (tabla N°13 y N°14), la cual se basa en la comparacién de

diferentes tratamientos para observar y determinar el mas adecuado.

Para la interpretacion de resultados se debe determinar el limite superior de la
prueba, en donde los valores negativos representan una menor capacidad antioxidante

frente al patrén de estudio.
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Tabla 13

Prueba de Dunnett comparando con acido ascorbico puro

Comparaciones multiples
Variable dependiente: CONCENTRACION
T de Dunnett (bilateral)®

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de medias Limite Limite
(I) Extractos (J) Extractos ((EN)) Desv. Error  Sig. inferior superior
Extracto acuoso Acido ascorbico 7,09000 13,83441 919 -27,5883 41,7683
puro
Extracto etandlico Acido ascoérbico -12,46857 13,83441 ,698 -47,1469 -22,2097
puro

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demés grupos con este.

Fuente: Autora

En la tabla N°13 en la cual se compara con el acido ascérbico puro se evidencia

que el extracto etandlico posee menor capacidad antioxidante.

posee mayor capacidad antioxidante que el acido puro.

Tabla 14

Prueba de Dunnett comparando con la pastilla de acido ascorbico

Y que el extracto acuoso

Comparaciones multiples
Variable dependiente: CONCENTRACION
T de Dunnett (bilateral)®

Diferencia de

(I) Extractos (J) Extractos medias (I-J)  Desv. Error

Extracto acuoso Pastilla de &cido 31,19857 13,83441
ascorbico

Extracto etandlico Pastilla de acido 11,64000 13,83441
ascorbico

Intervalo de confianza al 95%

Sig. Limite inferior ~ Limite superior
,084 -3,4797 65,8769
, 738 -23,0383 46,3183

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.

Fuente: Autora
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En la tabla N°14 se compara los extractos de Rosmarinus officinalis L. con la
pastilla de acido ascorbico, en donde se observa que las muestras poseen mayor

capacidad antioxidante que el compuesto sintético.

100
90
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60
50
40
30
20
10

Acido ascorbico  Pastilla de 4cido  Extracto acuoso  Extracto etandlico
ascorbico

Gréfico 7. Histograma de la capacidad antioxidante de los extractos de romero (Rosmarinus
officinalis L.), frente al &cido ascérbico.

Fuente: Autora
Para finalizar se realiza la estadistica descriptiva, mediante el uso de un
histograma, en donde se afirma que el extracto acuoso de romero (Rosmarinus
officinalis L.), posee mayor capacidad antioxidante que el extracto etandlico, &cido

ascorbico puro y la pastilla de acido ascorbico.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A partir de la evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto alcohdlico y
acuoso de romero (Rosmarinus officinalis L.), frente a un compuesto sintético se

concluye lo siguiente:

De acuerdo con el screening fitoquimico del extracto alcohdlico, se evidencio la
presencia de: alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides y fenoles; mientras que en el
extracto acuoso se observd la presencia de: taninos y fenoles. Lo cual permite verificar

la capacidad antioxidante que posee la planta.

Se calculd el valor del ICs tanto de los extractos como del acido ascorbico puro
y la pastilla de acido ascérbico; obteniendo un valor méas bajo para el extracto acuoso y
uno similar para el acido ascorbico puro, demostrando que la planta posee capacidad

antioxidante.

A través del analisis estadistico de blogque al azar —~ANOVA-, el valor de p es
menor a 0.05 es decir que se rechaza la hipétesis nula, demostrando asi que la capacidad
antioxidante del extracto acuoso de romero (Rosmarinus officinalis L.), es diferente a la

del extracto etanolico.

Tambien se observo el cambio de coloracion de las muestras al realizar la
técnica de DPPH -2,2-difenil-1-picril hidrazilo-, la cual va desde un morado intenso-
violeta-café claro y finalmente amarillo palido; comprobando una vez mas la presencia

de la actividad antioxidante.
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El extracto acuoso fue que el presentdé mayor capacidad antioxidante con
88,71%, seguido del &cido ascorbico puro con 81,54%, luego el extracto etandlico con

41,35% y finalmente la pastilla de &cido ascérbico con 14,87%.

Mediante ésta investigacion se demostro que la planta de romero (Rosmarinus
officinalis L.) posee mayor capacidad antioxidante que los compuestos quimicos, ya que
en los ultimos se disminuye su capacidad por las sustancias que contiene como:

preservantes, colorantes, etc.
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RECOMENDACIONES

La continuidad de estudios sobre la planta de romero (Rosmarinus officinalis L),
debido a que la planta tanto en el extracto acuoso como en el etanolico posee la
mayoria de metabolitos que se estudiaron.

Desde el momento de la recoleccion de la planta hasta la elaboracidn de las pruebas
se tenga la asepsia adecuada para evitar contaminacion cruzada.

El estudio de la planta en diferentes épocas del afio es importante para la
observacién de presencia o ausencia de diversos metabolitos secundarios.

Estudio de la capacidad antioxidante del romero (Rosmarinus officinalis L), por
otros métodos como: ABTS o FRAP.

Estudio de factores que afectan la capacidad antioxidante de la planta de romero
(Rosmarinus officinalis L).

Envolver en papel aluminio los frascos &mbar para evitar la degradacion de los

reactivos.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de abreviaturas

AG Acido Galico

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

g Gramos

mL Mililitro

nm Nanometro

uL Microlitro

°C Celsius

ROS Especies Reactivas del Oxigeno

I1Cs Concentracion necesaria para disminuir

en un 50% la actividad antioxidante
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Anexo 2. Elaboraciéon de extractos

Figura 9. Pesaje de romero (Rosmarinus Officinalis L.)

Fuente: Autora

Figura 10. Extractos de Romero (Rosmarinus Officinalis L.)

Fuente: Autora
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Figura 11. Extracto etandlico en rotavapor

Fuente: Autora
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Figura 12. Extracto etan6lico de Romero (Rosmarinus officinalis L.)

Fuente: Autora
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Figura 13. Extracto acuoso de Romero (Rosmarinus officinalis L.)

Fuente: Autora
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Anexo 3. Preparacion de diluciones.

Figura 14. Dilucién de acido ascérbico.

Fuente: Autora

Figura 15. Dilucion del extracto acuoso.

Fuente: Autora
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Anexo 4. Método DPPH

Figura 16. Celdas con muestras para método DPPH

Fuente: Autora

Figura 17. Espectrofotometro UV

Fuente: Autor
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