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Resumen

Objetivo: Esta investigacion tuvo como objetivo general determinar la relacion entre el estudio
fitoquimico y actividad antioxidante de la corteza y la hoja de Psidium guajava L.

Métodos: Se prepard un extracto etandlico por maceracion por un periodo de 7 dias con etanol
de 96 °, el cual luego se llevo a sequedad a fin realizar un screening fitoquimico, para la
determinacion de los metabolitos secundarios, método propuesto por Olga Lock., asi mismo para
la evaluacion de la actividad antioxidante se usaron los métodos DPPH en el cual se determiné
el porcentaje de inhibicidn para hallar el correspondiente 1C50; y el método ABTS, se utilizé el

trolox como patrén de referencia

Resultados: El Screening fitoquimico determiné que la corteza de Psidium guajava L., presenta
metabolitos secundarios: Taninos, flavonoides y alcaloides. Las hojas contienen: Taninos,
flavonoides, triterpenos/esteroides, antraquinonas, alcaloides y lactonas sesquiterpénicas, para
determinar la antioxidante de la hoja por el método DPPH presenta un 1C50 de 0.572 mg/mL, el
extracto de la corteza obtuvo un IC50 de 8.206 mg/mL. Para el método ABTS 1 mg de extracto
de la hoja de Psidium guajava L. equivale a 2.84 mM de trolox, en caso de la corteza equivale a
0.357 mM de trolox.

Conclusiones: La especie Psidium guajava L. presenta metabolitos secundarios que se pueden

relacionar con su actividad antioxidante que se encuentra en la corteza y hoja.

Palabras Claves: Fitoquimica, Antioxidante, método DPPH, ABTS.
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Abstract

Objective: The general objective of this research was to determine the relationship between the
phytochemical study and antioxidant activity of Psidium guajava L. bark and leaf.

Methods: An ethanolic extract was prepared by maceration for a period of 7 days with 96 °
ethanol, which was then taken to dryness in order to perform a phytochemical screening, for the
determination of secondary metabolites, method proposed by Olga Lock, also for the evaluation
of antioxidant activity were used the DPPH methods in which the percentage of inhibition was
determined to find the corresponding IC50; and the ABTS method, trolox was used as a reference

standard.

Results: The phytochemical screening determined that the bark of Psidium guajava L. presents
secondary metabolites: tannins, flavonoids and alkaloids. The leaves contain: Tannins,
flavonoids, triterpenes/steroids, anthraquinones, alkaloids and sesquiterpene lactones, to
determine the antioxidant of the leaf by the DPPH method presents an IC50 of 0.572 mg/mL, the
bark extract obtained an I1C50 of 8.206 mg/mL. For the ABTS method 1 mg of Psidium guajava
L. leaf extract is equivalent to 2.84 mM trolox, in case of the bark it is equivalent to 0.357 mM

trolox.

Conclusions: Psidium guajava L. species presents secondary metabolites that can be related to

its antioxidant activity found in the bark and leaf.

Palabras clave: Phytochemistry, Antioxidant, DPPH method,



INTRODUCCION

En la actualidad se conocen diversas enfermedades crénicas, como la hipertension
arterial, diabetes mellitus, cancer entre otros; a raiz de la capacidad oxidativa de los
radicales libres generados en el ambiente y en nuestro organismo, estudios avalan que el
uso de recursos naturales como las plantas medicinales para contrarrestar los efectos
dafiinos de estos radicales libres. Es asi, que los antioxidantes cumplen un rol muy
importante en la prevencion de enfermedades para asi poder conservar la salud de cada
persona.

Los antioxidantes son sustancias quimicas que impiden o retrasan la oxidacion de
distintas sustancias, principalmente de los acidos grasos. Debido a que pueden producirse
reacciones quimicas tanto por alimentos como por el organismo humano, el cual puede
provocar alteraciones fisiolégicas desencadenando distintas enfermedades. Ademas, los
antioxidantes facilitan el uso fisiolégico del oxigeno por parte de las mitocondrias
celulares, reduciendo los efectos del estrés oxidativo y la falta de oxigeno, debido a que
se forman complejos que mitigan las reacciones productoras de radicales libres, estas son
moléculas inestables con electrones desapareados en sus Orbitas exteriores, por lo que
reaccionan con otros compuestos y previenen contra enfermedades crdnicas no
transmisibles (1).

La Psidium guajava L se ha utilizado como planta ceremonial o medicinal. Sin embargo,
su actividad quimica bioldgica no es tan reconocida por lo que hay escasos estudios que
utilicen técnicas de analisis para poder caracterizar los componentes de esta planta
medicinal, para que se utilice como agente terapéutico para diversas enfermedades
crénicas no transmisibles. (2)

El estudio de Duréan et al (3), El estudio evalu6 los extractos metandlicos de cortezas de
frutas como afectan a las membranas de los eritrocitos. Utilizando el peréxido de
hidrégeno, evaluaron la capacidad anti hemolitica y la deformabilidad de la membrana
de los eritrocitos en concentraciones variadas (200, 100, 50, 20ug/mL) En particular, el
extracto de corteza de guayaba verde mostr6 una viabilidad celular en mononucleares del
85-95% en esas concentraciones. Ademas, este extracto redujo significativamente la
hemolisis inducida por H202 en los eritrocitos, con una inhibicion del 37,7% al 62%
segun la concentracion.

Problema general

¢Cuadl es la relacion entre el estudio fitoquimico y actividad antioxidante de la corteza 'y
hoja de Psidium guajava L.?

Problemas especificos

- ¢Cuadles seran los metabolitos secundarios que se encuentran en la corteza y hoja de

Psidium guajava L.?
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- ¢Cudl sera la actividad antioxidante in vitro de la corteza y hoja de Psidium guajava
L. mediante el método DPPH?
- ¢Cudl serd la actividad antioxidante in vitro de la corteza y hoja de Psidium guajava
L. mediante el método ABTS?
Antecedentes de la investigacion
Luo You et al.,, en 2019, China, en este estudio se determinaron las Actividad
antioxidantes y antidiabéticas de los polisacaridos de las hojas Psidium guajava L. Se
aislaron los polisacaridos por el método GLP para determinar su actividad antioxidante
in vitro y su actividad hipoglucémica en ratones con diabetes inducida por
estreptozotocina con una dieta alta en grasas. Los resultados indicaron que GLP tenia una
gran capacidad para eliminar radicales libres de DPPH, OH y ABTS con IC50 de 46,49
pug/mL, 175,52 pg/mL y 102,82 pg/mL, respectivamente, que eran todos mas altos que
los del control positivo, como el acido ascdrbico o Trolox; en los ratones inducidos con
diabetes, su peso corporal disminuy6 continuamente de 31, 07 g a 28,36 g al ser tratados
con polisacaridos en bajas dosis o altas dosis durante 2 semanas. (4)
Hartati et al, en 2020, Indonesia, realizaron una investigacion para evaluar la capacidad
antioxidante y su contenido fitoquimico in vitro de las hojas y frutos de la Psidium
guajava L., por lo que se realiz6 el valor del indice de actividad antioxidante por el método
DPPH, CUPRAC y FRAP, para asi poder evaluar su contenido de fenoles totales (TPC)
y flavonoides totales (TFC). La extraccion fue realizada por el método de reflujo usando
n-hexano, etanol y acetato de etilo. ElI proceso de determinacion se realizd por
espectrofotometria UV-Visible, la correlacion del TPC y TFC con el indice de actividad
antioxidante por DPPH, CUPRAC y FRAP, y los 3 métodos fueron investigados por el
método de Pearson. Como resultado de la actividad antioxidante de los extractos de hojas
y frutos de la Psidium guajava L. mostré un indice de actividad antioxidante en un rango
de 0.33 - 56-46, CUPRAC 0.20 - 7. 31 y FRAP 1.65 - 59.89. EI TPC mas alto fue el de
extracto de hojas de etanol (49,55 + 1,45 g GAE/100 g), el TFC mas alto fue el extracto
de hojas en n-hexano (9,68 + 0,210 g QE/100g). EI TPC del extracto de hojas tiene una
correlacion positiva con el indice de actividad antioxidante DPPH, CUPRAC y FRAP.
En conclusidn, el extracto de hojas muestra una fuerte actividad antioxidante en los tres
métodos. Sin embargo, el etanol mostré ser el mejor solvente para la extraccion de hojas,
asi como el acetato de etilo para la extraccion de frutos Psidium guajava L. La actividad
antioxidante de los extractos de hojas y frutos fueron lineales en los tres métodos
realizados. (5)
Purba et al, en 2022, Tailandia, en esta investigacion se realizé extractos de hojas de
Psidium guajava L. y asi poder evaluar sus perfiles fitoquimicos, sus propiedades

antioxidantes, anti diabéticas y anti hemoliticas para la salud de los rumiantes. Se

11



realizaron extractos metandlicos y hexanoicos de distintas areas agricolas durante un
periodo de 5 meses, con el método de HPLC-DAD se detectan y cuantifican: acido
ascorbico, eugenol, tanino (&cido galico), &cidos cinamicos (&cido cafeico, acido
siringico, p-acido cumarico, acido sinapico y &cido ferulico) y flavonoides (catequina,
rutina, miricetina, quercetina, apigenina y kaempferol). El tipo de solvente es el
responsable de la variacion observada en el perfil fitoquimico. Los fitoquimicos tienen
menos concentracion en los extractos hexanicos en comparacion con los extractos
metanolicos. Se determind que el extracto hexanoico es deficiente en la proteccion del
dafio oxidativo en los eritrocitos de rumiantes a comparacién del extracto metanolico en
lo que respecta la inhibicion de la oxidacion de la hemoglobina, la peroxidacién lipidica
y la hemdlisis. Segun los resultados de este estudio, las hojas de Psidium guajava L.
contienen compuestos fitoquimicos con un alto potencial de bienestar en la produccion
de rumiantes. (6)

Pefia Reyes, en 2019, Chimbote - Peru, realiz6 un estudio cuyo objetivo fue comparar
los efectos del decocto y el extracto etanolico de hojas de Psidium guajava L. en el tiempo
de coagulacion de Rattus rattus var. albinus. Se prepar6 el extracto etanélico a partir de
hojas secas y molidas al 30%. Se dividio6 a 12 ratas en tres grupos para realizar pruebas.
Utilizando la técnica de Lee-White, se midio el tiempo de coagulacion (Tc) in vitro tras
extraer sangre de la vena cardiaca. En los ensayos, se usaron tubos con 1 mL de suero
fisioldgico para el control, 1 mL de EDTA para el grupo estandar, y 1 mL de extracto
etanolico o decocto para los grupos experimentales. Se registr6 el tiempo de formacion
del coagulo a 37°C. Los resultados mostraron que el tiempo de coagulacion con el decocto
fue de 63.5+0.765 min, mientras que con el extracto etandlico fue de 39.2+0.455 min. Por
lo tanto, se concluye que el decocto de hojas de Psidium guajava L. tiene un mayor efecto
en prolongar el tiempo de coagulacion comparado con el extracto etandlico en esta
especie de ratas .(7)

Gamarra et al, en 2022, Arequipa - Peru, El estudio tuvo como objetivo comparar la
cantidad de fenoles totales y la capacidad antioxidante de extractos etandlicos de hojas de
Psidium guajava L. de cuatro ecotipos diferentes: Camana, Moquegua, Tacna y Majes.
Para ello, se prepararon extractos etanélicos de cada ecotipo y se analizaron mediante los
métodos Folin-Ciocalteu y DPPH. Los resultados mostraron diferencias en la
concentracién de fenoles totales, con valores de 1641.19 + 13.01, 560.83 + 3.22, 244 +
5.72 y 293.49 = 3.30 mg EAG/L para cada ecotipo respectivamente. En cuanto a la
capacidad antioxidante, los ecotipos presentaron resultados de 22.06 + 0.14, 3.72 £ 0.03,
8.87 £ 0.03y 3.99 £ 0.02 mmol ET/L, respectivamente. La conclusion de la investigacion

es que existe una diferencia significativa (p<0.05) tanto en los fenoles totales como en la
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capacidad antioxidante entre los extractos etandlicos de los distintos ecotipos de Psidium
guajava L. estudiados. (8)

Pérez Garcia, en 2022, Ica - Perl, esta investigacion tuvo como propoésito analizar
fitoquimica y farmacogndsticamente las hojas de Psidium guajava L., recolectadas cerca
del lateral N°5 de la irrigacion “Cabeza de Toro” en Independencia, Pisco, Ica, a una
altitud de 211 msnm. En el analisis fitoquimico, utilizando la técnica de la Dra. Migdalia
Miranda de la Universidad de la Habana-Cuba, se identificaron componentes activos
como flavonoides, taninos, alcaloides, triterpenos, saponinas, aminoécidos y azucares
reductores, aplicando reactivos especificos para cada tipo de compuesto. El estudio
farmacogndstico evalu6 la calidad de la materia vegetal. Se realizaron analisis de
macromorfologia y caracteristicas organolépticas, determinando que las hojas tienen un
olor caracteristico, color verde oscuro, superficie lisa, y dimensiones de 11,4 cm de largo
y 4,7 cm de ancho. También se efectuaron pruebas fisicoquimicas, revelando una
humedad relativa del 11.50%, cenizas totales del 12.52%, cenizas insolubles en &cido
clorhidrico del 1.54%, cenizas solubles en agua del 2.72%, sustancias solubles en etanol
del 0.87% y materias extrafias del 0.60%. (9)

Pérez Pérez et al. en 2022, Costa Rica, Esta investigacion tuvo como objetivo analizar
cémo las diferentes fases fenoldgicas afectan el contenido de sustancias antioxidantes en
Psidium guajava L. Para ello, se estudio el 10% de las plantas de Psidium guajava L. del
banco de germoplasma del CESID-Fruticola y Apicola-CORPOZULA. El estudio,
realizado entre octubre de 2012 y septiembre de 2013, se centré en medir los niveles de
fenoles totales, flavonoides totales y la capacidad antioxidante en muestras de hojas secas
durante distintas fases fenoldgicas. La extraccion de fenoles totales se realizé mediante
ultrasonido, usando 0.5 g de muestra mezclada con un 80% de metanol y un 20% de agua.
La cuantificacion se llevé a cabo por espectrofotometria UV-VIS, utilizando acido falico
como estandar para fenoles totales y catequina para flavonoides totales. La capacidad
antioxidante se determin6 mediante el cation-radical ABTS. Para el andlisis de los datos
se emplearon estadisticas no paramétricas a través del programa estadistico SPSS. El
estudio determind que las plantas de Psidium guajava L. experimentaron tres fases
fenoldgicas: floracidn, fructificacion y brotacion vegetativa. La fase reproductiva fue la
mas predominante, con un 38,99% de flores y frutos, y se observé un aumento
significativo de brotes vegetativos durante la temporada de lluvias, asi como una
alternancia en la produccion de flores y frutos. Hubo una variabilidad notable en la
concentracién de antioxidantes dentro de la poblacion, siendo mas alta durante la
fructificacion y casi nula en periodos de precipitaciones. De este modo, se concluyé que
las fases fenoldgicas influyen en el nivel de sustancias antioxidantes en Psidium guajava

L., destacando la fase de fructificacion con la mayor cantidad de fenoles totales. Ademas,
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se encontrd una correlacion entre la capacidad antioxidante y los niveles de fenoles y

flavonoides totales. (10)

Vargas Bosmeadiano L., en 2018, lquitos - Per(, realizd su investigacion para poder
evaluar los macrocomponentes y su capacidad antioxidante de Psidium guajava L. de sus
frutos, siendo estd una muestra procedente del mercado Belén, donde su mayor
caracteristica fue el estado de madurez, siendo estos procesados para la obtencion de la
pulpa, la cual fue evaluada con analisis bromatolégicos. Los resultados del analisis de la
fruta fresca de Psidium guajava L. de la Amazonia peruana mostraron que contiene
85.08% de humedad, 13.45% de carbohidratos, 6.20% de fibra, 0.20% de grasas, 0.82%
de proteinas, 0.45% de cenizas, 16.70 mg de vitamina C y aporta 58.88 Kcal de energia.
En contraste, la fruta seca presenté 11.71% de humedad, 73.92% de carbohidratos,
36.60% de fibra, 2.96% de grasas, 9.19% de proteinas, 2.22% de cenizas, 50.40 mg de
vitamina C y proporcion6 359.08 Kcal de energia. A partir de la pulpa seca se obtuvo un
extracto etanolico con 1% de &cido férmico. Este extracto mostrd, mediante la prueba
DPPH, un contenido significativo de compuestos antioxidantes: 267.988 + 0.679 mg
EAG/100 g de fenoles totales, 0.5650 + 0.0337 mg de cianidina-3-glucosido/100 g de
antocianinas, 43.80 + 0.04 g de quercetina/100g de flavonoides y 62.816 + 51.326 (+)-
catequina/100g de taninos. En conclusion, se resaltan el alto valor nutricional de los frutos
de Psidium guajava L. y sugieren la posibilidad de su industrializacién para aprovechar
al maximo sus propiedades antioxidantes. (11)

Bases tedricas

Radicales Libres (RL)

Debido a su “papel de espada de doble filo” en numerosos procesos fisioldgicos y sus
efectos en una amplia gama de patologias, los radicales libres han ganado la atencion en
el campo de la biologia y la medicina. Los radicales libres que incluyen especies reactivas
de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS), provienen tanto de fuentes
enddgenas como exdgenas. Debido a sus caracteristicas Unicas, los radicales libres tienen
la capacidad de afectar negativamente a biomoléculas esenciales como &cidos nucleicos,
lipidos y proteinas, alterando asi el estado redox intracelular normal y provocando estrés
oxidativo. (SO) progreso. La diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas y
cardiovasculares, trastornos autoinmunes y varios tipos de cancer se han relacionado con

la superproduccién de los radicales libres y el estrés oxidativo . (12)
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Figura 1. Capacidad antioxidante. Los radicales libres tiene la capacidad de conceder un
electron y de esta manera impedir la reaccion en cadena dafiina para el organismo.
Fuente: Aguirre J, 2012. (13)

Estrés Oxidativo

El aumento de la concentracion de RL desbalancea la velocidad de formacién y
neutralizacion por el sistema antioxidante endégeno del organismo. lo que resulta en
estrés oxidativo (EO), que puede causar graves dafios celulares. (14)

Debido a que los RL pueden reaccionar quimicamente con proteinas, lipidos y DNA en
milisegundos, el EO es responsable de la degeneracion celular. Este dafio celular

irreversible puede resultar en dafios en los tejidos y finalmente en la muerte celular. (15)
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Figura 2. Factores de riesgo que contribuyen a la produccion de radicales libres.
Fuente: Bechthold J, 2018. (16)

15



La exposicion a radicales libres esta directa o indirectamente asociada con una amplia
gama de enfermedades crdnicas degenerativas. Estas enfermedades, que incluyen
Alzheimer, Parkinson, lesiones cerebrales por hipertension, distrofia muscular, esclerosis
maultiple, cancer, cataratas, degeneracion retinal, fibroplasia retrolental, enfermedades
autoinmunes, artritis reumatoide, diabetes mellitus, sindrome metabélico, trastornos
cardiovasculares, hipertension, problemas renales, enfisema pulmonar, infartos, anemia,
hepatitis, pancreatitis y envejecimiento (incluyendo la enfermedad de Werner que causa
envejecimiento prematuro), estan vinculadas al dafio celular provocado por el estrés
oxidativo. Esto también se relaciona con signos visibles como arrugas prematuras,

resequedad cutanea, disfuncion endotelial y dermatitis. (17)

Inflamacién Medicamentos
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Figura 3. Correlacion entre los factores externos que desencadenan un aumento en la
formacion de radicales libres y el origen de enfermedades a consecuencias del estrés
oxidativo.

Fuente: Solano E. 2017. (18)

Antioxidante
Un antioxidante es una molécula que tiene la capacidad de retardar o prevenir la oxidacién

de otras moléculas. La oxidacion es cuando los electrones de una sustancia pasan a un
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agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden generar radicales libres, que puedan
desencadenar reacciones de cadenas dafiinas. Los antioxidantes se oxidan entre ellos para
inhibir otras reacciones de oxidacion y eliminar los intermedios del radical libre para
terminar estas reacciones. Como resultado, los antioxidantes suelen ser agentes reductores
como los tioles o los polifenoles. Los antioxidantes son sustancias quimicas gque evitan o
retrasan la oxidacién de un sustrato biolégico oxidable cuando se encuentran en
concentraciones mas bajas. Los antioxidantes tienen una estructura quimica adecuada
para reaccionar facilmente, por lo que estos Ultimos pierden su reactividad y los
antioxidantes se oxidan, los que los convierte en moléculas significativamente “mas
estables” hacia su entorno. (19)

Los antioxidantes son compuestos quimicos que tienen la capacidad de reaccionar con los
radicales libres y para reducir los efectos perjudiciales que pueden tener en el organismo.
La dieta puede proporcionar algunos antioxidantes enddgenos o los produce el cuerpo
humano. La mayoria de los flavonoides tienen la capacidad de actuar como antioxidantes
y reaccionar con radicales libres. (20)
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Radical Libre
Figura 4. Neutralizacion de los radicales libre mediante la transferencia de electrones.
Fuente: Gimaraes A, 2016 (21).

Se clasifican en dos sistemas: antioxidantes endogenos y antioxidantes exdgenos:
Antioxidantes enddgenos

Son considerados como el primer sistema de defensa y los primeros que son sintetizados
por el propio organismo. El superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa son
antioxidantes enzimaticos y se encuentran localizados en la mitocondria y el citoplasma.

Se conocen también como antioxidantes enzimaticos. (22)
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Antioxidantes exdgenos

Son aquellos que se adquieren a través de la dieta, compuestos por una variedad de
sustancias con propiedades antioxidantes. Entre los mas destacados se encuentran las
vitaminas A, E y C, asi como compuestos fendlicos como los flavonoides, &cido cafeico
y sus derivados, acido clorogénico y acido rosmarinico. Ademas, minerales como el

selenio y el zinc también forman parte de este grupo de antioxidantes. (23)

Exogenos Endogenos
Mo enzimaticos.
Vitamma E (VE) | Glutanon. Coenzima ()
Vitamina C (VC) | Acido tidtico
Betacaroteno (BC) | Enzimaticos. Cofactor.
superdxidodismutasa

Flavonoides (SOD), cobre, manganeso,
zine. Catalasa (CAT). lnerro

Licopeno Glutationperoxidasa (GPX)
Selemo

Figura 5. Clasificacién de los antioxidantes
Fuente: Mayor R, 2010. (24)

Polifenoles y su accion antioxidante

La presencia de uno o varios anillos fendlicos es una caracteristica de una amplia gama
de compuestos encontrados en la naturaleza. Estos elementos se conocen como
polifenoles. Las plantas lo sintetizan en gran cantidad como resultado de metabolismo
secundario. Algunos son esenciales para las funciones fisiol6gicas de las plantas. Otros
actan como defensa ante diversos estimulos (hidrico, luminoso, etc). Los polifenoles se
dividen en varias clases y subclases segun la cantidad de anillos fendlicos y los
componentes estructurales que los componen. Los acidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico o del &cido hidroxicinamico), los estilbenos, los lignanos, los alcoholes
fendlicos, y los flavonoides son los principales grupos de polifenoles.

La ruta de &cido siquimico y la ruta de los poliacetatos son las dos principales vias por las
gue se producen los polifenoles como resultado del metabolismo secundario de las
plantas. Los aminoacidos aromaticos como la fenilalanina o la tirosina, o los acidos

cinamicos y sus derivados, como los fenoles sencillos, los acidos fendlicos, las cumarinas,
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los lignanos, y los derivados del fenilpropanol, se forman a través de la ruta del &cido

siquimico. Las quinonas y las xantonas son producidas por la ruta de los poliacetatos. (25)

Los polifenoles naturales son metabolitos secundarios de plantas, verduras, cereales,
frutas, café, té y otras plantas. Su extraordinaria eficacia y biocompatibilidad han
despertado el interés de los investigadores para que se utilicen como componentes

esenciales en alimentos funcionales, suplementos, cosméticos y medicamentos. (26, 27)

POLIFENOLES EN LOS ALIMENTOS
Grupo Principales Fuentes Alimentarias

Antocianinas *‘ ‘ b L :
Flavonoles

Flavononas

Flavonoles

Flavonas
1 - -
soflavonas Raa.

Figura 6. Alimentos ricos en polifenoles

Fuente: Aguilea M.2017.(28)

El anillo fendlico, un mondmero fundamental, es responsable de la proteccion contra el
dafio oxidativo (29).

Al quelar el hierro y eliminar los radicales reactivos, los compuestos polifendlicos pueden
controlar el estrés oxidativo y prevenir o incluso inhibir la oxidaciéon. (30, 31)

Los polifenoles dietéticos pueden ayudar contra el cancer, las osteoporosis, los eventos
cardiovasculares a través de sus efectos hipocolesterolémicos, antitrombdticos,

antihipertensivos y antiaterogénicos, disminuir y prevenir enfermedades relacionadas con
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la edad y actuar como compuestos antioxidantes, antiinflamatorios y antialérgicos,
diabetes y trastornos neurodegenerativos. (32)
La evidencia experimental demostré que los polifenoles protegen las partes celulares del
dafio oxidativo y las enfermedades degenerativas causadas por el estrés oxidativo. (33)
Los alimentos ricos en polifenoles pueden mejorar la capacidad antioxidante del plasma
al eliminar especies radicales (como ROS, RNS) o reprimir la formacién de radicales al
inhibir las actividades de las enzimas oxidorreductoras y/o quelar los metales que impiden
la produccion de radicales libres. Sus grupos fenélicos pueden aceptar un electrén para
formar radicales fenoxi, los que interrumpen las reacciones de oxidacion en cadena, y los
sistemas aromaticos conjugados pueden deslocalizar un electrén desapareado. (34)
Los polifenoles reducen la oxidacion de lipidos y otras moléculas al donar hidrégeno a
radicales (R). La resonancia hace que el PO- (radical fenoxi) sea relativamente estable
(no se inician nuevas reacciones en cadena) y actta como terminadores de la ruta de
propagacion cuando reacciona con otros radicales libres. (35)
Métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante total
- Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)
Se evalua utilizando un método fluorimétrico. Este proceso implica la generacion
de radicales peroxilo a través de la descomposicion térmica de AAPH (2,2'-azo-
bis(2-amidinopropano) dihidrocloruro). Estos radicales peroxilo buscan oxidar un
sensor 0 marcador fluorescente, que puede ser una proteina como la ficoeritrina o
un compuesto como la fluoresceina. Por otro lado, la funcién del antioxidante es
prevenir esta oxidacion. A medida que los radicales peroxilo oxidan el sensor
fluorescente, se observa una disminucién gradual en la fluorescencia del marcador,
la cual se mide y registra con un fluorimetro . (36)
- Poder de captacion de radicales totales (TRAP)
Para generar radicales peroxilos se utiliza un azo-iniciador, como AAPH o ABAP,
y se mide el oxigeno consumido durante la reaccién. Al afiadir una muestra que
contiene antioxidantes, se controla el consumo de oxigeno por estos compuestos.
Se compara el periodo en el que la oxidacién es inhibida por el antioxidante con
una muestra estdndar que contiene Trolox. Los resultados se expresan en
equivalentes de Trolox (mmol de peroxilo capturado por molécula de Trolox/L de
plasma). Esta prueba se puede llevar a cabo en plasma, suero o sangre. (37)
- Capacidad antioxidante de equivalentes al Trolox (TEAC)
El ensayo TEAC (Capacidad de Absorcion de Radicales Trolox) utiliza una técnica
espectrofotométrica fundamentada en la capacidad de los antioxidantes para inhibir

la absorbancia del catién radical ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
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sulfonato)). Este compuesto es un cromoforo de color azul-verde y estable, que se
caracteriza por un espectro de absorcidn de longitud de onda larga distintivo. (38)
Capacidad antioxidante para Reducir el ion Férrico (FRAP)

El ensayo FRAP es un método espectrofotométrico disefiado para evaluar la
capacidad antioxidante. Funciona midiendo la transformacion de un complejo de
hierro férrico incoloro y TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazina), un cromoégeno, a un
complejo ferroso de color azul verdoso. Esto ocurre gracias a la accién de
antioxidantes en un medio acido. EI método es efectivo para medir diferentes
antioxidantes no enzimaéticos, como la vitamina C y el &cido drico, pero no es
adecuado para antioxidantes que contienen grupos SH como el glutatién, acido
lipdico y ciertos aminoacidos, los cuales no reducen efectivamente el hierro férrico
a ferroso. Sin embargo, el ensayo FRAP puede aplicarse a muestras de saliva,
suero, plasma, orina u otros fluidos bioldgicos. (39)

Método DPPH

Este método nos facilita medir la actividad antioxidante de diferentes sustancias
contra el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), que se
encuentra en una solucion metandlica de color violeta intenso. A medida que se
afiaden muestras con antioxidantes, el color violeta se atendia(40). La disminucion
de la absorbancia del radical DPPH se monitorea en su longitud de onda
caracteristica durante la reaccion. El radical DPPH, que originalmente absorbe a
515 nm, muestra una reduccion en la absorbancia cuando es neutralizado por un
antioxidante. (41)

El radical libre DPPH, caracterizado por un electron desapareado, muestra una
absorbancia maxima a 515 nm y se presenta con un color violeta. Durante la
reaccion, este color cambia hacia un naranja palido, lo que indica que el electron
desapareado del DPPH se ha emparejado con un hidrégeno procedente de un
antioxidante, resultando en la forma reducida DPPH-H. (42). La eficacia de una
muestra en capturar radicales DPPH varia en funcién de la cantidad de principio
activo que contenga. Este proceso se refleja en la disminucion de la absorbancia a
lo largo del tiempo, mostrando la reduccion en la concentracion del DPPH-H. (43)
La estequiometria de la reaccion del DPPH es similar a la de antioxidantes
convencionales como el acido L-ascérbico o el Trolox, permitiendo asi que los

resultados se expresen en términos equivalentes a estos estandares. (44)

Psidium guajava L.

Sinonimia botanica

Guaiava pyriformis Gaertn.; Guajava pyrifera (L.) Kuntze; Myrtus guajava (L.) Kuntze y

su variante pyrifera; Psidium guajava en sus variantes cujavillum (Burman) Krug &
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Urban ex Urban y pyrifera (L.) Kuntze; Psidium guava Griseb.; Psidium guayava Raddi;
Psidium igatemyensis Barb. Rodr.; Psidium pomiferum L.; variantes de Psidium
pumilum, como guadalupense DC. y Vahl.; Psidium pyriferum L.; Psidium sapidissimum
Jacq.(45).

Sinonimia comun

Guayabo; Guayaba perulera (Rep. Mex.); Guayabo de venado (Col.); Guayaba manzana
(Tab.); Jalocote, Xalécotl, Chalxdcotl (l. ndhuatl). (45)

Clasificacion sistematica

DIVISION: FANEROGAMAS
CLASE: EQUISETOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE
SUPER ORDEN: ROSANAE
ORDEN: MYRTALES
FAMILIA: MYRTACEAE
GENERO: Psidium
ESPECIE: Psidium guajava L.

Descripcién botanica

Arbol que puede llegar a medir de 2 a 10 metros, con hojas oblongas o elipticas,
apiculadas de un largo de 4 a 12 cm con 3 a 4 de ancho, con nerviaciones prominentes y
glandulas transparentes. Con flores blancas, axilares y grandes. Sus frutos son bayas
aromaéticas carnosas, con un caliz persistente en el pice, piriformes o globosas, con gran

cantidad de semillas duras en la pulpa. (46)
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Figura 7. Psidium guajava L.

Fuente: Vives P, 2016. (47)

Origen y distribucion

Nativa de la region tropical de América, esta planta es popular por su consumo tanto en
estado fresco como en productos procesados tales como jugos, mermeladas, conservas y
pulpas. En Venezuela, particularmente en la planicie de Maraciba, se cultiva exitosamente
en mas de 4,000 hectéreas, beneficiandose de condiciones agroecoldgicas Optimas que
favorecen una produccion tradicional. (48)

Historia

Los cultivos del guayabo o guayaba se extendieron en distintas regiones del mundo,
donde desde el afio 1526 era comun en las Indias Occidentales como la Antillas y las
Bahamas. Donde los colonizadores espafioles lo transportaron la as Islas Filipinas a través
del Océano Pacifico para que después los portugueses lo introdujeran a principios del silo
XVII en las Indias orientales siendo esto en el sudeste y sur de Asia donde rapidamente
se introdujo como cultivo. El primer cultivo comercial fue en la Florida, sitio de entrada
a los Estados Unidos, plantado posiblemente en 1912. (49)

Parte utilizada: Hojas y corteza

Composicion quimica

Las hojas contienen taninos, fenoles, flavonoides, triterpenos, esteroides, saponina y
compuestos aminados. Contiene un aceite esencial y diversas sustancias volatiles, ademas
de &cido guajanoico, R-sitosterol, uvaol, &cido oleandlico y &cido 2-a-hidroxiursolico,
morin-3-O-a-L-arabopiranosido, hiperina, miricetina-3-O-aD-glucosido, quercetin-3-O-
’-D-glucuronopiranosido, &cido ursolico, 1-O-galoil-a-D-glucosa.

Se ha detectado &cido ascorbico, junto con otros flavonoides, azlcares reductores y
alcaloides. Se logro aislar una benzofenona inédita y un flavonol de tipo galoil-glicésido,

ademas de identificar 5 nuevos quercetin-glicosidos. También se ha reportado el
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descubrimiento de 16 nuevos flavonoides y 4 triterpenos que no se conocian
anteriormente. (50)

Se ha encontrado presencia de acido ascorbico y otros flavonoides como azlcares
reductores y alcaloides. Se pudo aislar una nueva benzofenona y un flavonol de naturaleza
galoil-glicésido, con 5 nuevos quercetin-glicésidos. Se ha informado el aislamiento de
nuevos flavonoides 16 y de 4 nuevos triterpenos. (50)

Usos etnomedicinales

Esta planta es comUnmente utilizada para tratar afecciones gastrointestinales como
diarrea, escalofrios y colicos estomacales, a través de infusiones de sus hojas tres veces
al dia o como agua de uso, y se puede combinar con leche, bicarbonato, azlcar y hojas de
hierbabuena. Para problemas cutaneos, las hojas, solas 0 en mezcla con otras hierbas, se
hierven y se aplican localmente en lavados o cataplasmas. Ademas, se recomienda para
caries, inflamaciones, problemas biliares, escarlatina, hemorragia vaginal, heridas, fiebre
y deshidratacion. Las hojas machacadas sirven para curar heridas, Ulceras y reumatismo.
Masticar las hojas puede sanar heridas bucales y, junto con hojas de Loranthus
beengwess, Citrus limon y Jatropha curcas, se usan para tratar la diabetes mellitus como
hipoglucemiante. Cocer las hojas alivia molestias de pecho y garganta. En Venezuela, la
cataplasma de hojas en el abdomen trata la obstruccion del bazo e inflamaciones. Los
extractos fendlicos (guaverina, &cido psidiolico, quercetina) de hojas y flores han
mostrado actividad antibi6tica (G-) contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis y
Shigella flexneri. La corteza se usa para cicatrizar heridas cutaneas (llagas y Ulceras). El
té de hojas o corteza es efectivo para trastornos gastrointestinales (disenteria, dispepsia,
diarrea, dolores estomacales), vértigo, nauseas y regularizacion menstrual. La raiz,
corteza, hojas y frutos verdes son astringentes y se utilizan contra disenterias atonicas y
para tratar sarna y picazon. La raiz ayuda contra la hidropesia. El fruto fresco actlla como

laxante y tiene propiedades hipoglucémicas. (51)

Otros usos

Artesanal debido a su madera compacta por lo que se usa en carpinteria y torneado, dando
la creacion a juguetes y jirones en la India, colorante para tefiir seda y algodon de color
negro utilizando sus hojas, comestible en conservas o fresco, en jugos, vinos y bebidas
debido a su fruto, curtiente de pieles por su presencia de taninos en la hoja 10% y corteza
11 a30% (51).

Actividad farmacoldgica

El extracto de las hojas de la Psidium guajava L. tiene actividad anticatarral a dosis de 2
a 5 g/kg en ratas y caballos respectivamente, efecto antiinflamatorio y analgésico por via

intraperitoneal a dosis de 50 - 800 mg/kg, Este compuesto muestra un efecto
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hipoglucemiante en la diabetes tipo 2 a una dosis de 10 mg/kg, gracias a su capacidad
para inhibir la proteina tirosin-fosfatasa 1B. Ademas, su extracto acuoso detiene la enzima
alfa-glucosidasa in vitro, lo que ayuda a reducir el aumento de glucosa en sangre después
de comer. Posee una actividad antibacteriana de amplio espectro y actla como
antioxidante tanto in vitro como in vivo. Se ha demostrado su capacidad hepatoprotectora
contra la intoxicacién por CCl4 en ratas Sprague Dawley a una dosis de 200 mg/kg, efecto
atribuido a la quercetina presente en las hojas. Ademas, esta sustancia tiene un efecto
antidiarreico debido a su accion espasmolitica. (52)
Contraindicaciones y efectos secundarios
Si es que tiene alguna hipersensibilidad observada, obstruccion intestinal, estrefiimiento
por mas de 7 dias, evacuaciones diarreicas 0 con sangre que no tenga mejora despues de
3 dias. No se recomienda en menores de 8 afios. Evitar su consumo en pacientes
hipotensos o que han tenido trastornos en la coagulacion por consecuencia del efecto
vasodilatador de los flavonoides. No se debe tomar en conjunto con antibiéticos del grupo
farmacolégico de las quinoleinas por una posible inhibicidn de su accion de la quercetina.
(53)
Toxicidad
Los estudios histopatoldgicos en ratas han mostrado edema cerebral ligero, en rifiones
tumefaccion celular ligera del epitelio tubular, degeneracién vascular ligera en el higado
y el intestino delgado un escaso infiltrado inflamatorio linfo-monocitario en mucosa con
escasez de eosindfilos, reflejado en grupos controles con resultados similares (54).
Objetivo general
Determinar la relacién entre el estudio fitoquimico y actividad antioxidante de la corteza
y hoja de Psidium guajava L.
Objetivos especificos

- ldentificar los metabolitos secundarios que se encuentran en la corteza y hoja de

Psidium guajava L.
- Determinar la actividad antioxidante in vitro de la corteza y hoja de Psidium
guajava L. mediante el método DPPH.
- Determinar la actividad antioxidante in vitro de la corteza y hoja de Psidium

guajava L. mediante el método ABTS.
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ESTRATEGIA METODOLOGICA
Tipo de investigacion
Basica, ya que tiene como interés el por qué la existencia de un fenémeno, tratando de
justificar una teoria. (55)
Disefio de la investigacién
No experimental, donde un grupo de sujetos realiza una prueba de medicion de la variable
dependiente sin manipulacion en la variable independiente. (56)
Nivel de investigacion
Descriptivo, donde se da comprensién de la obtencion de los anélisis, es decir las
operaciones usadas y los tipos de medidas para poder presentar los datos en cuestion. (57)
Comparativo, se compara entre dos 0 mas muestras para poder estimar semejanzas y
diferencias segun las variables. (57)
Prospectivo, donde se trata de estimar resultados futuros donde el acontecimiento ain no
se presenta. (57)
Poblacion y muestra
- Poblacién vegetal:
Psidium guajava L.
- Muestra vegetal:
Hojas y corteza de Psidium guajava L.
Procedimientos
Tratamiento del material vegetal
- Recoleccion
La recoleccion de la muestra de la especie vegetal Psidium guajava L. se
realiz6 en un huerto familiar ubicado distrito de Pachacutec de la Ciudad de
Ica. Este proceso se llevo a cabo durante las primeras horas de la mafiana.
Para la recoleccion de la muestra se utilizaron bolsas hechas de papel Kraft
facilitando el traslado de la especie al museo de Historia natural de la UNMSM
para su clasificacion taxonémica.
- Clasificacion Taxonémica
- Después de recolectar la muestra (incluyendo hojas, tallo, flor y fruto), se
transport6 una parte a Lima, al Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Alli, la Dra. Joaquina Alban Castillo, jefa del
Herbario San Marcos, llevé a cabo la clasificacion taxonémica de acuerdo con

el sistema de clasificacion APG IV del afio 2016.
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Seleccion

Una vez recolectada la muestra se e seleccionaron las hojas con mejor calidad,
es decir las hojas sanas, estas fueron seleccionadas en papel Kraft, para
protegerlas y evitar cualquier tipo de contaminacién.

Limpieza

La limpieza de la muestra (hojas y corteza) se realiz6 en las instalaciones del
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la
Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, en donde en primer lugar se
utiliz6 agua de cafo para retirar el polvo y cualquier otro tipo de impurezas
propias del huerto, luego se procedié a limpiar con agua destilada.

Secado

El proceso de desecacion fue un proceso a temperatura ambiente bajo sombra,
la muestra se coloc6 sobre ldminas de papel Kraft durante un periodo de 15
dias, durante este tiempo de secado la muestra se fue moviendo para finalmente
obtener un secado uniforme. El secado se realiz6 de manera natural para evitar
que la concentracion de los principios activos de nuestro interés no sufra
ningun tipo de alteracion.

Molienda

El proceso de molienda se realizd cuando se encontrara completamente seca,
se procedid a moler tanto las hojas como la corteza de nuestra especie,
utilizando un molino analitico, este proceso es sumamente importante para
luego proceder con el proceso de maceracion de nuestra muestra.
Conservacion

Para su mejor conservacion se coloco la muestra en un frasco de color &ambar

con tapa, indicando la fecha de almacenamiento.
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Figura 8. Tratamiento de la muestra vegetal
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Obtencidn del extracto etandlico por maceracion
10 g de hojas secas y molidas, asi como de la corteza fueron tratadas con 60 mL de Etanol
96° macerandose por 7 dias, con agitacién diaria, luego se filtra, renovando el solvente y
dejando el marco macerando por espacio de 7 dias mas. Los filtrados se retinen y son
evaporados al vacio en un evaporador rotatorio a 40°C. Se obtuvo aproximadamente 279
de extracto etanolico seco de color verde oscuro para el caso de las hojas y 2,3 g de
extracto etandlico seco de color pardo amarillento en el caso de la corteza. (58, 59)
Screening fitoquimico
Con el objetivo de identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en los
extractos, se realiz6 un screening fitoquimico con 2 g de los extractos etanélicos secos,
considerando la extraccion por solventes de diferentes polaridades, de los que se
obtuvieron 5 fracciones en cada caso, en las que se realizaron reacciones de coloracion
y/o precipitacion para realizar la identificacion de los grupos de metabolitos secundarios.
(58, 59)
Determinacion de grupos funcionales.
Obtencion de Fracciones
Procedimiento
Se procesaron 10 g de hojas secas y molidas y de corteza con 60 mL de etanol al
96%, dejandolos macerar durante 7 dias con agitacion diaria. Posteriormente, se
filtré la mezcla y se renové el solvente, continuando la maceracion por otros 7
dias. Los filtrados obtenidos se combinaron y se evaporaron en un evaporador
rotatorio a 40°C bajo vacio. Como resultado, se produjeron aproximadamente 27
g de extracto etandlico seco de color verde oscuro a partir de las hojas y 2,3 g de
extracto etandlico seco de color pardo amarillento de la corteza.
- Insoluble
Primero se lavé la muestra hasta alcanzar un pH neutro usando agua
destilada H,O. Después, se disolvio en diclorometano (5 ml), eliminando
cualquier residuo de agua con sulfato de sodio anhidro. Finalmente, se filtr6
la mezcla para obtener la Fraccion B.
- Solucion é&cida
- La mezcla fue filtrada y luego alcalinizada con amoniaco. Posteriormente,
se realizé una extraccion usando diclorometano (2x50 mL), lo que resultd
en la obtencion de distintas fases.
v Fase Diclorometanica
Se utiliz6 un volumen de 10 mL de agua destilada para lavar y luego se
sectd la fase de diclorometano, empleando sulfato de sodio anhidro.

Después de filtrar, se obtuvo la Fraccion C.

29



v' Fase Acuosa
Se afiadieron 5g de sulfato de sodio anhidro para saturar la solucién,
seguido de una extraccion con una mezcla de diclorometano y etanol en
proporcion 3:2 (2x25 mL). De este proceso se obtuvieron distintas fases.
e Fase Orgénica
Se procedio a lavar la fase diclometanica-etandlica con una
solucion de 10 mL de sulfato de sodio anhidro, reuniendo las
fases acuosas. Posteriormente, se utilizé 1g de sulfato de sodio
anhidro para deshidratar la fase orgénica. El filtrado resultante
de este proceso constituy6 la Fraccion D.
e Fase Acuosa
Esta estd compuesta por residuos de la fase orgéanica, formando

asi la Fraccion E. En estas fracciones se procedié a determinar

la presencia de diferentes metabolitos.

Deteccién de Taninos

Reaccion de gelatina-Sal

Se utilizaron 3 tubos de ensayo, y se agreg6 0.5 mL de extracto sobre 1 mL
de NaCl 5% en el tubo N°1, al tubo N°2° se adiciono la solucion de gelatina
al 1%, el 1° y 2° tubo es indicativo para determinar la presencia de taninos,
si ocurre en el tubo 1° el resultado seria un falso positivo.

Reaccion de Cloruro Férrico

Se afiadieron 0.5 mL de la muestra denominada "fraccion A" y una gota de
FeCl; al 1%. La aparicién de colores azul-negro, verde o azul verdoso indica

un resultado positivo.

Deteccién de Flavonoides

Reaccion de Shinoda
En una placa se agreg6 3 gotas de extracto de la fraccion A, después se
afiadio limaduras de Mg y 2 gotas de HCI concentrado. La reaccion resulta

positiva cuando aparecen tonos de color rojo, anaranjado y violeta.

Deteccion de Aminoéacidos

Reaccion de Ninhidrina

La reaccion se realizd sobre tiras de papel de filtro, utilizando una pipeta
capilar se coloc6: a) Fraccion A mas reactivo de Ninhidrina al 2%. b)
Blanco: Sol. etandlica mas Ninhidrina al 2%. Las tiras secas de papel se
colocaron a 110°C hasta darnos un color blanco. El color azul violaceo es

positivo.
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Deteccion de Alcaloides
Se utilizaron cuatro tubos de ensayo para el experimento. En cada uno, se
afiadieron 4 mL de extracto y 1 mL de HCI al 1%. Posteriormente, se llevaron a

cabo las siguientes reacciones de precipitacion:

o Con Mayer, se espera ver un precipitado blanco.

o Con Dragendorff, un precipitado de color anaranjado.
e Con Hager, un precipitado amarillo.

Deteccidn de Saponinas
- Prueba de Espuma
Se agit6 una cantidad de 2.5 mL del extracto durante 60 segundos, seguido
de un periodo de reposo de 15 minutos. Posteriormente, se observo la
formacion de espuma. Para considerar el resultado como positivo, la altura
de la espuma debe superar los 5 mm.
Determinacion de la actividad antioxidante
Meétodos para determinar la actividad Antioxidante
- Ensayo de decoloracién del cation radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)
La capacidad de los extractos para capturar radicales libres se evalué mediante
la decoloracién que causan en una solucion metanélica de 100mM del radical
DPPH, utilizando el método propuesto por Brand-Williams con ciertas
modificaciones. Se prepar6 una solucion madre de DPPH con una
concentracién aproximada de 31 mg/L en metanol, verificando que su
absorbancia a 517 nm estuviera entre 0,9 y 1,1 unidades. Luego, se mezclaron
2.9 mL de esta solucién con 100 L de solucién de diferentes concentraciones

de cada extracto.

Para el blanco del reactivo, se combinaron 2.90 mL de la solucién de DPPH y
100 pL de solvente (etanol). Las muestras se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos en oscuridad, tras lo cual se midio la absorbancia
a 517 nm. El ensayo se realiz6 por triplicado y el porcentaje de inhibicion del

radical se calculé usando la formula correspondiente:

% inhibicién = Absorbancia (blanco) - absorbancia (muestra) x 100
absorbancia (blanco)
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Expresando la actividad antioxidante como IC 50 que se refiere a la
concentracion del extracto que inhibe el 50% de la absorbancia del radical
DPPH. (58, 60)
- Ensayo de decoloracién con el radical catiénico ABTS

Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS, como
consecuencia de la interaccién del radical con especies donantes de ion
hidrogeno o de electrones. El radical cationico ABTS es un cromoéforo que
absorbe a distintas longitudes de ondas, siendo la longitud de onda de 734 més
especifica. El radical se genera por la reaccidn de oxidacion del ABTS (2,2;-
azino-his- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de
potasio. se toma 1 mL y se disuelve en 70 mL del solvente (buffer fosfato de
pH 7,2). La absorbancia de la solucion se mide y debe ser 0,70 + 0.02 unidades.
Para la evaluacion de la actividad antioxidante se emplearon 20 pL de las
diluciones de diferentes concentraciones de los extractos y 1,980 mL de la
solucion del radical ABTS. Se agito y después de 4 min de reaccion a 37°C, se
lee nuevamente la absorbancia y se le resta la absorbancia de referencia del
reactivo. La referencia del reactivo consistio en una solucién del radical ABTS
con el solvente de la muestra (en este caso etanol 96°). El experimento se
realizd por triplicado y los resultados se expresaron como valores TEAC
(trolox equivalent antioxidant capacity) para lo cual se realiza la construccién
de una curva patron de Trolox a partir de una solucién del rango de 0.5 a 0,0312
mM (58, 59).

Analisis e Interpretacion de los Resultados

Cada resultado se registrd en un cuaderno de trabajo designado por el autor, asi mismo se

puso en uso el programa Excel para la organizacién de tablas, asimismo se determing el

promedio mediante su desviacién estandar, asi como las grafica de correlacion.
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Preparacion del extracto

Método DPPH

Siendo este un radical organico estable con una coloracion fuerte violeta, se
puede medir por espectrofotometria a un decaimiento de absorbancia a 517 nm,
sus resultados son expresados en ECso- “Concentracion de antioxidante necesaria
para estabilizar 50% del DPPH” (26).

: O:N

o O

Figura 9. Mecanismo de reaccion del método DPPH

Fuente: Shutterstock, 2023.

Método ABTS

Primero se debe generar la oxidacion del ABTS y para poder fundamentar su
actividad antioxidante se debe estabilizar el radical catién coloreado, los
resultados de este método se dan en equivalentes Trolox (55).



Sample
Antioxidant =« H20;

Antioxidants

—

Figura 10. Proceso del método ABTS

Fuente: Shutterstock, 2023.
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RESULTADOS

Tabla 1. Sccrening fitoquimico de los extractos de hojas y corteza de la especie.

Fraccion Reacciones Metabolito Hojas Corteza
Ninhidrina Aminodcidos libres -- -
Rx. Gelatina — Sal
A Rx. Cloruro Taninos + +
Férrico
Shinoda Flavonoides + -
Rx Liebermann Burchard Triterpenos/Esteroides - --
B Rx Borntrager Antraquinonas + --
Rx. Shinoda Flavonoides + +
Rx. Liebermann Burchard  Triterpenos/Esteroides + --
Rx. Mayer
Rx. Dragendorff )
c Rx. Hager Alcaloides + +
Rx.Wagner
Lactonas
Rx Kedde sesquiterpenicas B N
Rx. Mayer
Ei mzﬁndorff Alcaloides + +
Rx. Wagner
D Rx. Rosenheim Leucoantocianidinas N B
Rx. Shinoda Flavonoides + +
Triterpenos /

Liebermann-Burchard esteroides + -
E Rx.Shinoda Flavonoides 3 N
Espuma Saponinas N ¥

+ Presencia -- Ausencia
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Actividad antioxidante por el método del radical DPPH

Tabla 2. Valores de absorbancia y porcentaje de inhibicion del radical DPPH por

disoluciones del extracto de las hojas de la especie Psidium guajava L.

Extracto
mgimL Abs 1 Abs 2 Abs Prom %lInh
0.072 0.92 0.928 0.924 5.6
0.145 0.851 0.839 0.845 13.6
0.29 0.711 0.693 0.702 28.2
0.58 0.49 0.497 0.493 49.6
1.16 0.238 0.252 0.245 75
Blanco 0.978

Figura 11. Correlacion entre la concentracion del extracto y el porcentaje de inhibicién
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Por lo tanto: 1C50 = 0.572 mg/mL de extracto de hoja
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Tabla 3. Valores de absorbancia y porcentaje de inhibicion del radical DPPH por
disoluciones del extracto de la corteza de la especie Psidium guajava L.

Concentracion del ) ) Absorbancia %
extracto mg/mL Absorbancia 1 Absorbancia 2 Promedio Inhibicién
0.68 0.902 0.921 0.912 6.75
1.35 0.85 0.868 0.859 12.68
2.7 0.777 0.771 0.774 20.85
5.4 0.68 0.692 0.686 31.88
10.8 0.347 0.334 0.34 65.24
Blanco 0.978

Figura 12. Correlacion entre la concentracion del extracto de la corteza y el
porcentaje de inhibicion

70 y = 5.6018 + 4.0307
R = 0.9946
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Por lo tanto: 1IC50 = 8.206 mg/mL de extracto de corteza
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Actividad antioxidante por el método del radical ABTS

Tabla 4. Valores de absorbancia de las disoluciones de patron trolox para la curva de
cuantificacion

Concentracion Absorbancia ) Absorbancia
trolox (mM) 1 Absorbancia 2 Promedio Yo TEAC

0.0312 0.594 0.608 0.6 0.087

0.0625 0.554 0.549 0.552 0.136

0.125 0.483 0.491 0.487 0.2
0.25 0.322 0.318 0.320 0.317
0.5 0.187 0.181 0.184 0.503

Blanco reactivo 0.687

Figura 13. Curva de cuantificacion del trolox para determinar la actividad
antioxidante por el método ABTS

0.6 y = 0.868x + 0.0804
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Tabla 5. Valores de absorbancia de las disoluciones del extracto etanélico de las hojas de Psidium
guajava L. y su TEAC correspondiente

Concentracion del ) ) Absorbancia  Abs TEAC
Absorbancial  Absorbancia 2
extracto mg/mL Promedio res.
0.009 0.565 0.553 0.559 0.128  0.057
0.018 0.533 0.515 0.524 0.163  0.093
0.036 0.463 0.483 0.473 0.214 0.152
0.072 0.37 0.382 0.376 0.311  0.263
0.145 0.244 0.238 0.241 0.446  0.441

Figura 14. Curva de correlacién de concentracién del extracto de hojas vs equivalente
de trolox, por el método ABTS
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En consecuencia: 1mg de extracto equivale a 2,84 mM de trolox
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Tabla 6. Absorbancia y TEAC correspondiente para disoluciones del extracto etanolico de la

corteza de la especie Psidium guajava L.

Concentracion del ) ) Absorbancia Abs TEAC
Absorbancial  Absorbancia 2
extracto mg/mL Promedio res.

0.036 0.605 0.601 0.603 0.074 0
0.072 0.528 0.536 0.532 0.145 0.084
0.145 0.483 0.472 0.48 0.207 0.144
0.29 0.386 0.381 0.381 0.309 0.238
0.58 0.274 0.288 0.281 04 0372

Figura 15. Curva de correlacién de concentracion del extracto de corteza vs equivalente
se trolox por el método ABTS
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Por lo tanto: 1mg de extracto de corteza es equivalente a 0.357 mM de trolox
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DISCUSION

Pérez Garcia, en 2022, Ica - Peru, realizé una investigacion para determinar los analisis
fitoquimicos y farmacognosticos de las hojas de Psidium guajava L. En su tamizaje
fitogquimico, se identificaron diversos principios activos: Flavonoides, Taninos,
Alcaloides, Triterpenos, Saponinas, Aminoacidos y Azucares reductores. Para ello se
utilizé la técnica de la Dra. Migdalia Miranda de la Universidad de la Habana-Cuba.
Empleando reactivos de coloracién y/o precipitacion, mientras que en la investigacién
realizada empleando el método de Olga Lock, se determind que la corteza de Psidium
guajava L., presenta metabolitos secundarios: Taninos, flavonoides y alcaloides. Las
hojas contienen: Taninos, flavonoides, triterpenos/esteroides, antraquinonas, alcaloides y
lactonas sesquiterpénicas. Por ambos métodos se identificaron metabolitos secundarios.
Taninos, flavonoides, alcaloides y triterpenos y/o esteroides.

Luo You et al., en 2019, China, en este estudio se determinaron las Actividad
antioxidantes y antidiabéticas de los polisacéridos de las hojas Psidium guajava L. Los
resultados indicaron que GLP tenia una gran capacidad para eliminar radicales libres de
DPPH, OH y ABTS con IC50 de 46,49 pg/mL, 175,52 pg/mL y 102,82 pg/mL,
respectivamente, que eran todos mas altos que los del control positivo, como el &cido
ascorbico o Trolox; mientras en nuestro estudio se empleé el método de DPPH, el
extracto etanolico de la hoja de Psidium guajava L., presentd actividad antioxidante
expresada como IC50 de 0.572 mg/mL el extracto de la corteza obtuvo un IC50 de 8.206
mg/mL. Por el método ABTS 1 mg de extracto de la hoja de Psidium guajava L. equivale
a 2.84 mM de trolox, en caso de la corteza equivale a 0.357 mM de trolox. La diferencia
entre los valores obtenidos por cada investigador podria deberse al método de extraccion
de los compuestos antioxidantes y las condiciones externas a las que fue sometida la
planta hasta el momento del secado otros factores importantes como la ubicacién
geografica, condiciones agronOmicas, condiciones ambientales, estado de madurez,
tiempo de la cosecha, condiciones de almacenamiento, entre otros. (56)

(Skrovankova, Sumczynski, Mlcek, Jurikova, & Sochor, 2015; El Kashef et al., 2018).
Segun resultados se puede determinar que hay una relacion significativa entre el estudio
fitoquimico y la actividad antioxidante, debido a la presencia de polifenoles.

Las frutas como alimentos son fuente potencial de antioxidantes y aportan nutrientes
como agua, carbohidratos, minerales y vitaminas necesarios en la dieta.

Los metabolitos secundarios se encuentran distribuidos en toda la planta, en caso de
guayaba, se consume el fruto por su gran valor nutricional, es necesario realizar
investigaciones a otros 6rganos de la planta, en la investigacion se considerd evaluar la
corteza y hoja, asi como identificar los compuestos bioactivos, podemos afirmar que la

hoja posee mayor actividad antioxidante que la corteza, sin embargo se requeria hacer
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mas estudios con la finalidad de obtener un panorama amplio de las bondades terapéuticas

gue posee Psidium guajava L.
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V. CONCLUSIONES

1. Se determind que existe relacion entre el estudio fitoquimico y la actividad
antioxidante de la corteza y hoja de de Psidium guajava L.

2. El Screening fitoquimico determiné que la corteza de Psidium guajava L., presenta
metabolitos secundarios: Taninos, flavonoides y alcaloides. Las hojas contienen:
Taninos, flavonoides, triterpenos/esteroides, antraguinonas, alcaloides y lactonas
sesquiterpénicas.

3. Por el Método de DPPH el extracto etandlico de la hoja de Psidium guajava L.,
presento actividad antioxidante expresada como 1C50 de 0.572 mg/mL el extracto
de la corteza obtuvo un 1C50 de 8.206 mg/mL.

4. Por el Método ABTS 1 mg de extracto de la hoja de Psidium guajava L. equivale a
2.84 mM de trolox, en caso de la corteza equivale a 0.357 mM de trolox.
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VI. RECOMENDACIONES
1. Continuar las investigaciones de la especie Psidium guajava L., por poseer principios
activos con propiedades medicinales.
2. Determinar la actividad antioxidante empleando otros métodos: FRAP, ORAC,
TRAP.
3. Investigar otras propiedades terapéuticas empleando métodos farmacolégicos

4. Determinar la toxicidad subaguda para determinar posibles efectos adversos.
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VIIl.  ANEXOS

Figura 16. Desecacion natural de las hojas y corteza de Psidium Guajava L.
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Figura 17. Maceracion de la muestra hojas y tallo de Psidium Guajava L.
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Figura 18. Screening fitoquimico de la muestra vegetal

Figura 19. Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH




Figura 20. Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS
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Figura 22. Certificacion botéanica de la especie Psidium guajava L.
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metabolitos secundarios
antioxidantes en la corteza
gue en la hoja.

2. La hoja de Psidium
guajava L. demuestra
mayor actividad
antioxidante mediante el
método DPPH

3. Lacorteza de Psidium
guajava L. demuestra
mayor actividad
antioxidante mediante el
método ABTS

corteza y hoja de
Psidium guajava
L.

Indicadores V.1
- (), (), (),
()
Variable
dependiente:
Actividad
antioxidantede las
corteza y hoja de
Psidium guajava
L.
Indicadores V. D
- Equivalentes
trolox.

Problema Objetivo Hipotesis Variables Metodologia
Problema general Objetivo general Hipétesis general Variable . Tipo de
¢Cuél es la relacion entre el Determinar la relacion entre La hoja de Psidium guajava independiente: investigacion:
estudio fitoquimico y actividad el estudio fitoquimico y L. tendrian metabolitos Metabolitos Basica
antioxidante de la corteza y hoja actividad antioxidante de la secundarios con mayor secundariosde la . Disefio de la

investigacion: No
experimental

. Nivel de

investigacion:
Descriptivo,
comparativo y
prospectivo

. Técnicas: Tamizaje

fitogquimico y
método
espectrofotométrico

. Instrumentos:

Espectrofotometro




