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Objetivo. Evaluar la capacidad antioxidante in vitro del liofilizado de la pulpa y cascara del rizoma
de Zingiber officinale Roscoe (jengibre) mediante los ensayos DPPH, FRAP y TBARS. Materiales y
métodos. Se separd la pulpa y la céscara de los rizomas de Z. officinale, se prepar6é un macerado
con solucion hidroalcohdlica (70:30 EtOH:H,0), y luego de rotaevaporar, se liofilizé. La capacidad
antioxidante de los liofilizados se evalué seguin porcentaje de inhibicién del radical DPPH y el poder
antioxidante de reduccidn férrica (FRAP), asi como la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica
in vitro mediante el ensayo TBARS. Resultados. Los extractos liofilizados de la pulpa y cascara
evidenciaron moderada capacidad antioxidante, siendo similar segtin porcentaje de inhibicién del
radical DPPH (46,5 y 45,6% respectivamente). Sin embargo, mediante el ensayo FRAP la cascara
presentd una capacidad antioxidante de 31,09 ug/mL expresados como equivalentes de trolox (ET)
en comparacion a la pulpa (22,96 pg ET/mL). Ademds, solo el liofilizado de cascara del rizoma de
Z. officinale a bajas concentraciones (0,1, 0,2 y 0,3 mg/mL) es capaz de reducir significativamente
(p < 0,01) la peroxidacién lipidica in vitro. Conclusion. La cascara del rizoma de Z. officinale posee
mayor capacidad antioxidante en comparacién con la pulpa segun los ensayos FRAP y TBARS; sin
embargo, la inhibicion de radicales DPPH fue la misma tanto en la cdscara como en la pulpa.

Palabras clave: Liofilizacion; Captador de radicales libres; Antioxidantes; Jengibre; TBARS (Fuente: DeCS).

In vitro antioxidant capacity of freeze dried pulp and peel of
the rhizome of Zingiber officinale Roscoe (ginger)

Abstract

Objective. To evaluate the in vitro antioxidant capacity of the freeze-dried pulp and peel of the
rhizomes of Zingiber officinale Roscoe (ginger) using the DPPH, FRAP and TBARS assays. Materials
and Methods. The pulp and peel were separated from the rhizomes of Z. officinale, then a macerate
was prepared with a hydroalcoholic solution (70:30 EtOH: H,0), and after rotary evaporation,
lyophilized. The antioxidant capacity of lyophilisates was evaluated according to the percentage of
DPPH radical inhibition and the ferric reduction antioxidant power (FRAP), as well as the ability to
inhibit lipid peroxidation in vitro using the TBARS assay. Results. Freeze-dried pulp and peel extracts
showed moderate antioxidant capacity, being similar according to the percentage of DPPH radical
inhibition (46.5% and 45.6% respectively). However, utilizing the FRAP assay, the peel presented
an antioxidant capacity of 31.09 pg/mL expressed as Trolox Equivalents (ET) compared to the pulp
(22.96 ug ET / mL). Also, only the freeze-dried peel of Z. officinale at low concentrations (0.1, 0.2 and
0.3 mg / mL) can significantly reduce p < 0.01 lipid peroxidation in vitro. Conclusion. The rhizome
peel of Z. officinale has a higher antioxidant capacity compared to the pulp according to the FRAP
and TBARS assays, however; DPPH radical inhibition was the same in both the peel and pulp.

Keywords: Freeze Drying; Free Radical Scavengers; Antioxidants; Ginger; TBARS (Source: MeSH).
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Introduccion

Un radical libre se define como cualquier especie atémica
o molecular capaz de poseer existencia independiente, que
contiene uno o mas electrones no emparejados en uno
de sus orbitales moleculares ™. Las especies reactivas se
forman como productos del metabolismo de los radicales
libres, y aunque no todas son radicales libres, son moléculas
oxidantes que se transforman facilmente en radicales libres
lo que les confiere la caracteristica de ser compuestos muy
dafiinos para las células @,

Las especies de oxigeno reactivo (ROS) son el anion
superdxido (0%), el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el radical
hidroxilo (HO") entre otras, se generan enddgenamente
como en el proceso de fosforilacion oxidativa mitocondrial,
o pueden surgir de interacciones con fuentes exdgenas
tales como compuestos xenobidtico @, El estrés oxidativo
se considera un desequilibrio entre las especies pro y
antioxidantes, lo que resulta en dafio molecular y celular. El
estrés oxidativo cumple un papel crucial en el desarrollo de
enfermedades relacionadas con la edad “%).

Por otro lado, los efectos negativos del estrés oxidativo
pueden ser neutralizados por antioxidantes, los cuales son
moléculas naturales o sintéticas que evitan una formacion
excesiva de ROS o inhiben sus reacciones con estructuras
biolégicas y/o moléculas. La defensa antioxidante implica
una variedad de estrategias, tanto enzimdticas, como
superoxido dismutasa (SOD), catalasa, tiorredoxina
reductasa y glutation peroxidasa (GPx), y no enzimaticas,
que incluyen tocoferoles, carotenos, ascorbato, glutation
(GSH), ubiquinoles y flavonoides ©.

El nombre comun «jengibre» representa la planta culinaria
y medicinal Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae) que
tiene una rica historia de uso en todo el mundo. Todavia no
se conoce el origen exacto del jengibre, pero el consenso
general es que India o la selva tropical del sur de Asia es la
verdadera regién indigena de su origen ). De acuerdo con
el reporte de produccidon mundial de jengibre del afio 2016,
Peru produjo 4479 toneladas posicionandose en el puesto
18 a nivel mundial ©.

Estudios previos con Zingiber officinale demostraron que
esta especie exhibia varios efectos benéficos, entre los
que destaca como anticancerigeno ©*, antiemético *?,
gastroprotector 34, antibacteriano %, antiagregante
plaquetario *9, antihipertensivo 7, entre otros importantes
efectos.

122 | REV PERU MED INTEGRATIVA.2019;4(4):121-6.

Diaz-Flores J

El objetivo general de la presente investigacion fue evaluar
la actividad antioxidante in vitro del liofilizado de la pulpa 'y
cascara del rizoma de Zingiber officinale Roscoe (jengibre)
mediante los métodos DPPH, FRAP y TBARS.

Materiales y métodos

Material quimico

El acido (%)-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (Trolox), el radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo
(DPPH) y el 1,1,3,3-tetraetoxipropano fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich (St Luis, MO, USA). El acido tricloroacético
(TCA) fue de Fisher Chemical; el dodesilsulfato de sodio
(DDS) de ICN Biochemical Inc, y n-butanol de Riedel-de Haén.
El 4cido 2-tiobarbitdrico (TBA), TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil)-s-
triazina), 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidroclorhidrato
(ABAP), acido acético, acetato de sodio, cloruro de hierro
hexahidratado (FeCl,*6H,0) y acido clorhidrico (HCI) fueron
de Merck- Peru.

Material vegetal

Los rizomas de Zingiber officinale Roscoe fueron recolectados
en el distrito de Huabal, provincia de Jaén, region Cajamarca;
con coordenadas de latitud sur 7° 18’ 1.39”; longitud oeste 79°
20’ 6.856” a 180 m de altitud. La recoleccién de los rizomas
fue en el mes de diciembre del 2017. Inmediatamente
realizada la recoleccién y adquisicion, los rizomas fueron
llevados al laboratorio de Farmacologia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Truijillo.
Luego, la muestra se secd a temperatura ambiente durante
dos semanas, bajo sombra, hasta que la humedad final de la
muestra no varié en mas de 5%.

Preparacion de los extractos

Para la extraccion por maceracion, se pesaron 400 g
de rizoma del jengibre seco, luego se separd la cdscara
manualmente con laayuda de cuchillos y tijeras, y se cortaron
en fragmentos de 1 cm? aproximadamente. Posteriormente,
se adicionaron 2 litros de solucion hidroalcohdlica (70:30;
EtOH:HZO), y se mantuvieron a temperatura ambiente
durante cinco dias con agitacion constante. Tanto el
macerado de la pulpa y cascara se filtraron (por separado)
en un embudo Blchner al vacio utilizando papel Whatman.
El extracto se concentré por rotaevaporacion (Heildoph,
Caframo LTD VV 2000) a 150-200 rpm, temperatura de 40
°C, en seguida se resuspendid en agua destilada, se congeld
a -80 °C y se liofilizd. Los liofilizados se conservaron en
refrigeracion a 4 °C en frascos herméticamente cerrados 9.
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Capacidad antioxidante

Ensayo de capacidad de eliminacién del radical 1,1-difenil-2
- picrilhidracilo (DPPH)

De las diferentes diluciones del extracto liofilizado se
tomaron 12,5 pl y se adicionaron 300 pL del reactivo DPPH
0,1 mM; ademas, se prepardé un control (39,4 pg/mL del
DPPH) y un blanco. Se protegio de la luz con papel aluminio
y se dejo en reposo durante 15 minutos Luego se realizaron
las lecturas de las absorbancias a 517 nm, las mediciones
se hicieron por triplicado y los valores se expresaron en
porcentaje de inhibicién del radical DPPH de acuerdo a la
siguiente férmula )

(Abs reactivo puro-Abs muestra)
Abs reactivo puro

% Inhibicion =100 x

Ensayo del poder antioxidante de reduccidn férrica (FRAP)

El ensayo de FRAP se realizd preparando soluciones madre
de buffer acetato 300 mM (pH 3,6), solucién TPTZ (2,4,6-tris
(2-piridil)-s-triazina) 10 mM en HCl 40 mM y una solucion
de FeCl,*6H,0 20 mM. La solucién de trabajo se prepard
mezclando 25 mL de buffer acetato, 2,5 mL de solucion de
TPTZ y 2,5 mL de solucién de FeCl,*6H,0 (10:1:1, v/v/v),
luego se incubd a 37 °C antes de cada ensayo 9, Se realizd
segun el procedimiento informado por Rusu et al. En
resumen, se incubaron 25 puL de muestra con 175 pL de
reactivo FRAP en una placa de 96 pocillos durante 30 min
en la oscuridad y la absorbancia se midié a 593 nm Y. Los
valores se expresaron como equivalentes de trolox (ET), las
mediciones fueron por triplicado.

Ensayo de las especies reactivas al acido 2-tiobarbiturico
(TBARS)

Se utilizaron homogeneizados de yema de huevo como
medio ricos en lipidos. Inicialmente, se afiadieron 500 pL de
este homogeneizado al 10% (p/v)y 100 uL de soluciones de
muestra a ensayar. Luego se completd hasta 1 mL con agua
destilada. Se afiadieron 50 pL de solucion de ABAP (0,07 M)
diluido en agua destilada para inducir la peroxidacion de
lipidos. En seguida se adiciond 1,5 mL de TCA al 20% (pH
3,5)y 1,5mLde TBA al 0,8% (p/v) en soluciéon de DDS al 1,1%
(p/v) y la mezcla resultante se agitd en vortex y luego se
calento a 95 2C por 60 min. Después se enfrid a 2 °C, luego
se afiadieron 5 mL de n-butanol a cada tubo, se sometieron
a vortex y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos
La absorbancia de la capa organica superior se midié a 532
nm. Todas las mediciones fueron por triplicado ??. La curva
de calibracion se realiz6 con 1,1,3,3-tetraetoxipropano
(malondialdehido - MDA), los valores se expresaron en
nmol/mL de extracto.
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Analisis estadistico

Se empled el software GraphPad Prism (San Diego, USA) y
para el analisis de los datos se realizé la prueba de ANOVA
seguida del test de Bonferroni como prueba post hoc. Un valor
de p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados

El porcentaje de inhibicion de radicales DPPH (Figura
1A) maximo encontrado en la cascara del rizoma de Z.
officinale (45,6%) no fue significativamente diferente (p
> 0,05) al encontrado en la pulpa (46,5%). Sin embargo,
segun el ensayo FRAP (Figura 2) la cascara del rizoma de
Z. officinale presentd capacidad antioxidante (0,1; 0,2;
0,3;0,4; 0,5y 0,6 mg/mL; 24,32; 22,55; 23,8; 32,13; 30,88
y 31,09 pg ET/mL respectivamente) significativamente
mayor (p < 0,01) al de la pulpa (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5y 0,6
mg/mL; 19.84; 19,94; 19,42; 21,82; 22,96; 22,76 ug ET/mL
respectivamente).

Finalmente, se demostrd que solo el liofilizado de cascara
del rizoma de Z. officinale a bajas concentraciones (0,1; 0,2 y
0,3 mg/mL) es capaz de reducir significativamente (p<0,01)
la peroxidacion lipidica in vitro inducida por 2,2’-azobis
(2-amidinopropano) dihidroclorhidrato, respecto al control
(Figura 3).
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Figura 1. Capacidad antioxidante del liofilizado de la pulpa y
cascara del rizoma de Zingiber officinale Roscoe «jengibre»,
segun (A) porcentajes de inhibicion del radical DPPH. (B)
Esquema experimental del ensayo DPPH en microplaca de
96 pocillos. n.s. = diferencia no significativa.
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Figura 2. Capacidad antioxidante del liofilizado de la pulpa y
cascara del rizoma de Zingiber officinale Roscoe «jengibre»
segun (A) equivalentes de trolox (ug/mL extracto). (B) esquema
experimental del ensayo FRAP en microplaca de 96 pocillos.
Diferencias estadisticamente significativas: * p < 0,05.
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Figura 3. La Capacidad antioxidante del liofilizado de de la pulpa
y cascara del rizoma de Zingiber officinale Roscoe «jengibre»
inhibe la peroxidacion lipidica in vitro segun el ensayo TBARS.
Diferencias estadisticamente significativas: ** p < 0,01 vs.
control.
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Discusion

La participacion de los radicales libres en el envejecimiento
estd relacionada con su papel clave en el origen y la
evolucion de la vida. Los cambios de envejecimiento se
atribuyen comunmente al desarrollo, defectos genéticos,
el medioambiente, enfermedades y un proceso de
envejecimiento innato (IAP). Este ultimo produce cambios
de envejecimiento a un ritmo exponencialmente creciente
con la edad, convirtiéndose en el principal factor de riesgo
de enfermedad y muerte para los humanos ), La teoria del
estrés oxidativo en el envejecimiento y las enfermedades
degenerativas de la edad da importancia al uso diario de
compuestos y fitoquimicos naturales @4,

La planta de jengibre es capaz de sintetizar una gran
cantidad de metabolitos secundarios de la planta que
ofrecen enormes potenciales terapéuticos. Sin embargo,
los dos grupos mas numerosos de componentes son los
componentes volatiles o los aceites esenciales que definen
el aroma y el sabor de la planta y los componentes menos
voldtiles que cumplen un papel importante en el valor
medicinal / nutracéutico de los rizomas de jengibre .

Previamente se ha reportado que el extracto de acetato de
etilo del rizoma de jengibre muestra un potencial eliminador
de radicales directo contra 1,1-difenil-2-picirilhidrazilo
(DPPH) con un valor de IC, de 4.59 pg/mL debido,
probablemente, a la presencia de componentes fendlicos,
gingerol y shoagol ®. Otro estudio evalud las actividades in
vitro de 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol y 6-shogaol para
la eliminacion de DPPH. Todos los compuestos estudiados
exhibieron una buena capacidad de eliminacién directa de
radicales con valores de IC_ <50 uM ©°).

Segun el ensayo de FRAP, en un estudio previo @ se
reportd que el compuesto 6-gingerol reveld una alta
actividad reductora de FRAP (IC , + SEM [uM]: 5+ 0,4). En
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otra investigacion se demostro los valores de FRAP de los
extractos etandlicos fueron 7,2-8,0 veces mayores que los
de los extractos acuosos para dos variedades de rizomas 3.
Interesantemente, se encontrd que la cascara liofilizada de
Z. officinale fue capaz de inhibir la peroxidacion lipidica in
vitro, esto concuerda con estudios realizados in vivo en los
que se demostrd que los niveles de MDA en ratas diabéticas
tratadas con jengibre disminuyeron significativamente
y que la capacidad antioxidante del plasma aumenta
significativamente . Por otro lado, también se demostrd
que Z officinale disminuye significativamente la
peroxidacion lipidica inducida por Fe?* en cerebro de ratas
de una manera dependiente de la dosis *°.

Previamente se sabe que la actividad antioxidante del
jengibre seco es mayor que en el fresco, debido a que su
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