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RESUMEN

Este estudio se realizd con el objetivo de evaluar la actividad antioxidante y determinar la
cantidad de polifenoles totales in vitro del extracto seco de los rizomas y hojas de |la Valeriana
isoetifolia killip, mediante el método de extraccidon exhaustiva por triplicado, utilizdndose
0,529gr rizomas y 0,256 de hojas. Para la determinacién de polifenoles se utiliza el
método de Folin-Cicalteu, dando como resultado en rizomas 5.28 0.05 mg
equivalentes a la catequina/gr de muestra y 20.11 +0.73 mg equivalente a la
catequina/gr en hojas y con una actividad antioxidante de 12.26 *1.36 mM
equivalente al trolox/gr en rizomas y en hojas 45.70 #5.02 mM equivalente al

trolox/gr. Hasta el dia de hoy es el primer estudio que se realiza con esta especie.

Palabras clave: Polifenoles, Valeriana, rizoma.



SUMMARY

This study was carried out with the objective of evaluating the antioxidant activity and
determine the total amount of polyphenols in vitro of the dry extract of the rhizomes and
leaves of the Valeriana isoetifolia killip, by the method of exhaustive extraction in
triplicate, using 0.529gr rhizomes and 0.256 of leaves. For the determination of
polyphenols, the Folin-Cicalteu method is used, resulting in rhizomes 5.28 +0.05 mg
equivalent to the catechin / gr sample and 20.11+0.73 mg equivalent to the catechin / gr
in leaves and with an antioxidant activity of 12.26 £1.36 mM equivalent to trolox / gr in
rhizomes and leaves 45.70 £5.02 mM equivalent to trolox / gr. Until today is the first

study that is done with this species.

Key words: Polyphenols, Valerian, rhizome.
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GRAFICOS Y TABLAS

Tablal. Contenido de polifenoles totales expresados en mg de catequina

equivalente por gramo en rizomas Yy hojas de valeriana isoetifolia killip.

Muestra mg catequina Promedio en mg DS
Valeriana eq./g de de catequina
isoetifolia muestra seca eq./g de muestra

killip seca

MR1 5.34 5.28 +0.05
MR2 5.25

MR3 5.25

MH1 19.39 20.11 +0.73
MH2 20.84

MH3 20.11

Fuente: Datos obtenidos directamente de la investigacion.

MR= muestra rizoma

MH= muestra hojas



Tabla 2 Evaluacion de la actividad antioxidante en mM trolox equivalente

por gramo en rizomas y hojas de valeriana isoetifolia killip.

Muestra Capacidad Promedio de la Desviacion
valeriana antioxidante  capacidad Standar
isoetifolia (mM trolox antioxidante
killip eq./q) (mM trolox

eq./g)
MR1 13.81 12.26 +1.36
MR2 11.23
MR3 11.75
MH1 4141 45.70 +5.02
MH2 44 47
MH3 51.22

Fuente: Datos obtenidos directamente de la investigacion.

MR= muestra rizoma

MH= muestra hojas



Gréfico 1: Curva de calibracion de polifenoles totales utilizando catequina

como estandar

Curva de Calibracién Polifenoles Totales
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Fuente: Datos obtenidos directamente de la investigacion.
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Gréfico 2: Curva de calibracion del DPPH utilizando trolox como estandar

Curva de calibracion DPPH
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INTRODUCCION

Los espécimen vegetales ocuparon un lugar especial durante los inicios
de la medicina occidental como agentes terapéuticos para curar ciertas
enfermedades y afecciones, transformandose asi en el sistema de salud primario
mas valioso de la poblacion en etapa de desarrollo, segun la Organizacion
Mundial de la Salud(OMS) estima con respecto al uso de los espécimen
vegetales como remedios caseros que solo el 20% de la poblacion mundial no
utiliza las plantas como remedios caseros, posiblemente este porcentaje este
constituido por poblacion de los paises subdesarrollados, mientras que el 80%
ademas de utilizarlo lo consideran como un remedio principal. La poblacién
que opta por esta alternativa no estd lejos de la realidad, pues el 25% de

medicamentos existentes se obtuvieron de extractos vegetales.



Desde tiempos remotos hasta el dia de hoy se siguen estudiando un sin fin de
espécimen vegetales, cuyo objetivo es la obtencion de compuesto activos, que
van a favorecer a las poblaciones mas alejadas de la modernidad; pues estos
compuestos que son extraidos cuidadosamente mediante estudios basados a
través de la observacion, la experiencia y el conocimiento ancestral de las
distintas culturas servirdn como tratamiento alternativo frente a los altos costos
de los medicamentos modernos y para esto se seguia ciertos criterios que
finalmente aseguraban una terapia eficaz. Estos criterios consistian en conocer
bien la especie, la parte que se va a utilizar, su forma de preparacion, su
dosificacion y la via de administracion. Muchas veces para obtener mejores
resultados se mezclan varias especies, pero hay que tener cuidado ya que los

metabolitos presentes pueden hacer sinergismo.®

Las plantas son el constituyente mayoritario del reino vegetal de gran utilidad
terapéutica y se estima que solo el 10% ha sido estudiado y el 90% esta en
obsoleto, estos resultados se cuestionan ya que si se pusiera méas énfasis se
tendria innumerables sustancias quimicas capaces de dar origen a otras

sustancias sintéticas.®



El Peru es el tercer pais que cuenta con 50 mil espécimen vegetales, de las cuales
solo 2,000 han sido utilizados como terapia alternativa. Este valor pone al Peru en la
mira frente a otros paises. Europa en el 2004 comercializo cerca de dos mil
espécimen vegetales de las cuales muchas de ellas eran especies aromaticas y
medicinales, estos resultados permiten una alineacion hacia un desarrollo

productivo.®

En tiempos antafios los pueblos indigenas del Per asignaban nombre vulgares a las
plantas, pero esto generaba una confusion ya que ellos le asignaban a mas de una
especie, es por eso que nace la problematica de poder asignar un nombre cientifico a
cada especie de acuerdo a su ubicacion para evitar confusiones y asi poder utilizarla

correctamente. ®

En el reino vegetal existe variedades de compuestos que en su estructura presentan
anillos fenolicos, a estos compuestos se les llama polifenoles. Los polifenoles son
producto del metabolismo de las plantas, dentro de estos tenemos a los acidos

fenolicos, flavonoides, estilbenos, lignanos y alcoholes fenélicos.®

Los antioxidantes son compuestos utilizados en beneficio de la salud porque actdan
como fuentes de hidrégeno y se oxidan, protegiendo de esta manera las células

contra el dafio que causan los radicales libres.(”



La valeriana isoetifolia Killip es una especie, utilizada por los pobladores del caserio
de Llucho Cauday como un champu natural, su uso era frecuente por la mayoria ya
que en esos afos cuya data es 1945 era imposible acceder a productos afines; si bien
es cierto hoy en dia ha disminuido su uso; pero hay cierta poblacién que ha retomado
su uso porque los productos afines son costosos y no poseen los mismos beneficios.
El procedimiento que realizan los pobladores para obtener el extracto es mediante
una maceracion de siete dias, después de este lapso se puede utilizar directamente.
Redacta uno de los pobladores que después del lavado, el cabello tiene brillo,
sedosidad, e inclusive si se usa con frecuencia ayuda al crecimiento, evita la
formacion de las canas y mantiene el color natural ( algunos pobladores de la zona
tienen mas de 70 afios y no presentan canas) y una suavidad natural en la piel.
Siguiendo la linea de investigacion se realizara estudios descriptivos y cuantitativos
de la especie, porque se quiere conocer si presenta contenido polifendlico y actividad
antioxidante, para poder fundamentar, ampliar su uso alternativo correcto y

complementar futuros estudios clinicos asociados con los radicales libres.



El estudio corresponde a la Investigacion de plantas medicinales de importancia
terapéutica, considerandose asi la pregunta: ¢ Tendra actividad antioxidante y que
cantidad de polifenoles totales presentara el extracto metandlico de los rizomas y

hojas de la Valeriana isoetifolia killip?

Este estudio tiene como:

Obijetivo general:

Evaluar la actividad antioxidante y determinar la cantidad de polifenoles totales

in vitro del extracto seco de rizomas y hojas de la Valeriana isoetifolia killip.

Obijetivos especificos:

Determinar la concentracion de polifenoles totales presentes en el extracto seco de
rizomas y hojas de la Valeriana isoetifolia killip, mediante el método de Folin —

Ciocalteu

_Evaluar la actividad antioxidante totales in vitro del extracto seco de rizomas y
hojas de la Valeriana isoetifolia killip mediante el método de secuestro de radicales

libres del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).



IL.

2.1.

REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

El género valeriana tiene los siguientes estudios:

En el 2003 se evalud la actividad antioxidante de algunos extractos vegetales,
incluido el género valeriana mediante el método de decoloracion del radical libre
estable DPPH Y la inhibicién de la lipoperoxidacion de las membranas de cerebro
de rata. Se utilizd 1uL del extracto inicial en ImL del medio metanolico con 34

uM de DPPH, obteniendo a los 30 minutos un % de decoloracion de 8.55%®)

En el 2006 se evalud la Actividad farmacoldgica sobre el sistema nervioso central
del extracto etandlico y de la fraccién alcaloidal de Valeriana pavonii,
Demostrando que el extracto alcaloide tiene propiedades anticonvulsivante y

antidepresivas; y el etanolico con propiedades sedantes.®

En el 2008 un estudio del genero valeriana pavonnii afirma que el extracto
etanolico no produjo toxicidad aguda en ratas, incluso hasta la dosis de 2 g/kg de

peso corporal. Este resultado demuestra la seguridad en el consumo de la especie.

(10)



En el 2008, se realiz6 un estudio sobre el tratamiento del insomnio a largo plazo
con valeriana , sus resultados mostraron una reestructura del suefio después de
varias semanas de tratamiento, sin provocar efectos secundarios ni dependencia,
consiguiendo asi una mejora en su calidad de vida, sin embargo no hay suficientes

estudios cientificos que demuestren resultados definitivos.*?

En el 2010 se aisla la Isovaleramida, principio anticonvulsivo de Valeriana
pavonii, dando como resultado un 90% de proteccion frente a una convulsion, y

con un 42% de inhibicion al sitio de union de flunitracepan con tritio.*?

En el 2011 se realiza un estudio sobre la inhibicion de helicobacter pylori y
demostré6 que el extracto crudo de Valeriana officinalis L. inhibe
satisfactoriamente Helicobacter pylori cepa ATCC #22925, a condiciones de

temperatura de 37,6°C por ocho (8) dias.*®

En el 2013 un estudio de Efecto antioxidante y estudio de componentes bioactivos
de Valeriana sisymbriifolia y Nardostachys jatamansii en comparacion con
Valeriana officinalis, demostré que Valeriana officinalis tiene el mayor efecto de
inhibicion de DPPH con un valor IC (50) de 38 mg / ml y también posee la

cantidad mas alta de valepotriatos y &cido valeranico. 4



2.2.

En el 2014 se realiza por primera vez en Valeriana carnosa y V. clarionifolia
cuantificaciones para conocer los valores de polifenoles. Las cuantificaciones de
polifenoles arrojaron que son mayores en las partes aéreas. De las dos especies
estudiadas, la que arroj06 mayores valores de fenoles totales, &cidos

hidroxicinamicos totales y flavonoides totales fue V. carnosa.*®

Bases tedricas de la investigacion

2.2.1. Compuestos fendlicos

Los polifenoles se originan principalmente en las plantas, como producto de su
metabolismo. Algunos de ellos son indispensables para sus funciones fisioldgicas.
Estos se definen en funcién del niumero de anillos fendlicos que poseen y de su
estructura que presentan, entre sus grupos tenemos : acidos fendlicos, estilbenos,
lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides . La biosintesis se genera a partir de la ruta
del acido siquimico, dependiente de la luz; esta ruta proporciona los aminoacidos
aromaticos, se inicia en los plastos por condensacidon de la eritrosa-4-fostato y el
fosfoenolpiruvato y la ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las
xantonas. Los flavonoides son provenientes de una ruta mixta y se caracterizan por
ser compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun
difenilpirano (C6 -C3 -C6’), estdn compuestos por dos anillos fenilo (A y B) ligados a

través de un anillo C de pirano heterociclico. Los atomos de carbono individuales de



2.2.2.

2.2.3.

los anillos A, By C se enumeran segun el sistema que utiliza nimeros ordinarios para
los anillos Ay C, y nUmeros primos para el anillo B. De los tres anillos, el A se sintetiza
a través de la ruta de los poliacetatos, y el anillo B junto con la unidad C3 proceden de

la ruta del acido siquimico.(16)

Biodisponibilidad de los compuestos fendlicos

Para poder ejercer su actividad bioldgica, los antioxidantes tienen primero que
ser bioaccesibles. La biodisponibilidad de los antioxidantes depende de
factores como: estructura quimica, tipo de enlace, su preparacion, su
procesamiento, la actividad de la enzimas digestivas y la genética ; las
condiciones externas como el sol, la lluvia. La biodisponibilidad de acuerdo a
la estructura quimica esta influenciada por la formacién de agliconas y su tipo
de glucosido, generandose derivados mas polares, hidrosolubles y facilmente
excretables. Otros aspectos que afectan son de tipo enddégeno como la masa de
la mucosa, el pH, tiempo de transito intestinal, la tasa de vaciado gastrico, el

metabolismo y la extension de la conjugacion. 7

Radicales libres

La produccion de radicales son a partir del oxigeno molecular por reiterados

procesos de reduccion monoelectrénica. El radical hidroxil formado interviene



en procesos que alteran el equilibrio prooxidante/ antioxidante orientandose a
estados mas oxidados. Los radicales en presencia de oxigeno sustraen un atomo
de hidrégeno de una molécula lipidica lo que conduce a la formacion de
hidroxiperoxidos lipidicos y productos en forma de dialdehido malonico. Estas
descompensacione de oxidacion tienen relacion directa con el envejecimiento

celular. @8

Las especies quimicas que se presenta reactividad de oxigeno y nitrégenos son
las que generan radicales libres, estos se caracterizan por poseer electrones
desapareados en la ultima capa de valencia. Los radicales libres se generan
como resultado normal de la funcion fisiologica, en linfocitos, neutréfilos,
reticulo endoplasmatico y mitocondrias, mediante las reacciones de Haber-
Weiss, dismutacion de superdxido, reaccion no enzimatica de tioles, quinonas
flavinas, reaccion enzimaética de xantina citocromop-450, NADPH-oxidasa, la
5-lipoxigenasa. El organelo que interviene por excelencia es la mitocondria, por
ser la que genera la mayor parte de ATP producto de la reaccion de

hidrocarburos con oxigeno.*?

2.2.4. Estrés oxidativo

10



2.2.5.

El oxigeno es indispensable para el funcionamiento celular pero en su forma
estable (O2) y en su estado triplete, sin embargo en los dltimos tiempo, los
cambios climaticos, alimenticios han generado un cambio en esta estabilidad
produciéndose una seria de radicales libre que daran lugar a la reaccion con
otros compuestos en el organismo humano produciendo un dafio que puede ser
reversible o irreversible , esta va a depender de la gravedad de la lesion vy el

tiempo que permanece sin neutralizar.?%

El estrés oxidativo es una condicion causada por un desequilibrio entre la
produccidn de oxigeno reactivo y la capacidad de un sistema bioldgico capaz de
reparar el dafio resultante. Las células en su interior tienen sustancias reductoras
que es preservado por las enzimas manteniendo asi el entorno en estado
reducido mediante el aporte de energia, un desbalance de este sistema se

produce dafios a nivel celular.V)

Los polifenoles en plantas

Para la determinacion de polifenoles en plantas que puede ser cualitativa y
cuantitativamente, va a depender de ciertas factores; ambientales, tipo de

espécimen, tipo de tejido, grado de madurez, etc. 2

11



Metabolitos secundarios muy abundantes cuya composicion tienen a la
fenilalanina y la tirosina. Su capacidad antioxidante permite la quelacion de

metales. @

Son los antioxidantes que mas abundan en nuestra dieta y se consume
alrededor de 1gr diario, variando la concentracién de un alimento a otro.

Tambien un estudio de la determinacion de los acidos hidroxicindmicos
demostraron que para su extraccion se debe de utilizar metanol , acido
clorogénico, el acido cafeico, acido pcoumarico y acido fertlico debido a su

solubilidad.®¥

Los flavonoides, se encuentran en las plantas vasculares y es el grupo de
polifenoles mas abundantes en la naturaleza. Estos son los especialistas en la
captacién de las sustancias productoras del envejecimiento celular. Existen dos
tipos de flavonoides: Insolubles que se encuentran en el té y vino tinto, son los
que atrapan al hierro protegiéndonos asi de las enfermedades vasculares vy el
Solubles, moléculas mindsculas que son absorbidas por el cuerpo, sus
propiedades son mas marcadas que los antioxidantes clasicos ya que estos
pueden ser oxidantes y reaccionar con el hierro y cobre. Los flavonoides no

reaccionan en forma nociva inclusive en presencia del hierro.

12



2.2.6. Mecanismo de defensa frente a los radicales libres.

v' Cadena respiratoria: Alteracion y buen funcionamiento.

La cadena respiratoria se realiza en la mitocondria, una vez que la glucosa es
metabolizada se genera el acetil CoA, mediante el ciclo de Krebs generando
dioxido de carbono, luego de haber extraido los electrones a los
intermediarios y haber generado al NADH Y FADH, conocidas como coenzima
de dxido-reduccion cederan sus electrones en la cadena respiratoria para que
finalmente se unan con el oxigeno. Que sucede cuando no hay suficiente
oxigeno para la formacién de agua, habra una saturacion de electrones en la
cadena respiratoria y sus componentes quedaran reducidos propensos a
reaccionar con cualquier molécula del medio para generar especies reactivas del
oxigeno, los radicales libres. EI NADH, se considera la molécula por excelencia
donadora de electrones que se encuentra reducida, lo que va hacer es entregar
sus electrones a los complejos que se encuentran en estado oxidado, quedando
reducida, esto es secuencial hasta llegar al oxigeno para la formacion de la

molécula del agua. ?®

2.2.7. Lafamilia Valerianaceae

13



La familia Valerianaceae es reconocida en el Peru por presentar seis géneros y
92 especies, en el 2006 se estudio 41 especies (Valeriana cephalantha Schltr,
Valeriana comosa Eriksen, Valeriana connata Ruiz & Pav, Valeriana costata
Schmale, Valeriana bambusicaulis Killip, Valeriana globularis A. Gray,
Valeriana isoetifolia Killip, etc) en las regiones Puna Humeda, Mesoandina y

Altoandina entre los 2700 y 5200 msnm. "

Los paramos tienen en comun varios géneros de plantas, entre ellas la
Valerianaceae de las cuales 400 especies se encuentran mundialmente
distribuidas con excepcion de Australia y las islas del pacifico, es una de las
especies de las cuales depende de la época de lluvia para poder observar los
tubos florales.?® En Sudamérica crecen 81 especies, de las cuales 48 han sido
registradas en el territorio argentino principalmente a lo largo de la cordillera de
los Andes, desde la provincia de Jujuy hasta Tierra del Fuego y en Costa Rica
se reporta un género y siete especies; una de ellas es Valeriana prionophylla

Standl.®®

Esta familia son reconocidas mundialmente por su valor como medicina
natural y han sido incluidas en varias farmacopeas; de las cuales la que mas se

utiliza es V. officinalis L. La valeriana, originaria del norte de Europa y Asia, Es
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2.2.8.

2.2.9.

una especie herbacea, perenne, con hojas agrupadas en roseta en la base y

opuestas en el tallo que habita aproximadamente 2500-4500 msnm. ?%

Usos

La Farmacopea Herbal britanica, describe a la valeriana como un sedante
suave. Los primeros registros escritos sobre los usos populares de V. officinalis
datan del siglo XVI y fueron dados a conocer por Fabio Colonna en su
Phytobasanos en 1592; decia: Que la raiz de la Valeriana es especifico y
excelente contra la epilepsia y que ademas de ver a epilépticos sanarse con
Valeriana él mismo lo ha hecho. Phytobasanos no fue el Unico que di6 a
conocer sobre sus efectos sedantes, en el siglo XVIII Hill también lo hizo. El
nombre de la especie Valeriana isoetifolia killip esta descrito en the genus

valeriana. G%

Taxonomia de la Valeriana isoetifolia Killip
Clase: Equisetopsida C. Agardh

sub clase: Magnolisidae Novak ex Takht.

Super orden: Asteranae Takht.

Orden: Dipsacales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Caprifoliaceae Juss.

Género: Valeriana officionalis L.

Nombre Cientifico: Valeriana isoetifolia Killip. GV
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2.2.10. Método de obtencion para muestras con poder antioxidante.

v" Fundamento del método Folin-Ciocalteu.

Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser
determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una
mezcla de wolframato sodico y molibdato sédico en &cido fosforico y reacciona
con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido
fosfomolibdotingstico de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos
da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos

para evaluar el contenido en polifenoles.®?

v" Fundamento del método del DPPH

Consiste en la captura de material radicalario, en presencia de una sustancia
antioxidante, midiendo el potencial de inactivacion de dicho radical en medio
acuoso. Este método se viene utilizando desde muchos afios atras que al dia de
hoy en lo que corresponde se trabajan a distintas concentraciones para asi

mejorar la matriz. Cuando el DPPH reacciona con el antioxidante dona su &tomo
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de hidrogeno, es por eso que su color violeta se desvanece, este cambio es
medido mediante espectrofotometria. ¢

Catequina

La catequina (C1sH1406) es un flavonoide que se encuentra en la naturaleza,
especialmente en el vino, esta posee cuatro diasteroisomeros. Dos trans que
vendria a ser la catequina y dos cis que se denomina epicatequina.La que posee
mayor actividad antioxidante es la diasteroisomero catequina, esta actividad esta
relacionada con su estructura molecular la presencia del grupo catecol en el

anillo B y la del grupo hidroxilo activando el doble enlace del anillo C.G4

Su actividad oxidante esta relacionado con los grupos catecol y resorcinol el cual
son estables a PH acido e inestables al basico. La oxidacion de los grupos de
donacion de electrones de catecol 3 ', 4'-dihidroxilo se produce primero, a muy

bajos potenciales positivos, y es una reaccion reversible.®
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v Trolox: Evaluacién de la capacidad antioxidante.

Es el é&cido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametil-croman-2-carboxilico(trolox),
antioxidante analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E, con capacidad de
inactivar los radicales libres y la inhibicion de especies reactivas del oxigeno.

El ensayo de capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) se desarrollo
por primera vez como un método simple para la determinacién de la capacidad
antioxidante. El ensayo permite medir la capacidad de los antioxidantes para
eliminar el cation radical estable 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico) (ABTS™). ©6)
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III. HIPOTESIS

Este trabajo presenta una hipotesis implicita.
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IV. METODOLOGIA

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo descriptivo

cuantitativo.

Para este trabajo se considerd una metodologia publicada en febrero del 2018 en la

revista Nutraceutica. ¢

4.1.Técnica de extraccion exhaustiva del extracto seco.

Materiales:

Balanza Analitica

Tubo Falcon (2unidades)

Micropipetas

Magnetos

Agitador Magnético

Papel de Aluminio

Fiola 50ml (2unidades)

Fiolas de 10mL ( 6uni)

Centrifuga
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Reactivos:

Solvente: Metanol 80% + 0,1% de Ac. Formico

Agua tipo Il

Folin cicocalteu

Carbonato de sodio 10%

4.1.1. Extracciéon Exhaustiva

Se secO a temperatura ambiente la muestra durante siete dias, previamente
esterilizada, con la ayuda de un molino de cuchillas se redujo el tamafio. Se peso6
0,529 gr para rizomas y 0,256 gr para hojas, seguidamente se trasvasd la
muestra a un tubo Falcon, con la ayuda de una pipeta graduada se afiade 10ml
del solvente (metanol 80% + 0,1% de Ac. Férmico) y se colocan los magnetos,
para facilitar la homogenizacion.

Para evitar la reaccion con la luz ultravioleta se cubre con papel aluminio y se
lleva al agitador magnético por 30 minutos, después de este lapso se extrae el
magneto con ayuda de un iman. Se extrae el sobrenadante y se trasvasa a una
fiola de 50ml. Este procedimiento se realizO  por tres veces para ambas

muestras.
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4.1.2. Determinacion de polifenoles totales

De las fiolas de 50ml previamente aforadas con solvente se extrae 100uL de
las muestra ( se realiza tres fiolas para hojas y tres fiolas para rizomas), se
trasvasa a fiolas de 10 mL. Las fiolas de 10ml que contiene la muestra se le
agrega 2.5 ml de agua tipo II.

Al blanco 1 y los estandares 2,3,4,5,6 en una fiola de 10uL se le agregan
catequina a concentraciones de 0.5ppm, 1.0ppm, 2.5ppm, 5ppm, 7.5 ppmy se
afora con agua tipo 11, seguidamente se agrega 500microlitros de Folin cicocalteu
a todas las muestras incluido el blanco y se lleva por cinco minutos a la cdmara
de oscuridad. Después de lo cinco minutos se le agrega 2mL de carbonato de

sodio al 10% a todas las muestras y se afora con agua tipo II.

Pasado este tiempo se lleva por segunda vez a la cdmara de oscuridad por 90

minutos. Se lleva a lectura al espectrofotometro UNICO 2800 UV/Vis a una

longitud de onda de 700 nanémetros.
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4.1.3. Evaluacion de la actividad antioxidante

Se prepar6 una solucién de DPPH a 0.06mM, diluyendo 2.3 mg en 100mL de
metanol.

Se prepararon estandares de trolox 1,2.3,4 y 5, en metanol con concentraciones
de 0.05 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.4 mM, 0.8mM mas 100ul, 100ul, 250ul,
250ul, 960ul respectivamente de metanol.

De las fiolas de 50mL con las muestras se extrajo en una cubeta de polliestireno
50ul de muestra tanto de rizomas y hojas se lleva a lectura y se anota la
absorbancia a tiempo 0, después se agrega 1450ul de DPPH a 0.06mM vy se
espera un tiempo de 15 minutos para que reaccione en la cAmara oscura. Se
realiza nuevamente la lectura y se registra, este procedimiento se realiza por
triplicado en ambas muestras.

En una cubeta de poliestireno se agrega 1450ul de DPPH a 0.06mM vy se lleva a
lectura en el espectrofotdbmetro y se anota las absorbancias a tiempo cero,
seguidamente se agrega a la cubeta 50ul de la muestra de la fiola de 50mL,
tanto de rizomas y hojas y se espera un lapso de quince minutos para que
reaccione en la cmara oscura. Se realiza nuevamente la lectura y se registra, este

procedimiento se realiza por triplicado en ambas muestras.
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4.2. Poblacion y muestra.

Poblacion: planta en buen estado vegetativo extraidos del caserio Llucho
Cauday- Centro Pablado Algamarca-Distrito  Cachachi-Provincia

Cajabamba-Departamento Cajamarca.

Muestra: Como muestra vegetal se utilizd de rizomas 0,529gr y de hojas

0,256 gr de Valeriana isoetifolia Killip.
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4.3.Definicion y operacion de variables

Variable independiente

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicador

Independiente
Concentracion de Polifenoles
totales en los rizomas y hojas

de la valeriana isoetifolia killip

Cantidad de Polifenoles
totales expresados en mg/

gr. de muestra

La cantidad de polifenoles se
determind mediante el método de
Folin Ciocalteau y a través del

espectrofotométrico.

mg de catequina equi./ gr de

muestra seca.

Dependiente
Evaluaciéon de la Actividad
antioxidante de los rizomas y

hojas de la valeriana isoetifolia

killip

Los antioxidantes son
sustancia que evitan el

estrés oxidativo.

La capacidad antioxidante fue
evaluada mediante el método del
DPPH y a través del

espectrofotometro.

-mM de trolox equi./gr de muestra

Seca
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Se realizd un EFO al espécimen vegetal en primera estancia seguida la técnica
de la Espectrofotometria, el cual es una de las técnicas experimentales mas
utilizadas para la detecciéon especifica de moléculas. Se caracteriza por su
precision, sensibilidad y su facil aplicabilidad. Se utilizé6 en espectrofotémetro

UNICO 2800 UV/Vis.

Los datos obtenidos fueron registrados en fichas de recoleccién de datos.

4.5. Plan de analisis

El analisis descriptivo y cuantitativo se presenta a través de tablas.

-La tabla indica el contenido promedio de polifenoles expresados mg de

catequina/ g muestra y su desviacion estandar.

-tabla indica el promedio de evaluacion de la actividad antioxidante en relacion

al promedio del trolox equivalente y su desviacion estandar.
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4.6.Matriz de consistencia.

i FORMULAC TIPO DE
TITULO DE LA
INVESTIGACIO | ION  DEL | OBJETIVOS: HIPOTESIS VARIABLE INVESTIG | METODOLOGIA
N PROBLEMA ACION
DETERMINACI | (Tendra Generales Presenta  una Descriptiva | Determinacion de
ON DE actividad -Evaluar la actividad antioxidante y determinar | hipotesis Concentracion de | y polifenoles totales segun el
POLIFENOLES
TOTALES y antioxidante y | la cantidad de polifenoles totales in vitro del | implicita Polifenoles totales en | cuantitativa | método de Folin-Ciocalteu

que cantidad | extracto seco de rizomas y hojas de la los rizomas y hojas de

EVALUACION ) . . o ) o
DE LA de polifenoles | Valeriana isoetifolia killip. la valeriana isoetifolia -Evaluacion de la actividad
ACTIVIDAD totales Especificos killip. antioxidante ~ segin el

ANTIOXIDANTE
IN VITRO, DEL
EXTRACTO
SECO DE
RIZOMAS Y
HOJAS DE LA
Valeriana

isoetifolia killip.

presentard el
extracto seco
de rizomas y
hojas de la
Valeriana

isoetifolia

killip?

-Evaluar la actividad antioxidante in vitro del
extracto extracto seco de rizomas y hojas de la
Valeriana isoetifolia Kkillip, mediante el
método de secuestro de radicales libres DPPH.
-Determinar la concentracion de polifenoles
totales presentes en extractos seco de rizomas
y hojas de la Valeriana isoetifolia Kkillip

mediante el método de Folin —Ciocalteu

Evaluacion de la
Actividad antioxidante
de los rizomas y hojas
de la

valeriana

isoetifolia killip.

método de DPPH.
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4.7.

Principios éticos

Se promueve la recuperacion del conocimiento tradicional sobre el uso del, no solo
para preservar su legado cultural, sino también para registrar informacion relevante
y demostrar cientificamente sus efectos terapéuticos que servirdn como nuevas
fuentes de medicamentos y otros beneficios para la humanidad. La finalidad es

contribuir con la proteccién de la biodiversidad, puesto que es un bien comun.
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V.  RESULTADOS

5.1. Resultados

Tablal. Contenido de polifenoles totales expresados en mg de catequina

equivalente por gramo en rizomas Yy hojas de valeriana isoetifolia killip.

Muestra mg catequina Promedio en mg DS
Valeriana eq./g de de catequina
isoetifolia muestra seca eq./g de muestra

killip seca

MR1 5.34 5.28 +0.05
MR2 5.25

MR3 5.25

MH1 19.39 20.11 +0.73
MH2 20.84

MH3 20.11

Fuente: Datos obtenidos directamente de la investigacion.

MR= muestra rizoma

MH= muestra hojas
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Tabla 2 Evaluacion de la actividad antioxidante en mM trolox equivalente

por gramo en rizomas y hojas de valeriana isoetifolia killip.

Muestra Capacidad Promedio de la Desviacion
valeriana antioxidante  capacidad Standar
isoetifolia (mM trolox antioxidante
killip eq./q) (mM trolox

eq./g)
MR1 13.81 12.26 +1.36
MR2 11.23
MR3 11.75
MH1 4141 45.70 +5.02
MH2 44 47
MH3 51.22

Fuente: Datos obtenidos directamente de la investigacion.

MR= muestra rizoma

MH= muestra hojas
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5.2.  Analisis de resultados

En lo que respecta a la presencia de compuesto fendlicos, los resultados en la
tabla 1 muestran que los rizomas contiene 5.28 = 0.05 mg equivalente a la
catequina/ g rizomas secos y también se muestra que los hojas contienen 20.11
+ 0.73 mg equivalente a la catequina/ g de hojas secas, considerando mayor
cantidad de polifenoles en las hojas. Bach H, en el 2014 mediante el método de
maceracion demostré que la valeriana clarionifolia contenia 17 mg &cido
tanico / gr material seco en hojas y 8,9 mg acido tanico / gr material seco en
rizomas y en tintura obtuvo los valores mas altos V. carnosa de 20,0 mg de
acido tanico / g material seco; para V. officinalis de 12,2 mg de &cido tanico / gr
material seco y para V. clarionifolia de 13,0 mg de acido tanico / gr material
seco. Estos resultados son bastante resaltantes ya que no existe mucha
diferencia en lo que quiero demostrar, teniendo en cuenta que Bach utilizo

métodos y patrones diferentes.

En la evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método DPPH, los
resultados demuestran en la tabla 2 que los rizomas presentan una actividad de
12. £1.36 mM con respecto al trolox equivalente/gramo y para las hojas se
muestra una actividad antioxidante de 45.70 £5.02 mM con respecto al trolox

equivalente/gramo, esto nos indica que los hojas tienen mayor capacidad
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antioxidante que los rizomas. En el 2003 Beatriz demuestra que la valeriana
officinalis L. tiene un porcentaje de decoloracion del DPPH a los 30 minutos
8.55% 'y en el 2013 Dugaheh MA demostr6 que Valeriana Officinalis tenia el
mayor efecto de inhibicién de DPPH con un valor IC so de 38 mg / ml frente a
Valeriana sisymbriifolia y Nardostachys jatamansii en ambos estudios se
utilizé los rizomas; con estos resultados comparativos quiero demostrar que
existen estudios escuetos sobre la actividad antioxidante que exponen los
resultados en formulas diferentes y no se puede hacer una relacién directa. Los
resultados obtenidos no pueden ser comparados con casos afines a lo que
quiero demostrar porque la especie estudiada es nueva en este estudio, ya que
en la antigiiedad solo se lo describia®. Especie clasificada por el herbarium de
la Universidad Nacional de Trujillo (figura 1) y no hay estudios que presenten
lo contrario a lo demostrado; sin embargo estos resultados permiten explicar
correctamente a la poblacion sobre todo las que viven aledafiamente de las
areas donde esta especie crece, que la planta es segura en su género, no presenta
toxicidad inclusive a dosis de 2 g/kg®?.En el Pert en la region Cajamarca se
realiz6 un estudio con Valeriana pilosa. especie en peligro de extincion debido
a su habitad, si se podria cultivar, pero los resultados arrojaron que solo si vive
estrechamente asociada a especies de gramineas el cual propician su
germinacion y le protegen durante su primera etapa de crecimiento. Sin esta

proteccion la planta no se regenera naturalmente3®,
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VI

CONCLUSIONES

Se determind la concentracion de polifenoles totales presentes en el extracto
seco de los rizomas y hojas de la Valleriana isoetifolia killip, mediante el
método de Folin — Ciocalteu, encontrando un contenido de polifenoles
5,28mg equivalente a la catequina/gr en raiz y 20.11mg equivalente a la

catequina en hojas.

Se evalud la actividad antioxidante en el extracto seco de los rizomas y
hojas de la Valleriana isoetifolia killip, econtrando 12.26mM equi,trolox/ gr

en rizomay 45.70mM equi.trolox/ gr en hojas.

Se realiz6 por primera vez mediante el método de extraccion exhaustiva la
determinacion de polifenoles totales y  evaluaciéon de la actividad
antioxidante en Valeriana isoetifolia killip para esto se utilizd de muestra
0,529¢gr de rizomas y 0,256gr de hojas, esto demuestra que si una persona
consume la misma cantidad o inclusive méas esta aportando a su organismo
5,28 mg/gr de polifenoles, con una actividad antioxidante de 12.6mM/ gr en
rizomas, a esto se le suma el de las hojas el cual posee mas actividad

antioxidante y mayor proteccion frente a sustancias reactivas.
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ANEXOS

Gréfico 1: Curva de calibracion de polifenoles totales utilizando catequina como

estandar
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Fuente: Datos obtenidos directamente de la investigacion.
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Grafico 2: Curva de calibracion del DPPH utilizando trolox como estandar
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Fuente: Datos obtenidos directamente de la investigacion.
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- FLORA FERUANA
713
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Imagen 1.Muestra el registro de Valeriana isoetifolia killip Herbarium Truxillense
(HUT).Universidad Nacional de Trujillo.2016.
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