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RESUMEN

Este presente trabajo de investigacion tiene como principal objetivo determinar la
actividad antioxidante y cuantificacion de polifenoles de Solanum hispidum Pers.
(Hocicdn). Se dio inicio al trabajo experimental con la recoleccion de la especie desde
el pueblo de Lamos- provincia de Chachapoyas en la ceja de la selva peruana, se
realizo la seleccion, secado, molienda de: las hojas, flores y tallos para luego proceder
a la extraccion exhaustiva, infusién y decocto de las muestras. Una vez obtenida las
muestras mediante el modelo de Folin — Ciocalteu, se cuantificaranpoli fenoles
presentes, la capacidad antioxidante se realizd por método DPPH. En el preparado
se encontrd la mayor cantidad de polifenoles totales en las hojas secas de Solanum
hispidum pers a partir del decocto con una concentracion de 91.51+6.24 (mg de
catequina eq./g de muestra seca ) y se encontro una menor concentracion en el
exxtracto metanolico de la muestra seca del tallo con la concentracion de
9.41+0.30. La mayor canidad de antioxidantes se encontro en el tallo de Solanum
hispidum pers a partir del decocto pero también se encontré un resultado similar en
las flores con una concentracion de 306.19 £3.19 (mM Trolox Eq. /1 g muestra seca)
y el tallo demostro la minima capacidad antioxidante a partir del extracto metanolico,
la concentracion fue 186.45+3.37 (mM Trolox Eq./1 gmuestra seca). Por lo tanto se
obtuvo una mayor capacidad antioxidante para inhibirlos efectos de los radicales
libres.

Palabras claves: Solanum Hispidum Pers. Capacidad Antioxidante, Contenido De

Polifenoles totales Y DPPH



ABSTRACT
The main objective of this present research work is to determine the antioxidant activity
and cunatification of polyphenols of Solanum Hispidum Pers. (Hocicon). Experimental
work was started with the collection of the species from the village of Lamos-

Chachapoyas province in the Peruvian jungle, the selection, drying, milling of: the
leaves, flowers and stems was made and then proceeded to the exhaustive extraction,
infusion and decoction of the samples.Once the samples were obtained using the Folin-
Ciocalteu model, polyphenols were quantified, the antioxidant capacity was carried out
by DPPH method. In the preparation found the highest amount of polyphenols in the
dried leaves of Solanum hispidum pers from thedecoction with a concentration of 91.51
* 6.24 (mg of catechin eq./g of dry sample) and found a lower concentration in the
methanol exextract of the sample dry of the stem with the concentration of 9.41 +
0.30.

The highest amount of antioxidants was found in the stem of Solanum hispidum pers
from the decocto but a similar result was also found in the flowers with a concentration
of 306.19 = 3.19 (mM Trolox Eq. /1 g dry sample) and the stem showed the minimum
antioxidant capacity from the methanol extract, the concentration was 186.45 + 3.37
(mM Trolox Eq./1 g dry sample). therefore, a greater antioxidant capacity was

obtained to inhibit the effects of free radicals.

Keywords: Solanum Hispidum Pers. Antioxidant Capacity, Polyphenol Content and

DPPH
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. INTRODUCCION

El presente informe de investigacion proviene del proyecto linea de la escuela de
Farmacia y Biogquimica denominada Estudio de plantas medicinales de interés
terapéutico.

En los afios noventa, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) mostro que el
80% de la poblacion mundial recurre a la medicina tradicional para tratar yresolver
problemas de salud, la cual se basa principalmente en el empleo de plantas
medicinales. Sin embargo, muchas de estas plantas estan en peligro de extinciéon.!

Las plantas medicinales son de gran importancia porque de sus propiedades
podemos prevenir, tratar, curar enfermedades y mejorar la calidad de vida, cada
planta tiene sus caracteristicas y sustancias las cuales nos benefician dandonos
una solucion para una molestia o enfermedad que podamos padecer. Cumplen un
papel primordial debido al facil acceso y su bajo costo. Sin embargo, la utilizacion
se debe realizar con responsabilidad, siguiendo indicaciones adecuadas y el uso
correcto, ya que al igual que los medicamentos pueden ser perjudiciales si los

consumimos en dosis excesivas.?

Los radicales libres son atomos que poseen un electron desapareado o libre por lo
gue son muy reactivos ya que tienden a captar un electron de moléculas estables
con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha
conseguido atraer el electron que necesita, la molécula estable que se lo cede se

convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electron desapareado,



Iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras células. 3

Los polifenoles son metabolitos secundarios que poseen las plantas, tienen en su
estructura al menos un anillo aromatico al que esta unido uno o mas grupos
hidroxilo. se clasifican como acidos fendlicos (AF), flavonoides (FLA) y taninos
(TAN). Existen alrededor de 8.000 compuestos polifenolicos y la gran mayoria
poseen una estructura de 3 anillos, dos aromaticos (anillos A 'y B) y uno heterociclo
oxigenado (anillo C). Los compuestos polifenolicos mas sencillos solo poseen un
anillo aroméatico y conforme aumenta el nimero de sustituyentes, se va
incrementando la complejidad de la estructura. *

El estrés oxidativo se da cuando existe un inastibilidad en nuestras células,
causado por un incremento en los radicales libres y/o una disminucion en los
antioxidantes, capaces de dafiar nuestros tejidos. Afectando en el desarrollo de
enfermedades crénico degenerativas Como: Envejecimiento; es causado como
efecto de la acumulacion de cambios bioquimicos y fisiol6gicos que se dan en un
organismo vivo a través del tiempo, en respuestas a la interaccion de factores

genéticas y ambientales.®

En las fuentes exogenos de los antioxidantes existen varias familias de principios
activos como los polifenoles y los fitoestrogenos. Entre los primeros seencuentran
los flavonoides y los taninos. Entre los flavonoides se pueden sefialar s6lo como
ejemplo las antocianidinas (rojo-azulado de las fresas), catequinas (té verde y
negro), citroflavonoides (naranjina, que da sabor amargo a lo naranja, limoén,

toronja), isoflavonoides (genisteina y daidzaina presentes en soya y sus



Derivados). Protoantocianidinas en semillas de uva y vino tinto.

Respecto a los fitoestrogenos (isoflavonas lignanos, flavonoides) se encuentran
particularmente en las proteinas de la soya o sus derivados. Su uso mas importante
se asocia con la terapia de reemplazo hormonal para mujeres con sintomas de
menopausia y osteoporosis. °

La importancia de los antioxidantes radica en evitar el estrés oxidativo que es la
causa de enfermedades degenerativa donde hay una asociacion directa o indirecta
con la exposicion a los radicales libres entre ellas se encuentran estas patologias,

el Alzheimer, Parkinson, lesion cerebral hipertensiva, distrofia muscular, etc.

El dafio oxidativo puede prevenirse por moléculas antioxidantes, las cuales son
capaces de donar electrones para equilibar a los radicales libres y neutralizar sus
efectos dafinos, se considera casi todas las moléculas organicas o inorganicas que

se encuentran en las células vivas.’

Los efectos nocivos del estrés oxidativo, sobre la salud de las personas, pueden
ser reducidos a través de la ingesta de antioxidantes, que pueden estar presentes en
alimentos, como las frutas y verduras.El consumo de antioxidantes contrarresta el
efecto de los radicales libres previniendo el estrés oxidativo, el cual se encuentra
implicado en diversas enfermedades cronico degenerativas, que afectan actualmente
a la poblacion 8

Para ello se plantea determinar la actividad antioxidante y cuantificar polifenoles

totales en la especie vegetal Solanum hispidum (Hocicén).



Objetivo general:
- Cuantificar los polifenoles totales y actividad antioxidante de las hojas, flores y

tallos de Solanum hispidum pers (Hocicén)

Objetivos especifico
- Determinar el contenido de polifenoles totales en el extracto de Solanum
hispidum pers

- Determinar la actividad antioxidante del extracto de Solanum hispidum pers



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Estudios internacionales se realizaron a la especie y su familia de Solanum
hispidum pers

MEXICO

Lezama(g) et al, en su estudio realizado en el afio 2009 en México , se propuso

como objetivo Determinar si los extractos organicos y acuoso de las hojas de Solanum
hispidum son citotoxicos para células hematopoyéticas normales, para lo que usaron
extractos macerados secuenciados de las hojas con hexano, acetato de etilo, metanol y
agua .La citotoxicidad fue determinada con la técnica de sulforrodamina obteniendo
como resultados que los cultivos de células de bazo el extracto hexanico presentd
efecto citostatico mientras que los extractos de acetato de etilo y agua elevaron
significativamente la cantidad celular a la dosis de 10 pg/mL.In vivo se incremento la
concentracion de plaquetas con dosis de 0.4 mg/mL. No observandose variacién en la
concentracion absoluta de leucocitos y de eritrocitos, pero diminuyé el hematocrito

con todas las dosis empleadas.

Torres et al (10) en su estudio realizado en el afio 2013 en México, se propusieron
destacar el potencial farmacéutico de la familia de las Solanaceas para poder ser
usadas como tratamiento alternativo de diversas enfermedades o la creacion denuevos
farmacos, destacando en ellas el uso de sus extractos y obteniendo informacion de las

diversas propiedades farmacéuticas reportadas como: analgésicas y antibioticas.



ECUADOR

Avila®™en el afio 2009 en Ecuador, realizo un estudio para el aprovechamiento de la
Solanum brugmacia (Solanacea) junto a otras dos especies, que tuvo como objetivo
el aprovechamiento de estas especies para la elaboracion de una pomada
antiinflamatoria que puede ser utilizada en afecciones leves y moderadas. EI método
usado fue el método por percolacion para la extraccion de la tintura madre. Obteniendo
como resultado la produccién de una pomada antiinflamatoria y concluyendo que es

viable y que posteriormente puede ser probada en a animales.

PAKISTAN

Yousafa Z , Wanga Y y Baydounc E @2 en abril del 2013 en su estudio Fitoquimica
y estudios farmacoldgicos en Solanum torvum Swartz realizado en Pakistan , se plante6
como objetivo identificar los usos medicinales , fitoquimica y farmacologia de S.
torvum Sw. perteneciente a la familia de las solanaceas que fue desarrollada mediante
la revision de informacidn en Internet (utilizando Google), logrando en su evaluacién
Obtener como resultado la identificacion  de: constituyentes quimicos y sus
propiedades terapéuticas tales como: analgesica, la Antimicrobiana, antiinflamatorio,
actividades citotoxicas , antioxidante; apoyandose en estudios de investigacién

previamente realizados mediante distintas técnicas de bioensayo in vitro e in vivo.



CUBA

Perez L et al ™ en el 2011 en sus estudio Toxicidad aguda oral de Solanum torvum
Sw. En Cuba se plantearon como objetivo: determinar la toxicidad aguda del Solanum
torvum Sw por via oral usando hojas en decoccién y tallos, usando como sujetos de
experimentacion ratas. EI método que utilizaron: fue el método de las clases. Su
administracion por via oral fue a una dosis Unica de 2 000 mg/kg de peso corporal de
la decoccion de la planta. Se procedieron a estudios de anatomia patoldgica, que
evidenciaran la toxicidad causada por la sustancia ensayada. Se obtuvo como
resultados que la sustancia el decocto evaluado no produjo signos clinicos que
mostraran muerte animal, ni toxicidad, asi como tampoco se reportaron alteraciones
en el peso corporal de los sujetos experimentales; Concluyendo asi que la sustancia

ensayada por via oral, a una dosis Unica, no resulta ser toxica.
COLOMBIA

Cadavid @ en su estudio Tipificacion molecular y separacion de especies de plantas
del subgénero Leptostemonum (Solanaceae: Solanum), usando regiones barcode. se
realizd una tipificacion molecular de 17 especies de Solanum, subgenero
Leptostemonum , mediante el método de secuenciacion de fragmentos de las regiones
matK, trnH-psbA e ITS, para los cuales se estandarizaron condiciones para la
extraccion y amplificacion de fragmentos y se evaluaron su utilidad para la separacién
de las especies en comparacion con una previa determinacién morfologica. Se
obtuvieron como resultados que las ITS tiene el mayor nimero de sitios variables,
diversidad nucleotidica, y ademas las tasas mas altas de discriminacion que fue de

88,9% sequido por trnH-pbsA yzmatK; pero su



Amplificacion dio resultados menos satisfactorios que las regiones del cloroplasto.
Entre las posibles combinaciones de loci con matK + trnH-psbA +ITS, ITS + trnH-
psbA e ITS + matK Ademas se obtuvo el mismo poder de discriminacion, pero el
trabajar con una region codificante es ventajosa asi que se recomienda usar ITS + matK

para identificar especies de plantas del subgénero Leptostemonum.

ARGENTINA

Fortuna G @ En su estudio realizado en el afio 2013 evaluaron la toxicidad aguda
del extracto hidroalcoholico de hojas frescas Solanum en cerebros y cerebelos de ratas
albinas .La evaluacion de la toxicidad aguda a dosis Unica se realizara segun lo
estipulado en el ensayo 423 de las directrices de la OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development). Se emplearan 12 ratones (6 de cadasexo); los
animales seran sometidos a un periodo de aclimatacion y ayuno por 24 horas. El dia
antes del inicio del ensayo se conformaran los dos grupos: experimentales (8 animales,
4 de cada sexo) y de control (4 animales, 2 de cada sexo). Un grupo de control (1), al
cual se le administrara vehiculo (agua destilada), y otro grupo tratado (lI), al cual se
le administrara extracto metandlico liofilizado delas hojas de la especie Solanum en
dosis de 2 g/kg, por Unica vez, via oral, con un tiempo de evaluacion por 15 dias. Se
realizara observaciones clinicas diarias a los animales, las mismas que incluiran
fundamentalmente cambios en la piel y el pelaje, o0jos, membranas mucosas,
secreciones y excreciones, actividad autonémica (ej. lacrimacion, piloereccion, tamafo

de pupila, patrén respiratorio inusual).



2.2 Bases tedricas de la investigacion

2.2.1 Solanum Hispidum Pers

2.2.1.1. Taxonomia

REINO PLANTAE

Phylum Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Solanum

Epiteto especifico Hispidum

Nombre Cientifico Solanum hispidum Pers.
Autor del nombre Pers.

2.2.1.2 Caracterizacion

El Solanum hispidum Pers. Perteneciente a la familia de las solanéceas, con una altura
de hasta de 5 metros de altura de copa redonda, que tienen espinas en su tallo yhojas
ovaladas con espinas en su haz y envés pero de hojas aterciopeladas, grandes. Sus
flores son hermafroditas que pueden ser de colores blancos, lilas o tonos azulados. Su
fruto es una valla de color amarillo que tiene semillas aplanadas de 1.5 milimetros.
Esta especie al igual que otras solandceas son usadas para evaluar resistencias de
diferentes especies de fusarium.Otros nombres con el que es conocidoel Solanum
hispidum Pers. Son: En el ecuador se le conoce con el nombre de cujacu en otros
lugares del mundo tambien se le conoce como huircasan, campucasa , pepo y

huachulla .18



2.2.1.3. Uso de plantas medicinales

Las plantas medicinales son de gran importancia porque gracias a sus propiedades
podemos prevenir, tratar, curar enfermedades y mejorar la calidad de vida, cada planta
tiene sus caracteristicas y sustancias las cuales nos benefician dandonos una solucién
para una molestia o enfermedad que podamos padecer, la OMS recomienda a los paises
aplicar politicas, desarrollar reglamentos y directrices que permitan contribuir a las

necesidades sanitarias para la poblacion.’

Se sabe que gracias a estudios realizados que las plantas medicinales contienen
principios activos, que si bien son los responsables de las propiedades terapéuticas que
se les atribuyen, también lo son de las intoxicaciones y reacciones adversas que pueden

aparecer si se emplean en dosis inadecuadas o por periodos prolongados.'®
2.2.2. Metabolitos

Son sustancias y compuestos quimicos que pueden o no intervenir en el proceso de

desarrollo de las plantas.
Las plantas contienen dentro metabolitos elaborados por ellas mismas tales como:

2.2.2.1.Metabolitos primarios: son aquellos procesos quimicos que intervienen en la
supervivencia, crecimiento Yy reproduccion de las plantas. ejemplos:

carbohidratos, proteinas, lipidos.

-10 -



2.2.2.2. Metabolitos secundarios: son aquellos compuestos organicos sintetizados
por el organismo que no tienen un rol directo en el crecimiento o
reproduccion del mismo. Ejemplos: terpenoides, compuestos fendlicos,

taninos, alcaloides y saponinas.

Los metabolitos secundarios, no participan en los procesos fundamentales para la
existencia de una planta, pero permite a la planta interaccionar con su entorno.
Existen otros grupos de metabolitos que tiene propiedades antioxidantes,

hepatoprotectoras, anticonceptivas, antialérgicas, antiinflamatorias.*®
2.2.2.3. Metabolitos con propiedades antioxidantes

La poblacion esta expuesta a una alta incidencia de luz solar lo que puede ocasionar
la formacion de radicales libres, de manera que la carencia de dafios oxidativos de sus
componentes estructurales y fisioldgicos. Por lo tanto, las propiedadesantioxidantes
gue se encuentran en extractos de metabolitos secundarios aislados provenientes de
fuentes naturales como carotenoides, aminoécidos tipo micosporinas, terpenoides y
polisacaridos sulfatados, aunque la mayoria de los investigadores consideran a los
compuestos polifendlicos como los &cidos fendlicosy cinamicos, florotaninos y

bromofenoles, entre los principales responsables de esta propiedad antioxidante.?°

2.2.2.4. ESTRES OXIDATIVO

Es una alteracion en el balance pro- oxidante/antioxidante dando lugar a posibles
dafios biomoleculas. Los dafios repercuten de forma directa o indirecta en el tejido.El
exceso de los radicales libres en relacion de con las defensas antioxidantes esta

involucrado en mayor o menor grado en el origen y evolucion de enfermedades vy el

-11 -



Envejecimiento, al incrementar los radicales libres produce un aumento del estrés

oxidativo que favoreceria la senescencia prematura en las células.?
2.2.2.5. CAUSAS DEL ESTRES OXIDATIVO

Enfermedades causadas por el estrés oxidativo, este dafio celular producido por el
estrés oxidativo es responsable de diversas enfermedades cronico degenerativas, en
donde hay una asociacion directa o indirecta con la exposicién a los radicales libres.
Ejemplos de estas patologias son: el Alzheimer, Parkinson, lesion cerebral
hipertensiva, distrofia muscular, esclerosis multiple, cancer, degeneracion de laretina,
, artritis reumatoide, diabetes mellitus, envejecimiento, enfermedad de Werner
(envejecimiento prematuro), la aparicion de arrugas prematuras y la resequedad de la
piel .22

2.2.2.6. ENFERMEDADES OCASIONADAS POR EL ESTRES OXIDATIVO

Envejecimiento: El envejecimiento y la muerte pueden ser el resultado de la
activacion de genes especificos en un momento determinado del ciclo celular

(apoptosis).

Céncer: El desarrollo tumoral es un proceso altamente complejo, se caracteriza por
la presencia de necrosis celular del tejido sano, crecimiento incontrolado de las células

cancerosas.

La catarata senil: el cristalino esta sujeto al constante bombardeo de radiaciones
diversas causantes de procesos quimicos irreversibles, que con el tiempo, por

acumulacién, producen una creciente opacificacion del cristalino; es decir, la catarata

23
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2.2.2.7. MECANISMO DEL DANO OXIDATIVO

El equilibrio de 6xido- reduccion celular es alterado por Pb, ya sea por un aumento en
la generacion de EROs, por induccién directa de peroxidacion lipidica o por
modificaciones en la actividad de las enzimas antioxidantes, lo cual también, puede
ocurrir a bajos niveles de exposicion. De esta manera, teniendo en cuenta la capacidad
del Pb de generar estrés oxidativo a bajas concentraciones y la escasa sensibilidad de
los pardmetros hematoldgicos como indicadores de intoxicacion, enla actualidad
estan siendo estudiados diversos componentes del sistema antioxidante como posibles
bioindicadores de exposicion al Pb. Sin embargo, a pesar de que un gran nimero de
estudios demuestran una correlacion positiva entre las concentraciones de Pb y
alteraciones en estos parametros indicadores de estrés oxidativo en diversos 6rganos,
es importante tener en cuenta que estas alteraciones,al igual que las observadas a
nivel hematopoyético, no son especificas de exposicién a este metal, pudiendo ser

observadas en diversas intoxicaciones y patologias.?
2.2.2.8. COMPUESTOS FENOLICOS

Constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios de las plantas,
donde desempefian diversas funciones fisiologicas. Entre otras, intervienen en el

crecimiento y reproduccion de las plantas y en procesos defensivos frente a patdgenos.

Los compuestos fendlicos se clasifican en:

. Acidos cinamicos

. Acidos benzoicos

-13 -



- Flavonoides

- Proantocianidinas o taninos condensados

. Estilbenos

- Cumarinas

- Lignanos

. Ligninas %

2.2.3. Efecto de los antioxidantes sobre la salud

La ingesta diaria promedio de polifenoles se ve afectada por los habitos alimenticios;
en la dieta mediterranea es de, aproximadamente, 1 g/dia por persona; las principales
fuentes son las frutas y, en menor medida, verduras y legumbres. Estos compuestos
ejercen efectos protectores frente algunas enfermedades graves como el cancer y las
enfermedades cardiovasculares. Los antioxidantes también pueden ejercer efecto

oxidante dependiendo de la concentracién y por tanto, ser perjudiciales para la salud.

26

2.2.4. RADICALES LIBRES

Es un &omo o molécula que contiene un electron desapareado en su orbital exterior.
En un organismo normal la combustion quimica del metabolismo aerobio produce
sustancias oxidantes altamente reactivas, tales como: el anién superdxido, peroxido de
hidrégeno, entre otras, que también se pueden generar por otros factores como la
contaminacion ambiental, el consumo de tabaco, alimentos procesados, medicamentos

o por la exposicion a pesticidas.?’
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2.2.5. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son compuestos quimicos que el cuerpo humano utiliza para eliminar
radicales libres, que son sustancias quimicas muy reactivas que introducen oxigeno en
las celulas y producen la oxidacion de sus diferentes partes, alteraciones en el ADN
y cambios diversos que aceleran el envejecimiento del cuerpo. El propio cuerpo genera
radicales libres para su propio uso (control de musculatura, eliminacion de bacterias,
regulacion de la actividad de los drganos, etc.), pero al mismo tiempo genera
antioxidantes para eliminar los radicales libres sobrantes, ya que estas sustancias son

muy agresivas.?®
2.2.5.1. ANTIOXIDANTES NATURALES

Los antioxidantes naturales son aditivos de origen natural que tienen como objetivo
retardar la rancidez oxidativa del producto para conseguir que sus condiciones sean
Optimas durante un mayor periodo de tiempo. Algunos de los antioxidantes naturales

mas utilizados son los tocoferoles, el extracto de romero o el &cido ascorbico.?®

Vitamina E: Esta constituida por varios tipos de compuestos naturales, de los cuales
la a-tocoferol tiene la mayor actividad bioldgica (antioxidante y estabilidad de las
membranas). Representa la principal defensa contra el dafio oxidativo de la membrana

en los tejidos humanos.*

La vitamina C: Es un antioxidante hidrosoluble con un alto poder reductor, participa
en el metabolismo intermediario y oxidativo, en la reabsorcion de hierro, es necesaria
para la respuesta inmune, actta como cofactor para numerosas enzimas implicadas en

la biosintesis de colageno, carnitina y algunos neurotransmisores, y puede atrapar
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Una gran variedad de especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno en mediosacuosos.

31

Los betas carotenos o provitamina a: son precursores metaboélicos de la vitamina A
que actuan de forma independiente en diversas funciones celulares. Constituyen
pigmentos de las plantas de color amarillo, naranja y rojo una vez ingeridos se

transforma en el higado y en el intestino delgado en vitamina A.*?
2.2.6. Método de DPHH

Se buscara la reduccién de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH, por
antioxidantes. Que tendra como base en la medida de la absorbancia del radical DPPH"
100 uM (3,9 mL) que serd disuelto en metanol al 80%, a una longitud de onda de 517
nm. Se afiadira 0,1 mL de la muestra o patron, la mezcla se homogenizara de manera
cuidadosa, y manteniendose en la oscuridad durante 30 minutos. Las medidas de
absorbancia a 517 nm se realizaran antes de afiadir la muestra (Ao) y pasados los 30 y
60 minutos (As). La concentracion de DPPH" en el medio de reaccion se calculara a
partir de una curva de calibrado que sera obtenido por regresion lineal. Los resultados
se expresaran en TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (LM/g de muestra peso
fresco). El antioxidante sintético de referencia Trolox, a una concentracion de 0,08-
1,28 mM en disolucion de metanol al 80%, se ensayara en las mismas condiciones,

expresandose los resultados en TEAC yVCEAC.*
2.2.7. METODO DE FOLIN- CIOCALTEU

Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos fendlicos totales

en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fenolicos reaccionan
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Con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion azul
susceptible de ser determinada espectrofotomeétricamente a 765 nm. Este reactivo
contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sodico en &cido fosforico y
reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El &cido
fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), 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

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una
coloracion azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm, y que se cuantifica
por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico (Figura 3). Se trata
de un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones,
fundamentalmente en lo relativo a los volimenes utilizados de la muestra a analizar,

concentracion de reactivos y tiempo de reaccion.
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1. HIPOTESIS

Implicita
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion:

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

un nivel de enfoque cuantitativo

Preparacion del extracto metanolico - 80% (Extraccion exhaustiva)

Para realizar la extraccion se utiliza la muestra seca y triturada, se pesa exactamente
cerca de 0,2528 g, se afiaden 15 mL de metanol al 80% + &cido féormico al 0,1%. El 14
tubo se envuelve con una capa de aluminio y luego se coloca sobre el agitador
magnético durante 30 minutos, despues se centrifuga a 6000 rpm (revoluciones)
durante 5 minutos, se separa el sobrenadante y se coloca en una fiola de 50 mL
(envuelto con una capa de aluminio), este proceso de extraccion se realiza 3 veces,
finalmente se lleva a volumen con el solvente y se guarda en congelador hasta el

momento del andlisis respectivo.

Preparacion de la muestra seca en infusion:

En un vaso de precipitacion se afiadio 200 mL de agua tipo2 se llevo a calor hasta su
ebullicidn luego se retira y se agregd 3.03 gramos de muestra posteriormente se cubrié
con papel aluminio y se deja en reposo durante 5 minutos, luego se filtra y se deja

enfriar para su posterior analisis.
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Preparacion de la muestra seca en decoccion:

En un vaso de precipitacion se coloca 200 mL de agua tipo2 mas 0.52 gramos de
muestra y se somete a ebullicion durante 10 minutos se cubre con papel aluminio,

luego se filtra y se deja enfriar para su posterior analisis.

Determinacion de polifenoles totales mediante el método de Folin — Ciocalteu:

En una fiola de 10 ml se agregd 2,5 ml de agua tipo 2, después se afiadio el estandar
de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5y 10 ppm (mg/L) para obtener la curva
de calibracion a las demas fiolas se adicion6 100 uL de extracto metandlico al 80%,
25ul de infusion y 50 ul de la decoccién. Posteriormente se agregé 500 uL de Folin
Ciocalteu y se llevo a oscuridad por 5 minutos. Pasado los minutos se agregd 2 ml de
carbonato de sodio al 10%, seguidamente se afor6 con agua tipo 2 continuandose llevo
a oscuridad por 90 minutos, finalmente se realizé la lectura en 15 el espectrofotometro

UNICO 2800 UV/Vis a una longitud de onda de 700 nanémetros.

Preparacién del DPPH:

Se preparé metanol en 100 ml, en el que se necesité 2.3mg de polvo de DPPH se
convirtié a gramos Yy se obtuvo 0.023 gr y se aforé con metanol en la fiola de 100ml,

para tenerlo 0.06Mm.

Determinacién de la capacidad antioxidante segin el método de DPPH:

En una cubeta se adicion6 1450uL de DPPH a 0.06 mM, se llevo a leer al
espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 515nm para obtener la absorbancia a
tiempo cero (DPPH t0), luego de ello se le agregd 50uL del extracto de hojas y se

colocé a oscuridad por un tiempo de 15 minutos para que reaccione, finalmente se
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Obtuvo la absorbancia a tiempo 15 (DPPH t15). El andlisis se realiz6 por triplicado
para cada una de las muestras. Como estandar se utiliz el Trolox a concentraciones
de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 Mm, para obtener la curva de calibracion. Para determinar

el % de inhibicion se utilizé la siguiente formula:

% Inhibicion = DPPH t0 - DPPH t15 x 100
DPPH t0

4.2. Poblacion y muestra:

Obtencidn de la droga vegetal: La droga vegetal fue obtenida desde el pueblo de lamos-
provincia de chachpoya en la ceja de la selva peruana. El estudio se realizd con las
hojas, flores y tallo de la planta. Estas fueron secadas en estufa a 45° C durante

4 horas, posteriormente pulverizadas y almacenadas a 4 °C hasta que se utilizo.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables

Variables Definicion conceptual | Definicion operacional Indicador
Sustancia que al

Capacidad
encontrarse  con  un| Capacidad de secuestroy/o

antioxidante de la mM  trolox eq./g
sustrato oxidable, esta| inhibicion  de radicales

especie Solanum muestra

hispidum pers

retarda la oxidacion de

libres. (DPPH)

La misma.

Son un grupo de
Contenido de poli

sustancias heterogéneos
fenoles totales en

hojas, flores y tallo
de la especieSolanum

hispidumpers

que compartan uno o
méas grupos fenol por
molécula, una

caracteristica comun en

su estructura molecular

. Folin-ciocalteu

mg catequina eq./g

muestra seca

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

Se utilizd la observacion directa, medicion y registro de las lecturas en el

espectrofotdbmetro. Los datos obtenidos se registraron en fichas de recoleccion de

datos.
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4.5. Plan de analisis:

Los resultados se presentaron con datos de medida de tendencia central: promedio,
desviacion estandar, en Microsoft Excel. Regresion lineal para la calibracion del

patron.

-23 -



4.6. Matriz de consistencia

. ) TIPO DE DISENO DE POBLACION Y
TITULO DE LA FORMULACION OBJETIVOS: HIPOTESIS VARIABLES INVESTIGA INVESTIGACION MUESTRA
INVESTIGACION |DEL PROBLEMA CION
Objetivos general: Cuantificar los
polifenoles totales y actividad
antioxidante de las hojas, flores y
;Tendré actividad tallos de Solanum hispidum pers
actividad antioxidante yg]c)trl](t);:?ggte d)ef Objetivo especifico: v' Obtencién del
contenido de polifenoles polifenoles Determinar el  contenido  de extracto Poblacion vegetal: Conjunto
totales de las hojas, flores| i~ 1ac |as hojas polifenoles totales en el extracto de Actividad Antioxidante y metandlico de hojas, flores vy tallos
y tallos del flores y tallos dé Solanum hispidum pers Implicita contenido de polifenoles| Estudio  de v' Tamizaje Solanum hispidum
Solanum  hispidum pers | gojanam P totales tipo fitoquimico
hispidum Determinar la actividad antioxidante del Solanum hispidum | descriptivo v Determinacion de | Muestra vegetal: Se)

(Hocicon) en un
modelo
experimental in
vitro?

del extracto de Solanum hispidum
pers

Pers

la actividad

antioxidante

emplearan aproximadamente
1Kg de las hojas
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4.7. PRINCIPIOS ETICOS

Se promovid 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 proteccion de la biodiversidad, puesto que es un bien comdn.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1

Contenido de polifenoles totales de las flores de Solanum hispidum Pers

Polifenoles

Parte dela Tipo de extracto totales (mg de

Muestra planta catequina eq./g de
muestra seca )

Solanum

o Flores Metanolico
Hispidum Pers 19.93+1.19
Solanum

o Flores Infusion
Hispidum Pers 18.78+3.76
Solanum

. Flores Decocto
Hispidum Pers 29.98+1.82

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 2

Contenido de polifenoles totales de las hojas de Solanum hispidum Pers

Polifenoles
Parte de la Tipo de totales (mg de
Muestra planta extracto catequina eq./g
de muestra
seca)
Solanum
Hispidum Hoja Metanolico
Pers 21.39+1.32
Solanum
Hispidum Hoja Infusion
Pers 2137i182
Solanum
Hispidum Hoja Decocto
Pers 91.51+6.24

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 3

Contenido de polifenoles totales de las tallo de Solanum hispidum Pers

. Polifenoles
e oty totales (mode
Muestra P catequina
eq./g de
muestra seca )
Solanum
i<pid Tallo Metanolico
Hispidum 9.41+0.30
Pers
Solanum Tallo Infusion
Hispidum 22.14+1.58
Pers
Solanum
Hispid Tallo Decocto
ispidum
Pers 27.07+1.48

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 4

Actividad antioxidante de las hoja de Solanum hispidum Pers

Parte de la Tipo de
planta extracto DPPH (mM
Muestra Trolox Eq./1 g
muestra seca
Solanum Hoja
o Metanolico
Hispidum Pers 285.83+7.47
Solanum Infusion
o Hoja
Hispidum Pers 188.63+17.18
Solanum
Hoja Decocto

Hispidum Pers

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 5

Actividad antioxidante de las flores de Solanum hispidum Pers

Parte de la Tipo de DPPH (MM
Muestra planta extracto Trolox Eq./1 g
muestra seca
Solanum
Hispid Flores Metanolico
pe'ﬁﬁ e 275.76x15.79
Solanum
. Flores Infusion
ispidum 236.93+3.63
Solanum
IEH%%'BMOS pr opi'é!%reeﬁa investigac ion Decocto
Pers 306.19+3.19
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Tabla 6

Actividad antioxidante de los tallos de Solanum hispidum Pers

Parte de la Tipo de DPPH (mM
Muestra planta extracto Trolox Eq./1 g
muestra seca
Solanum
Hispid Tallo Metanolico
1spiaum 186.45+3.37
Pers
Solanum
isnid Tallo Infusion
Hispidum 254.64+3.74
Pers
Solanum
Hispid Tallo Decocto
ispidum
Pers 306.19+3.19

Fuente: Datos propios de la investigacion
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5.2. ANALISIS DE RESULTADO

Los compuestos fendlicos interactua con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico,
dando una coloracién azul la cual sera determinada espectrofotométricamente a 765
nm. Este reactivo contiene wolframato sodico y molibdato sédico en acido fosforico,
reaccionando con los compuestos fenolicos presentes en la muestra. El acido
fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), 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. La
oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una
coloracion azulada que presenta un méximo de absorcion a 765 nm, y que se cuantifica

por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico.

Este fundamento también se demostro en el estudio de la familia solanum de Reyes
S.et al,en la que se valord los componentes fendlicos presentes con la colorometria
ocacionada por el reactivo Folin-Ciocalteu demostrando a si la presencia de
compuestos fenolicos. *

En las hojas secas de Solanum hispidum pers a partir del decocto se encontrd una
concentracion expresada en 91.51+6.24 (mg de catequina eq./g de muestra seca ), en
el decocto a partir de la muestra de tallo seco se encontro 27.07 + 1.48 y tambien se

presencié en el decocto de flores una cantidad de polifenoles de 29.89 + 1.82
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La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza. La deslocalizacion del electron
también intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol
a517 nm. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede
donar un atomo de hidrégeno, el color violeta se desvanece. ElI cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los

parametros para las propiedades antioxidantes.3®

Se encontro en el tallo de Solanum hispidum pers a partir del decocto 306.19
+3.19 (mM Trolox Eq./1 g muestra seca), en las flores con una concentracion de
306.19 +£3.19 (mM Trolox Eg./1 g muestra seca).y en las hojas demostro la
capacidad antioxidante a partir del decocto cuya concentracion fue 271.30

+12.07 (mM Trolox Eq. /1 g muestra seca)

Se ha demostrado que los compuestos polifenolicos junto con la capacidad antioxidante
pueden ser alterados al someterse a una elevada temperatura, como resultado la
capacidad antioxidante se puede ver aumentada, de esta manera sepuedee explicar que
la mayor capacidad antioxidante se obtuvo a partir del decocto, aunque tambien se
conoce que las extraciones con metanol son muy eficaces en cuanto a la extracion de
polifenoles, sim embargo esto depende de la naturalea quimica de cada polifenol

presente en la muestra. 3738
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VI. CONCLUSIONES

- La especie Solanum hispidum pers presenta contenido de polifenoles totales
siendo mayor en el extracto acuoso en decoccion, principalmente en las hojas,
seguido de las flores y el tallo, en el caso de la capacidad antioxidante fue mayor
en el extracto metandlico de las hojas, en la flores y el tallo en extracto acuoso
por decoccion.

- Se determiné el contenido de polifenoles totales en hojas, tallos y flores de
Solanum hispidum pers encontrandose mayor contenido en el decocto de hojas
(91.51+6.24 mg de catequina eq/g muestra seca).

- Se determiné la actividad antioxidante en hojas, tallo y flores de Solanum
hispidum pers encontrandose mayor contenido en el decocto de tallo fue

(306.19+3.19) mMTrolox. eq/g muestra seca).
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Anexo 1

Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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Grafico 1: curva de calibracion de poli fenoles totales
Fuente: datos de la investigacion
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Anexo 2

Concetracion Trolox equivalente

Grafico 2: Curva de calibracién de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)

Fuente: Datos de la investigacion
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Anexo 4
Constancia de determinacion taxonémica

Fuente: Herbario de la universidad nacional de Trujillo

48



