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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion determind la capacidad antioxidante y contenido
de polifenoles del extracto metandlico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo).
Segun la metodologia de tipo descriptivo y de enfoque cuantitativo, por lo cual se
realiz6 una extraccion exhaustiva de hojas de la planta investigada, ello permitié
determinar la capacidad antioxidante por medio del método DPPH. Considerando
como patron Trolox, del mismo modo, se considerd6 como patron catequina para la
cuantificacion de compuestos fendlicos a través de la técnica de Folin Ciocalteu. La
muestra fue de 0,2216g de hojas Tessaria integrifolia. Se obtuvo como resultados que,
en cuanto a la existencia de compuestos polifenoles en el extracto metandlico de hojas
de la planta Tessaria integrifolia contiene 48.73 £ 0.55 mg de catequina eq./g de
muestra seca; y en lo que concierne a la determinacion de la capacidad antioxidante en
el extracto metandlico en hojas de la planta estudiada, se hallé 334.25 £ 10.51 mM
(Milimolar) Trolox Eq./g de muestra seca. Por consiguiente, se concluyd que el
extracto metanolico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo) tiene capacidad

antioxidante y contenido de polifenoles para inhibir los efectos de los radicales libres.

Palabras claves: Capacidad antioxidante, DPPH, P4jaro Bobo, Polifenoles, Tessaria

integrifolia.
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ABSTRAC

The present research work determined the antioxidant capacity and polyphenol content
of the methanolic extract of Tessaria integrifolia (bobo bird) leaves. According to the
descriptive methodology and quantitative approach, for which an exhaustive
extraction of leaves of the investigated plant was carried out, this allowed to determine
the antioxidant capacity by means of the DPPH method. Considering the Trolox
standard, in the same way, it was considered a catechin standard for the quantification
of phenolic compounds through the Folin Ciocalteu technique. The sample was
0.2216g of Tessaria integrifolia leaves. The results were obtained that, regarding the
existence of polyphenol compounds in the methanolic extract of leaves of the Tessaria
integrifolia plant, it contains 48.73 + 0.55 mg of catechin eq./g of dry sample;
Regarding the determination of the antioxidant capacity in the methanolic extract in
the leaves of the studied plant, 334.25 + 10.51 mM (Millimolar) Trolox Eq./g of dry
sample was found. Therefore, it was concluded that the methanolic extract of Tessaria
integrifolia (bobo bird) leaves has antioxidant capacity and polyphenol content to

inhibit the effects of free radicals.

Keywords: Antioxidant capacity, DPPH, Bobo Bird, Polyphenols, Tessaria
integrifolia.
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I. INTRODUCCION

Las plantas son seres que viven y crecen algunas son medicinales, en América Latina
1500 plantas medicinales se encuentran en peligro de extincion @ .Desde hace 3000
afios A.C las personas utilizaban las plantas para usos medicinales, no habia reacciones
adversas y lo utilizaban con mas frecuencia para tratamientos de algunas
enfermedades, golpes, etc, en la actualidad esto ha ido mejorando tanto es el caso que
ahora existe la creacion de los aceites esenciales que son obtenidas con equipos de alta
tecnologia , también existen en la actualidad medicamentos que tienen las propiedades
de estas plantas medicinales. Ademas, las plantas tienen fines curativos, como bien se
sabe hace mucho tiempo atras no existian los doctores, ni farmacéuticos, etc, por lo
que la gente ejercia mas su uso de las plantas medicinales y esto viene de generacion

en generacion y en la actualidad es un recurso fundamental para salud. %

Tessaria integrifolia (pajaro bobo) es un arbol grande y es comun en la costa Peruana,
mayormente se puede encontrar por los rios o por donde haya mayor humedad, esta
plante se encontré en Vinzos, segun el dicho popular es una especie que se registra
para el uso de enjuagues bucales contra dolores de muelas, dolores lumbares,

irritaciones, tratamiento de reuma, escaldaduras y fracturas.

La planta Tessaria integrifolia(pajaro bobo) de también ha sido estudiada para

evaluacion Fitoquimica y actividad antimicrobiana. ©®



En la actualidad la expectativa de vida es de 75 a 78 afos, esto se debe al desbalance
de oxidante y antioxidantes. La capacidad antioxidante es aquella sustancia que inhibe
la degradacion oxidativa, en estos tiempos existen diferentes enfermedades generadas
de los radicales libres, los radicales libres (RL) es un fenémeno continuo que provoca

el envejecimiento y la carcinogénesis. Esto se debe a la falta de vitamina A, C, Dy

E.67

En base a lo antes descrito se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Tendra
capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales el extracto metandlico de
hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo)?. Se propone como objetivo general
determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales del extracto
metanolico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo), asi mismo se plantearon dos
objetivos especificos; Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto
metandlico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo) expresado en mg de catequina
eq/g muestra seca. Y determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de
hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo) expresado en mM (Milimolar) de trolox eg/g
muestra seca. El area geografica en que se realizo el estudio fue en el laboratorio de
bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Catdlica Los
Angeles de Chimbote. Dentro de la metodologia se realizo la investigacion de la
capacidad antioxidante segun el método DPPH (2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo, D-
9132) considerando como patrén Trolox y se determind el contenido de polifenoles
totales mediante el método de Folin Ciocalteu usando catequina como patrén a
concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5y 10 ppm (mg/L). Los resultados fueron presentados
en tablas y graficos valorados mediante un analisis medidas de tendencia central

promedio y desviacion estandar el programa Microsoft Oficce Excel 2016.



1. REVISION DE LITERATURA
2.1 Antecedentes

El autor Caballero J ® Desarrollo el estudio evaluacion fitoquimica y actividad
antimicrobiana de Tessaria intigrifolia, recurso medicinal del Perd. Tuvo el objetivo
de determinar los fitoconstituyentes y la actividad antimicrobiana que posee la
Tessaria intigrifolia, recurso medicinal del Perd. A través de pruebas in vitro, se
estudiaron los tipos promastigotes de L. Peruvian contra el concentrado metabdlico de
T.intigrifolia Ry P. En agrupaciones de 100,50,25,12.5, 6.25 y 3.125 mg/ml; teniendo
como tipo de medicacion perspectiva el estiboglucotano de sodio y reproduciendo las
lecturas a las 24 y 72 horas. La investigacion fotoquimica inicial se complet6 con
métodos para pruebas de caida. Se descubrié la cercania de, esteroides, flavonoides y
fenoles. Es decir el concentrado metabolico de T.intigrifolia “péjaro bobo™, indico
accion antileishmaniasica preferida sobre el estibogluconato de sodio. Concluyendo

que las hojas de Tessaria intigrifolia presentaron flavonoides, fenoles y esteroides.

Quintana M y Ramirez E- ® Desarrollaron el trabajo denominado accion reductora in
vitro del extracto hidroalcoho6lico de hojas de Tessaria integrifolia R. et. P. sobre el
ion férrico. Que tuvo como finalidad determinar la accion reductora in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Tessaria integrifolia R. et. P. sobre ion férrico,
procedente de la ribera del rio Chaman. Se utiliz6 200 ml etanol de 70°G.L se colocé
10 g de la muestra en polvo, se agito por 48 horas, luego se filtro se repitid el
procedimiento 3 veces, después se evaporo, se determind 10 ml de extracto seco
hidroalcohdlico. Luego se prepard soluciones, se comprobd que las hojas de Tessaria

integrifolia R. et. P contiene flavonoides, sequiterpenlactonas, taninos, saponinas y



compuestos fendlicos equivalente a 8,117g de acido galico y como porcentaje maximo

de 98,1% y minimo de 38,85 %, concentracion de acido galico 0,1% mg/ml.

Barreiro E y Cabezas M © desarrollaron el estudio de “Obtencion y caracterizacion de
los compuestos aromaticos del ajenjo (Artemisia absinthium L), y la aplicacion del
aceite esencial como repelente contra insectos”. Tuvo como objetivo obtener los
compuestos aromaticos de la Artemisia absinthium L. (ajenjo), para su aplicacion en
productos topicos. Mediante hidrodestilacion se procesdé 550g de hojas alcanzo el
rendimiento de 0,23%. Se 69.53% de humedad, 0.85% de cenizas, 0.880 g / cc
densidad del aceite esencial. En el movimiento inhibitorio bacteriano contra Gram +,
Gram- las coronas de (2.2, 2.3, 2.5, 3) mM (Milimolar) se estimaron en alicuotas de
50, 100, 150, 200 uL, no se identifico aspergillus niger. El examen fitoquimico que
arrojé resultados (+) para las catequinas, (+) cloruro férrico, (-) antocianidinas, (+)
Shinoda, (++) preliminar de Mayer. Fue resuelto 0.936 g / cc de espesor de la crema

hidratante antiagente, consistencia de 6.4 cps y un pH de 4.52.

En el afio 2016 en Ecuador Jaramillo C, et al ‘9. Desarrollaron la investigacion de
concentraciones de alcaloides, glucosidos cianogénicos, polifenoles y saponinas en
plantas medicinales seleccionadas en Ecuador y su relacion con la toxicidad aguda
contra Artemia salina, cuyo objetivo fue determinar las concentraciones de alcaloides,
fenoles totales, taninos, glucosidos cianogénicos y saponinas, y correlacionarlas con
el efecto citotdxico, a través del bioensayo contra el crustaceo Artemia salina. Utilizo

el método del espectrofotométricos para las concentraciones de alcaloides, fenoles



totales, taninos, glucésidos cianogénicos y saponinas. Los resultados mostraron
mayores concentraciones de fenoles (22.30 + 0.23 mg/g) y taninos (11.70 = 0.10
mg/g), C aconitifolius de glucésidos cianogénicos (5.02 + 0.37 pg/g) y P.

hysterophorus de saponinas (6.12 + 0.02 mg/g).

Segun Aguilar C. Desarrollo el estudio denominado contenido de polifenoles y
actividad antioxidante en Sonchus oleraceu L. "cerraja”, con el objetivo fue determinar
contenido de polifenoles y la actividad antioxidante en Sonchus oleraceus. La
metodologia fue para determinacion de la actividad antioxidante segun el método de
DPPH (2,2, Difenil-1- Picril Hidracilo) cuyo estandar de referencia se utilizé Trolox y
para la determinacion de polifenoles totales segin el método de Folin —Ciocalteu. Los
resultados mostraron contenido de polifenoles n cuanto a las hojas 13.24 + 1.14 20.93
+0.45y 24.95 + 0.15 y para la determinacion de la actividad antioxidante de las hojas
449.79 £ 4.26; 87.96 £ 0.26 y 78.01 = 1.04 mM (Milimolar) Trolox eq/ g de muestra
seca, respectivamente. Se concluye que se logré determinar la capacidad antioxidante

y contenido de polifenoles en Sonchus oleraceus. %

Guillén M. En su estudio denominado capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles de las hojas Artemisia annua L. (Artemisia, ajenjo chino, ajenjo dulce) que
tuvo como objetivo determinar la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles
en hojas de Artemisia annua L. (ajenjo chino, ajenjo duce) cuya metodologia fue de
tipo experimental, se utilizé la técnica de Folin Ciucalteuteniendo como patron

catequina, a partir de diferentes extractos: extracto acuso por infusién, y extracto



metandlico por extraccion exhaustivo con metanol 80%. Los resultados que obtuvieron
fueron que el contenido de polifenoles en el extracto metandlico fue de 20.59 + 3.57
mg de catequina eqg/g de muestra seca y en infusion fue 7.46+1.26 mg de catequina
eq/g de muestra seca, la capacidad antioxidante en el extracto metanélico fue 99.06 +
0.11 mM (Milimolar) Trolox eq /g de muestra secay en infusion fue de 122.07+ 1.28

mM (Milimolar) Trolox eq/ g de muestra seca. *?

Segun la autora Soto Y. trabajo el estudio de capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles en hojas, flores y tallo de schkuhria pinnata (canchalagua), se plante6
como objetivo determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles en
hojas, flores y tallo de Schkuhria pinnata (canchalagua), la metodologia fue de tipo
experimental y utilizo el modelo de Brand Williams, que se basa en la reduccion de la
absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH (2,2, Difenil-1-Picril Hidracilo).Los
resultados fueron Polifenoles totales (mg de catequina eg./g de muestra seca en la
concentracion metandlica en hojas 35.44 + 4.26, flores 17.86 + 0.62 y tallo 19.38 +
7.03, mediante la extraccién por infusion en hojas 53.16 + 1.37, decocto en hojas 82.50
+ 1.49. En la determinacién antioxidante por DPPH ( mM (Milimolar) Trolox Eq/1
g muestra seca) por la extraccién metanolica en hojas 469.22 + 21.49. Se concluye que
Schkuhria pinnata (canchalagua) posee un contenido de polifenoles totales y

capacidad antioxidante muy significativos.



2.2. Bases teoricas
Tessaria Intigrifolia (pajaro bobo)

Es una planta medicinal que pertenece a la familia asteracea. Esta planta es muy
conocida por sus propiedades cicatrizantes; antiinflamatorias; antioxidante; diurético;
antitusigeno; antiemético; etc. Tiene muchas propiedades medicinales que muy pocos

conocen. El arbol puede medir de 3 a 4 metros de altura. ‘419

Hojas

Son de limbo lanceado u obovado de 5-10 cm de largo y de ancho es de 8-16 cm de

color verde lustrado. ¥

Flor

Son inflorescencias de breves capitulos de 6-10 cm de diametro, sobre cortos
pedunculos, es una flor masculina solitaria y de color mostaza o ligeramente lila, tiene

forma de embudo de altura puede medir 6cm y florecen en temporada de verano. ©

Tronco y corteza

El tronco es delgado y recto tiene pocas ramas, puede medir 20 cm de diametro. Su

corteza es delgada de color marron grisacea @



Taxonomia

Clase: magnoliopsia
Subclase: simpétalas
Familia: Asteraceae
Reino: plantae
Geénero: Tessaria.

Especie: intigrifolia®

Origen

Es originaria de Perd, Brasil, Bolivia, Paraguay. Entre sectores geograficos norte,

centro y sur. ®

Nombre comun y habitat

También conocida como Aliso de rio, pajaro bobo. Crece en orillas de rios, se propaga

rapido y ocupa blancos de arena. Mas que todo crece en lugares himedos. @

Metabolitos de Tessaria Intigrifolia (p4jaro bobo)

Los metabolitos son, fenoles, esteroides, flavonoides, metil Eugenol, acetato de

eugenol que ayudan con la inflamacién y dimetoxifenilacetico. ®



Ambiente y estrés oxidativo

Nuestras células generan energia necesaria cada dia y para ellos necesitamos oxigeno
y también los nutrientes que encontramos en los animales , asi mismo nosotros
necesitamos de oxigeno para vivir , también la naturaleza puede darnos la contra con
respecto a la necesidad de oxigeno , en si el ambiente o estrés oxidativo es un
desequilibro entre las especies reactivas de oxigeno (EROS) y la defensa de
antioxidantes que puede llegar a provocar un dafio organico que se conoce como estrés
oxidativo provocando una variedad de cambios fisiologicos y bioquimicos que causan
la desintegracion y la muerte celular. Esto causa oxidacion a todo lo que encuentran

lo que es basicamente el ADN, los lipidos y también las proteinas. ‘®

Radicales libres

Una de las cosas mas importantes es que el oxigeno es importante para la vida celular
del organismo pero a la vez se crean unas moléculas que se llaman radicales libres lo
cual en nuestro organismo tiene efectos negativos que alteran a las grasas , proteinas
y a el ADN si se presenta en condiciones altas o desfavorables llega a convertirse en
un potente oxidante lo cual libera reactivas de oxigeno , mientras los radicales libres
ejercen su labor en el ADN mitocondrial lo cual al estrés oxidativo es muy susceptible,
este mecanismo se encuentra en los procesos carcinogénicos ya que también producen
oxidacion. Asi mismo pueden ser producidas por diferentes factores como la
contaminacion ambiental, consumo del tabaco, las variedades de alimentos

procesados, exposicion a pesticidas o consumo de medicamentos. *)



Los antioxidantes

La edad avanzada es un proceso caracteristico y moderado de oxidacién celular, las
personas tratan de salvaguardar su juventud utilizando muchos productos como
cremas, bebidas etc. Los antioxidantes son mezclas sintéticas que el cuerpo humano
utiliza para destruir a los radicales libre. El cuerpo crea radicales libres para su propia
utilizacion (control muscular, eliminacion de microorganismos, pauta de accion de
organos, etc.) sin embargo, el cuerpo realiza esfuerzo para eliminar a los radicales
libres de las células, ya que estas sustancias son excepcionalmente contundentes. La
funcién principal de los antioxidantes es retardar la oxidacion lo cual en el organismo
pueden encontrarse con sistemas antioxidantes propia de la célula ya que ayudan a un
grupo complejo, estos defienden al organismo del dafio que hace los radicales libres,

por lo tanto, las enzimas antioxidantes actdian de una accion complementaria. ‘&

Los polifenoles

Son componentes con propiedades antioxidantes de origen vegetal, en el organismo
los polifenoles se destacan por dar batalla a los radicales libres por su funcién
antioxidante. Significa que dan proteccion frente a algunas enfermedades

degenerativas.

En nuestro organismo se destacan por batallar contra los radicales libres, estos se
pueden derivar de las vias del shiquimato y fenilpropanoide. Asi mismo los polifenoles

retrasan el envejecimiento celular. ¢9

10



DPPH

Es una solucién que reacciona con el sustrato. El &tomo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) es conocido como un extremo libre estable debido a la deslocalizacion de un
electrén no apareado sobre las particulas, para que el &omo no dimeriza, al igual que
en el caso de la mayoria de los radicales libres. La deslocalizacion de los electrones
Ademas acrecienta el violeta comin sombreado de los radicales, que conserva en

metanol a 517 nm. 0

11



I11.HIPOTESIS

Ho: El extracto metandlico de hojas Tessaria intigrifolia (pajaro bobo) tiene contenido

de polifenoles y actividad antioxidante.

H: : El extracto metandlico de hojas Tessaria intigrifolia (pajaro bobo) no tiene

contenido de polifenoles y actividad antioxidante.

12



IV.METODOLOGIA

4.1 Disefio de la investigacion

El presente trabajo de investigacidn correspondid a un estudio de tipo descriptivo con

un enfoque cuantitativo.
4.2 Poblacion y muestra
Poblacion vegetal

Hojas de Tessaria integrifolia (pajaro bobo) de Pueblo de Vinzos, Distrito de Santa,

provincia de Santa del Departamento de Ancash.

Muestra vegetal

Se emplearon 0,2216g de hojas de Tessaria integrifolia (pajaro bobo).

Criterios de inclusién:

- Hojas sanas recolectadas del Distrito de Vinzos, Ancash Peru.

Criterios de exclusion:

- Hojas en mal estado vegetativo y fitosanitario

13



4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLES

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

INDICADORES

Capacidad antioxidante del
extracto metandlico de hojas
Tessaria intigrifolia (pajaro
bobo).

Sustancia que al encontrarse a bajos
niveles de concentraciones en
existencia de un sustrato oxidable,
esta retarda la oxidacion de la misma

Se realizo a través de método
de DPPH segun capacidad de
secuestro y/o inhibicion de
radicales libres de acuerdo a
valores de absorcion medida en el
espectrofotometro UV/VIS.

mM (Milimolar) de
Trolox eq/g de muestra
seca

Contenido de polifenoles del
extracto metandlico de hojas
Tessaria intigrifolia (pajaro
bobo).

Grupo heterogéneo de moléculas
que comparten la cualidad de poseer
en su estructura varios grupos
bencénicos sustituidos por
funciones hidroxilicas.

Se trabajé con el reactivo Folin
Ciocalteu, segun valores de
absorcién medida en el
espectrofotdmetro UV/VIS.

mg de catequina eqg/g
muestra seca
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion
La técnica

Se utilizara la observacion directa, medicidn, registro de las reacciones de coloracion
y otras caracteristicas que se observen en la medicion de las concentraciones totales

de polifenoles.

Instrumento
Los datos obtenidos fueron registrados en fichas de recoleccion de datos.
4.5 Plan de analisis

Los resultados fueron presentados en tablas y graficos considerando medidas de
tendencia central, promedio y desviacion estandar con la ayuda del programa

informético Microsoft Office Excel 2016.
Obtencidn de la especie vegetal.

La muestra vegetal fue recolectada en la mafiana, en Optimo estado de desarrollo
vegetativo durante el mes de junio del afio 2019, a orillas del rio Santa, pueblo de
Vinzos, distrito de Santa, provincia de Santa, regién/departamento de Ancash. El
estudio se realizé de las hojas del material vegetal, las cuales fueron seleccionadas,
lavadas, aireadas a temperatura medio ambiente, en sombray luego llevadas a la estufa
para su secado a una temperatura de 40°C, durante 27 horas para ser pulverizadas en
un molino de cuchillas eléctrica, marca Oster y luego se almacend en un frasco color

ambar cubierto con papel aluminio hasta la fecha de prueba. ¢V
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Preparacion del extracto metanolico (CH3OH 80%) por extraccion exhaustiva.

Para la obtencién del extracto metandlico se utiliz6 0,2063g de hojas secas y
pulverizadas, ésta fue afiadida a un tubo de centrifuga. Se le afiadié como solvente 15
ml de metanol al 80% + acido formico al 0,1%. Seguidamente se procedi6 a colocar
una barra magnética para posteriormente llevarlo al agitador magnético digital durante
30 minutos. Pasados los 30’ retiramos la barra magnética del tubo de centrifuga y se
llevé a la centrifuga universal a 6000 rpm (revoluciones por minuto) durante 5
minutos. Posteriormente, con sumo cuidado de no mover la muestra centrifugada
tomamos el sobrenadante con una pipeta graduada de 1 ml y traspasamos a una fiola
de 50ml la cual debi6 estar envuelto con papel aluminio para evitar contacto con la
luz. Dicho proceso de extraccion se realizo 03 tres veces. Finalmente, el extracto

obtenido se llevo a congelador a 4° C hasta el momento del analisis. %
Preparacion del DPPH.

Se preparé 100 ml del reactivo con metanol, para ello se utilizé 2.3mg de polvo de

DPPH y se afor6 con metanol en la fiola de 100ml, para tener 0.06 mM (Milimolar).

Determinacion de la capacidad antioxidante a través del método de 2,2-Difenil-1-

Picrilhidrazil (DPPH).

En una cubeta se adicion6 1450uL de DPPH a 0.06 mM (Milimolar), luego se llevé a
leer a espectrofotometro a una longitud de onda (A) de 515nm para obtener su
absorbancia a tiempo cero (DPPH t0), a continuacion, a ello se le agregd 50uL del
extracto metandlico de hojas y se dejé por 15 min en obscuridad para que reaccione,
por Gltimo, se obtuvo la absorbancia A a tiempo 15 (DPPH t15). El analisis se realizo

por triplicado para cada una de las muestras.
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Como estandar se utilizé el Trolox a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5, 7.5y 10 mM

(Milimolar), para obtener la curva de calibracion.

El porcentaje % de inhibicion se determind utilizando la siguiente formula ¢V

Abs DPPH t0—Abs DPPH t15

%INH = Abs DPPH t0 x 100

Donde:

%INH: Porcentaje de inhibicion
Abs DPPH t0: Absorbancia del 2,2-Difenil-1- Picrilhidrazilo a tiempo 0
Abs DPPH t15: Absorbancia del 2,2-Difenil-1- Picrilhidrazilo a tiempo 15

Se realiz6 una curva de calibracion con Trolox para verificar que el extracto
metandlico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo) posee capacidad antioxidante

expresado en mM (Milimolar) de trolox eq/g muestra seca. 9
Determinacion de polifenoles totales por el método de Folin — Ciocalteu.

En una fiola grado B con tapa Giardino de 10 ml se agregd 2,5 ml de agua tipo-II,
después se afadio el estdndar de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5; 7.5y
10ppm (mg/L) para obtener la curva de calibracion, a las demas fiolas se adicioné 50
pL de extracto metandlico al 80%, respectivamente a cada fiola. Posteriormente se
agregd 500 pL de Folin Ciocalteu y se dejé reposar por 5 minutos en oscuridad.
Transcurrido este tiempo se agreg6 2 ml de carbonato de sodio al 10%, seguidamente
se afor6 con agua tipo-Il e inmediatamente se llevd a oscuridad por 90 minutos, El
analisis se realizd por triplicado para las muestras. Finalmente se realizé la lectura en

el espectrofotdmetro UNICO 2800 UV/Vis a una longitud de onda de 700 nanémetros.
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4.6 Matriz de consistencia

Formulacion del

Tipo de

Indicadores y

de hojas Tessaria
integrifolia  (pajaro
bobo) expresado en
mg de catequina eq/g

muestra seca.
Determinar la
capacidad
antioxidante del
extracto metandlico
de hojas Tessaria

integrifolia  (pajaro
bobo) expresado en
mM  (Milimolar) de
trolox eg/g muestra
seca.

antioxidante.

Titulo Objetivos Hipotesis Variables Definicion operacional . A escala de Plan de analisis
problema investigacion S
medicion
Capacidad (El extracto | Objetivo general Ho:  El  extracto Capacidad Se realizé a mM Se presenta en
antioxidante y metandlico de hojas | Determinar la | metandlico de hojas antioxidante del |través de método de DPPH (Milimolar) tablas y gréficos de
contenido  de Tessaria capacidad Tessaria intigrifolia extracto segln capacidad de de Trolox eqg/g | promedios y
polifenoles integrifolia antioxidante y | (pajaro bobo) tiene metandlico  de [secuestro y/o inhibicion de de  muestra | desviaciones
totales (pajaro bobo) | contenido de | contenido de hojas  Tessaria |radicales libres de acuerdo a | La presente | seca estandar en el
del  extracto tendrd  capacidad | polifenoles totales del | polifenoles y integrifolia valores de absorcion medida | investigacion fue programa
metandlico de antioxidante y | extracto metandlico | actividad (pajaro bobo) en el espectrofotometro | experimental de informatico
hojas Tessaria contenido de | hojas Tessaria | antioxidante. UVIVIS. nivel descriptivo Microsoft ~ Office
integrifolia polifenoles totales? integrifolia (pajaro y de enfoque Excel 2016.
(pajaro bobo) bobo) Hi:  El  extracto Contenido de |Se trabajé con el reactivo | cuantitativo
metandlico de hojas polifenoles del [Folin  Ciocalteu, segln mg de
Obijetivos especificos | Tessaria intigrifolia extracto valores de absorcion medida catequina
Determinar el | (pdjaro bobo) no metandlico de |en el espectrofotdmetro eq/g
contenido de | tiene contenido de hojas  Tessaria |UV/VIS. muestra
polifenoles totales del | polifenoles y integrifolia seca
extracto metanolico | actividad (pajaro bobo)
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4.7 Principios éticos

Para el presente trabajo se considerd los principios descritos en el codigo de ética para
la investigacion, version 004 de la ULADECH @2,

Se tuvo en cuenta el cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad durante
toda la investigacion se respetd, el cuidado del medio ambiente y las plantas, por
encima de los fines cientificos; y se tomaron medidas para evitar dafios y planifico

acciones para disminuir los efectos adversos y tomar medidas para evitar dafios.

Integridad cientifica se evitd el engafio en todos los aspectos de la investigacion;
evalud y declaro los dafios, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a
quienes participan en una investigacion. Asimismo, se procedid con rigor cientifico,
asegurando la validez de sus métodos, fuentes y datos. Ademas, debe garantizar la
veracidad en todo el proceso de investigacion, desde la formulacion, desarrollo,
andlisis, y comunicacién de los resultados y finalmente la justicia donde el
investigador ejercid el juicio razonable, ponderable y tomar las precauciones
necesarias para que asegure de que sesgos y las limitaciones de sus capacidades y

conocimientos no den lugar o toleren practicas injustas
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 1. Determinacion del contenido de polifenoles totales del extracto metanolico
de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo) expresados en mg de catequina eq./g

muestra seca segun el método de folin-ciocalteu

Muestra Parte de la Tipo de mg catequina eq./g
planta extracto muestra seca

Tessaria  integrifolia
(pajaro bobo) Hojas Metanolico 48.73+ 0.55

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 2. Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto metandlico de hojas

Tessaria integrifolia (pajaro bobo) expresados en mM (Milimolar) de trolox eq./g de

muestra seca por método de DPPH

Parte de Tipo de Mm (Milimolar)
Muestra /troloxeq./ g
la planta extracto
muestra seca
Tessaria
integrifolia Hojas Metanglico s 1 1051

(Péjaro bobo)

Fuente: Datos propios de la investigacion
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5.2.  Andlisis de resultados

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la capacidad antioxidante y
contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de hojas Tessaria integrifolia
(pajaro bobo) del pueblo de Vinzos en el afio 2019, para lo cual se planted las
siguientes hipotesis que el extracto metandlico de hojas Tessaria intigrifolia (pajaro
bobo) tiene contenido de polifenoles y actividad antioxidante. Y como hipétesis
alternativa que el extracto metandlico de hojas Tessaria intigrifolia (pajaro bobo) no

tiene contenido de polifenoles y actividad antioxidante.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la contenido de polifenoles totales del
extracto metandlico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo) expresados en mg de
catequina eqg./g muestra seca segun el método de folin-ciocalteu, el cual fue de 48.73+
0.55 mg catequina eq./g, datos que asemejan a los encontrados por Masateru O, et
al.®® Quienes determinaron que el extracto metandlico de la parte aérea de Tessaria
integrifolia mostrd una actividad antioxidante mas fuerte que el antioxidante sintético
estandar, 3- terc . butil-4-hidroxianisol (BHA). A partir de este extracto, se aislaron
cinco nuevos sesquiterpenoides de tipo eudesmane junto con dieciocho compuestos
conocidos, y sus estructuras. Entre ellos, se examinaron once compuestos fendlicos,
cuatro flavonoides, dos lignanos y cinco derivados del acido cafeoilquinico para
determinar su actividad antioxidante utilizando el método del tiocianato férrico, y
nueve compuestos indicaron una actividad antioxidante mas fuerte que el antioxidante
natural estandar, o-tocoferol en una concentracion de 0,5 mM. Especialmente, se

identificaron dos flavonoides como antioxidantes mas fuertes que el BHA. Se examiné
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el efecto eliminador de los compuestos fendlicos sobre el radical estable 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo. Todos los compuestos probados mostraron este efecto eliminador,
siendo el efecto de cinco derivados del acido cafeoilquinico y tres flavonoides casi el

doble o mas que el del a-tocoferol a una concentracion de 0,01 mM.

De igual forma Caballero J® menciona en su estudio la Tessaria integrifolia presenta
flavonoides, fenoles y esteroides por lo que la presencia de compuestos fenélicos o
también conocido como fenilpropanoides o polifenoles se realizé bajo el método de
Folin Ciucalteu en el cual la propiedad de los fenoles de la estructura quimica de la
planta reacciona frente a agentes oxidantes como este reactivo. Este reactivo contiene
molibdato y tungstato sédico que, al reaccionar con los compuestos fenolicos
presentes, forman complejos fosfomolibdico - fosfotingstico. Y estando éste en un
medio basico la transferencia de electrones reduce estos complejos a Oxidos de
tungsteno y molibdeno, manifestando una coloracion azul intenso que son
proporcionales a la cantidad de grupos fenolicos presentes en la molécula de interés
48 En otras palabras, los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu (RF- C) bajo condiciones basicas o alcalinas (ajustadas por la solucion de
carbonato de sodio a pH > 10). La disociacion del protén fendlico permite la formacion
del i6n fenolato, el cual es capaz de reducir el reactivo de Folin-Ciocalteu (RF-C), lo
que apoya la idea de que la reaccion ocurre a través del mecanismo de transferencia de

electrones. ?¥
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Por otro lado, en la Tabla 2 se muestran los resultados de la Capacidad antioxidante
del extracto metandlico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo) expresados en mM
(Milimolar) de trolox eq./g de muestra seca por método de DPPH, el cual fue de 334.25
+ 10.51. datos que se sustentan en los encontrados por Quintana M y Ramirez E- ©®
mencionan que en la marcha fitoquimica que realizaron se encontr6 flavonoides,
sesquiterpenlactonas, taninos, saponinas y algunos compuestos fenélicos, su accion
reductora es equivalente a 8.117 g &cido galico/100g de muestra y un porcentaje
maximo de 98.1% y un porcentaje minimo de 38.85 %, en comparacion al acido galico
0,1 mg/mL. Asi mismo, Feo V. y col. Mencionan que las hojas recolectadas en Peru
produjeron 6 componentes: &cido 3,4-dicafeoilquinico (0,020%), é&cido 3,4,5-
tricafeoilquinico (0,013%), quercetina (0,017%), quercetina-3- O -glucosido

(0,012%), rutina (0,020%) y naringina (0,025%).

Al no haber estudios con la planta Tessaria integrifolia (pajaro bobo) sobre el
contenido de polifenoles y capacidad antioxidante, se tuvo que comparar resultado con
la planta de Artemisia annua L ya que ambas pertenecen a la familia asteraceas. Los
resultados obtenidos por Guillen M. @Y En su investigacion determin6 la relacion que
existe entre el contenido de flavonoides y la capacidad antioxidante de las hojas de
Artemisia annua L. En donde los resultados de contenido de polifenoles fueron una
media y desviacion estandar de 20.59+3.57 mg de catequina eq./g de muestra seca, y
la capacidad antioxidante fue de e 99.06 +0.11 mM de Trolox eg/g, en conclusion se
determind que existe relacion de entre el contenido de polifenoles y la capacidad

antioxidante de Artemisia annua l.
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En cuanto a la determinacion antioxidante se realiz6 bajo el método DPPH, su funcién
principal de este reactivo, es que cuando se pone en contacto con una sustancia que
dona un adtomo de Hidrogeno (antioxidante) se produce la forma reducida DPPH-H o
DPPH-R en el que da una pérdida de color amarillo palido. El radical DPPH es

ampliamente usado y esto se debe a que se obtiene los resultados en un tiempo corto.

(20)

De acuerdo a lo mencionado anteriormente afirmamos que la capacidad antioxidante
esta relacionada a la concentracion de polifenoles; ya que en diferentes bibliografias
se encontrd, que la capacidad antioxidante se encuentra completamente ligada a los

compuestos polifendlicos que se encuentran en las hojas.
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VI.

CONCLUSIONES

Se logré determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales

del extracto metandlico de hojas Tessaria integrifolia (pajaro bobo).

Se determino el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de hojas
Tessaria integrifolia (pajaro bobo) tiene contenido de polifenoles totales
equivalente a 48.73+ 0.55 de catequina eg/g de muestra seca.

Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de hojas Tessaria
integrifolia (pajaro bobo) fue equivalente a una concentracion de 334.25 +

10.51expresado en mM (Milimolar) de Trolox eg/g de muestra seca.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

— El presente estudio representa una base cientifica para futuros estudios acerca de
la capacidad antioxidante de Tessaria integrifolia (pajaro bobo); por lo que se
recomienda determinar cual o cuales son las sustancias que hacen posible esta

accion, asi como los mecanismos que podrian estar asociados a sus efectos.

— Ampliar el estudio de la determinacion de la capacidad antioxidante (captacion de
radicales libres) y la capacidad de los compuestos fenolicos de Tessaria
integrifolia (pajaro bobo); con otros métodos tales como ABTS, DMPD, DMPO o

FRAP.
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Anexo 1

Curvas de calibracion

Curva de Calibraciéon Polifenoles Totales
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Grafico 1. Curva de calibracion de polifenoles totales del extracto metandlico de las
hojas de Tessaria integrifolia (pajaro bobo) procedente del Distrito de Vinzos
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Gréfico 2. Curva de calibracién de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo) del extracto
metandlico de las hojas de Tessaria integrifolia (pajaro bobo) procedente del Distrito
de Vinzos.
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Anexo 2

Esquema de la Marcha fitoquimica
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Figura 1. Diagrama de bloques del proceso de investigacion.
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Anexo 3

Figura 4. Muestra vegetal hojas de Tessaria integrifolia (pajaro bobo)
procedente del Distrito de Vinzos. en 6ptimo estado de desarrollo vegetativo y
fitosanitario llevadas al horno de convencion forzada a 40°C
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Figura 5. Hojas secas de la muestra vegetal hojas de Tessaria integrifolia
(pajarobobo) procedente del pueblo de Vinzos en proceso de Pulverizacion.

Figura 6. Procedimiento de preparacion del extracto metanolico (CH30OH 80%) por

extraccién exhaustiva.
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Figura 7. Muestras problemas y colocacion del Na2CO3 al 10% a las tres fiolas
conlas muestras problemas del extracto metandlico de las hojas de Tessaria
integrifolia (pajaro bobo) procedente del Distrito de Vinzos

Figura 8. Lectura de las tres muestras del extracto metandlico de las hojas de Tessaria
integrifolia (pajaro bobo) procedente del Distrito de Vinzos en elespectrofotdmetro
UNICO 2800 UV/Vis.
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Figura 10. Determinacion taxondmica de la muestra vegetal planta Tessaria
integrifolia (pajaro bobo). Revisada por Dr. José Mostacero Ledn director del
herbario HUT y el Blgo. Eric Rodriguez R.
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Figura 11. Cddigo 61423, otorgado por el Herbarium Truxillense de Trujillo (HUT)
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Figura 12. Jharin Mejia Lujan, en el Herbarium Truxillense de Trujillo (HUT)
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