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RESUMEN

Se comprueba a través de técnicas descriptivas los efectos de la especie vegetal
analizada en la raiz de la Krameria lappacea “RACTANIA”. Que le confiere la
actividad Antioxidante y el contenido de polifenoles en el extracto de la raiz.
Introduccion: La especie del género Krameria perteneciente a la familia
Krameriaceae conocida como Ratania del Per(, que tiene el uso en la medicina
tradicional recomendado en inflamaciones, episodios de dolor y efectos antioxidantes
basados en dichos que es considerado para mi estudio. Esta investigacion presenta un
objetivo general: Determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles en
la raiz de la Krameria lappacea “RACTANIA”, que le permita justificar su empleo
en la medicina tradicional. Estas propiedades son beneficiosas ya que son ricos en
compuestos fendlicos que poseen propiedades antioxidantes, con la capacidad de
inhibir procesos de oxidacidn en alimentos y del envejecimiento celular y propiedades
bactericidas. Metodologia: corresponde a un estudio de tipo descriptivo que permitira
analizar el efecto antioxidante de la raiz de la Krameria lappacea “RACTANIA”,
mediante el método de DPPH y contenido de polifenoles totales por el método Folin
Ciocalteu. Resultados: Se obtuvo la mayor cantidad de polifenoles totales por infusién
278.10+ 11.81 y DPPH el mayor resultados fue en el extracto metanolico al 80% con
un valor de 4306.68+ 344.21 Nm/1g de muestra seca. Conclusion, el extracto obtenido
de la raiz de Krameria lappacea “RACTANIA , tiene una capacidad antioxidante y
un alto contenido de polifenoles, justificando asi su un interés y utilidad en la

medicina para la basqueda de opciones terapéuticas alternativas.

Palabras claves: Antioxidantes,Krameria lappacea ,Ractenia
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ABSTRACT

The effects of the plant species analyzed on the root of the Krameria lappacea "RACTANIA" are
checked through descriptive techniques. It gives the antioxidant activity and the content of
polyphenols in the root extract. Introduction: The species of the genus Krameria belonging to the
family Krameriaceae known as Ratania of Peru, which has the use in traditional medicine
recommended in inflammations, pain episodes and antioxidant effects based on sayings that is
considered for my study. This research has a general objective: To determine the antioxidant
capacity and polyphenol content in the root of Krameria lappacea "RACTANIA", which allows it
to justify its use in traditional medicine. These properties are beneficial since they are rich in
phenolic compounds that have antioxidant properties, with the ability to inhibit oxidation processes
in food and cell aging and bactericidal properties. Methodology: corresponds to a descriptive study
that will analyze the antioxidant effect of the root of Krameria lappacea "RACTANIA", using the
DPPH method and total polyphenol content by the Folin Ciocalteu method. Results: The highest
amount of total polyphenols was obtained by infusion 278.10 + 11.81 and DPPH the highest results
were in the 80% methanol extract with a value of 4306.68 + 344.21 Nm / 1g of dry sample.
Conclusion, the extract obtained from the root of Krameria lappacea "RACTANIA", has an
antioxidant capacity and a high content of polyphenols, thus justifying its interest and usefulness

in medicine in the search for alternative therapeutic options.

Keywords: Antioxidants, Krameria lappacea, Ractenia.
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. INTRODUCCION

El hombre desde tiempos remotos, empled productos tomados de la naturaleza con el
propdsito de curar los males que le aquejaban. A medida que avanzaron las ciencias
médicas y de modo particular el conocimiento teérico de la medicina, el uso de estos
recursos se fue sentando sobre bases cada vez mas cientificas y mantiene una amplia

validez a pesar del poderio y de la competencia de la Quimica Farmacéutica.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a adoptado resoluciones que ponen de
manifiesto la necesidad de racionalizar el empleo de los productos derivados de las
plantas medicinales con el objetivo de limitar la prescripcion, de aquellos productos
de fitoterapia que carezcan de estudios previos para avalar el uso de los mismos, o de

plantas de las que no se conocen suficientemente los riesgos de su utilizacion. *

El pobre conocimiento de la naturaleza fitoquimica de los compuestos presentes en la
raiz de la Krameria lappacea “RACTANIA” y las insuficientes evidencias
experimentales de su capacidad farmacologica antioxidante, limitan la
fundamentacion cientifica de su empleo etnobotanico y el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas enriquecidas en metabolitos bioactivos con potenciales aplicaciones
terapéuticas. En plantas, al igual que en animales y en humanos, la ubicuidad de las
Especies Reactivas del Oxigeno, determina la existencia de una serie de sistemas
antioxidantes que incluyen enzimas (antioxidantes enzimaticos) y metabolitos de bajo

tamafio molecular. 2

Los radicales libres son particulas inestables que perdieron un electron y son altamente
reactivas .No son completamente dafiinos, ya que nuestro propio organismo los fabrica
en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus. Los radicales libres

producidos por el cuerpo para llevar a cabo determinadas
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Funciones son neutralizadas facilmente por nuestro propio sistema antioxidante. El
problema para nuestras células se produce cuando se da un exceso sostenido de
radicales libres en nuestro sistema, a través de los afos, situacion en la cual nuestro
sistema antioxidante requiere de los antioxidantes de la dieta. El incremento de los
radicales libres por encima de la cantidad de sustancias antioxidantes, conduce al estrés

oxidativo, lo que produce dafio celular 3.

La incapacidad de nuestro cuerpo para neutralizar los radicales libres a los que nos
exponemos diariamente, nos obliga a recurrir a nutrientes que tengan la propiedad de
neutralizarlos. Podemos decir que un nutriente tiene propiedades antioxidantes cuando
es capaz de neutralizar la accion de una molécula inestable, es decir un radical libre,
sin perder su propia estabilidad., EI consumo de frutas y verduras, ha sido asociado
con la proteccion contra ciertas enfermedades, tales como enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares e incluso cancer, dicha actividad que se atribuye
a los diferentes antioxidantes contenidos en ellos, como vitamina C, vitamina E, beta-
caroteno, también se debe a otros compuestos tales como polifenoles y flavonoides
(flavonas, isoflavonas, catequinas) que son componentes que se consumen en la dieta
y, que manifiestan una fuerte capacidad antioxidante. Es por esta razon que resulta
importante determinar la capacidad antioxidante de las diferentes frutas, vegetales y

plantas medicinales °.

El estrés oxidativo es una condicion celular en donde debido a un desequilibrio entre
agentes oxidantes y antioxidantes, la membrana de la célula pierde sus funciones y la
conduce a muerte celular. Para prevenir este tipo de muerte celular, la implementacién
de antioxidantes es una aliada importante. Por esta razon, es de vital importancia

realizar y conocer la investigacion en plantas medicinales para extraer



Sus efectos antioxidantes por ser provenientes de plantas llamados también Fito

antioxidantes y comprobar sus efectos por medio de investigacion “.

Los compuestos fendlicos estdn presentes en todo el reino vegetal y la actividad
antioxidante de los compuestos fenolicos se atribuye a su facilidad para ceder atomos
de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromético a un radical libre y a la posibilidad de
deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo aromatico. Los
compuestos fendlicos poseen ademas una estructura quimica ideal para captar iones
metalicos (principalmente divalentes, como el hierro (11) y cobre (I1)) y, por tanto, para

inhibir la formacion de radicales libres a través de reacciones.®

Esta investigacion se realizé por el método de secuestro de radicales libres DPPH, para
poder determinar el contenido de antioxidantes en la raiz de la Krameria lappacea
“RACTANIA”, mediante el método de Folin —Ciocalteu, permite observar la
Concentracion de Polifenoles Totales demostrando de manera experimental la accion
terapéutica de la raiz obtenido de la Krameria lappacea “RACTANIA”, que nos

permita justificar su empleo en la medicina tradicional.

La planta que se investigb no cuenta con estudios presentes pero por los dichos
populares antes mencionados, refiere que las reacciones que causa este tipo de plantas
son satisfactorias ante algunos problemas de salud, por lo cual le da propiedad para ser
utilizada como antioxidante. Se justifica para que en la actualidad tenga un interés a
cerca de la medicina herbolaria y la busqueda de opciones terapéuticas alternativas que
tiene la corteza en una creciente satisfaccion hacia la medicina convencional, tanto por
su falta de éxito en algunas enfermedades como por los efectos colaterales que ciertos

medicamentos provocan.



El siguiente proyecto de investigacion tiene como Objetivo general: Determinar la

capacidad antioxidante en la raiz de la Krameria lappacea “RACTANIA”.

Objetivo Especifico: Conocer el contenido de polifenoles en la raiz de la Krameria

lappacea “RACTANIA” que permita justificar su empleo en la medicina tradicional.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES.

En el afio 2011 Escalona®en Cuba, realizd una Evaluacion de la actividad antioxidante
y antimicrobiana de extractos de hojas de Tamarindus indica L. como premisa para su
introduccion en la medicina complementaria. En un modelo experimental de toxicidad
hepatica con tetracloruro de carbono (CCl4), demostraron la actividad
hepatoprotectora aunque su efectividad result6 menor en comparacion con la de un
extracto fluido en etanol al 80%. Ademas, fueron evaluadas dos fracciones del extracto
fluido ricas en flavonoides, las que resultaron tan activas como el extracto de partida.
En este sentido, se ha sugerido que la actividad hepatoprotectora se asocia con un
mecanismo antioxidante, y que son las fracciones fenolicas y flavondlicas las
responsables de dicha actividad. Ello fue evidenciado a través de dos técnicas
quimicas: la inhibicién del radical 2,2 difenil -1-picrilhidracilo (DPPH) y la inhibicién
del radical superdxido .Estas propiedades antioxidantes es una opcidn a considerar
como alternativa terapéutica asociadas al estrés oxidativo que constituyen en la

actualidad un problema de salud.

Paredes M. ®en Mayo del afio del 2013 determino la actividad antioxidante de cuatro
plantas nativas del ecuador. Actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de:
Opuntia soederstromiana, Dononea viscosa, Bactris gasipaes y Mauritia flexuosa
utilizando como metodologia el método de Capacidad atrapadora del Radical o del 2,
2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) a distintitas concentraciones de extracto de cada
planta: 200ug/mL, 150ug/mL, 100ug/mL, 50ug/mL finalmente procedieron a la
investigacion y experimentacion farmacologica donde se efectud la evaluacion de la

actividad antioxidante.



La tesis realizada por Guimet Rojas R. @9 en lquitos el afio 2012 menciona que el
cuerpo humano fabrica de manera equilibrada antioxidantes y radicales libres, pero
cuando se en exceso provoca una alteracion en la sintesis y degradacion que al
producirse inevitablemente el estrés oxidativo facilita la generacion de estos radicales,
que se encuentran destinados a provocar enfermedades degenerativas como el cancer,
artrosis, enfermedades cardiovasculares, entre otros, el objetivo de esta tesis fue
determinar la actividad antioxidante in vitro y conocer la concentracion de polifenoles
totales, por lo tanto se obtuvieron los extractos metanolicos a partir de las hojas que
previamente fueron secados en estufa y molidos, en el caso de los antioxidantes fue
por maceracion de 48 horas a temperatura ambiente y para polifenoles totales fue por
maceracion a 60°C, y como resultado final los polifenoles totales son cuantificados por
el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante se midié por el método de

DPPH.

Seglin Cruzado M. et al. @ evaluaron en el afio 2013 el contenido de compuestos
fenolicos y la actividad antioxidante de diversos extractos de alcachofa (Cynara
scolymus L.), presentando el contenido de compuestos fendlicos expresados como mg
de acido galico varia entre 93 y 117 mg por gramo de muestra, dependiendo del tipo
de extracto analizado y de la forma de ser procesado. La actividad antioxidante de un
gramo de la muestra con mayor contenido de compuestos fendlicos es comparable a la

actividad de 47 mg de acido galico.

En Lima, Bardales ®el afio 2014 publico una tesis “capacidad antioxidante de Averrhoa
carambola I. (carambola) frente a sistemas generadores de radicales libres” El estudio

realizado es de tipo analitico y experimental, donde se obtuvieron



Extractos acuosos del fruto y hoja frescos de Averrhoa carambola L. (Carambola), que
se determiné cuantitativamente los contenidos de polifenoles, flavonoides y vitamina
C, también se evaluaron sus propiedades mediante reacciones con el radical libre
estable DPPH. Los resultados muestran en las hojas presencia de una una mayor

concentracion de antioxidante que el fruto de la Averrhoa carambola L. (carambola).

Tovar 7 en el afio 2013 realiz6 una investigacion “determinacion de la actividad
antioxidante por DPPH y ABTS de 30 plantas recolectadas en la eco region cafetera”
se evalud la actividad antioxidante de los extractos crudos de metanol y diclorometano
de 30 plantas a 8 diferentes familias y caracterizar por medio de un perfil
cromatografico para obtener flavonoides, que se trabajé con la parte aérea de las
plantas por maceracion pasiva y se reconocio la actividad antioxidante por medio de
dos modelos in vitro, DPPH y ABTS; teniendo un estdndar o control positivo
Hidroguinona .A través de los espectros UV-Vis de las sefiales cromatogréficas se
logré identificar que los flavonoides en mayor cantidad fueron flavonas y flavonoles.
Los resultados mostrados fueron por Tovomita guianensis (Clusiaceae) con un alto
porcentaje de antioxidante de 54,97% y una concentracion mayor de flavonoides lo

cual es muy prometedor y podria analizarse con mas detalle como alternativa natural.



2.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION

2.2.1. ANTIOXIDANTE

Un antioxidante es cualquier sustancia que al encontrarse a bajos niveles de
concentraciones en existencia de un sustrato oxidable, esta retarda la oxidacion de la
misma, por lo cual en el organismo los antioxidantes pueden encontrarse como
sistemas antioxidantes que coexisten en la propia célula ya que cooperan un grupo
complejo y variado de moléculas que preservan los sitios biolégicos clave mediante el
equilibrio de las mismas contra las lesiones oxidativas, es decir la salud de nuestro
organismo necesita de un eficiente sistema de defensa antioxidante que ejecute el
deterioro ocasionado por los radicales libres y por otras especies de oxigeno reactivo.'°
Los antioxidantes tienen la capacidad de estabilizar frente a los radicales libres
evitando la per oxidacion lipidica, proceso que esta involucrado en el desarrollo de
diferentes enfermedades comunes, en las que se incluyen la aterosclerosis y desérdenes

neurodegenerativos.!°

2.2.2. EFECTO ANTIOXIDANTE DE LOS FENOLES

Los fenoles son muy susceptibles a la oxidacion, por lo tanto tienen un caracter
marcadamente antioxidante, ya que experimentaran la oxidacién antes que otras
especies susceptibles de ser oxidadas y en consecuencia las protegeran frente a esos
ataques oxidantes (p.ej., luz, radicales libres, quimicas, etc.). Por otra parte, las
estructuras fendlicas complejas tienen la capacidad de recuperar su estado reducido
mediante un equilibrio redox muy favorecido por las interacciones de otros grupos
funcionales de sus estructuras quimicas con distintos metabolitos presentes en el

medio. Con lo cual una vez oxidadas van a recuperar su hidroxilo recuperando su



Capacidad antioxidante, evitando nuevamente la oxidacion de otros elementos de

interés del medio (p.ej., proteinas, nutrientes, azlcares, etc.) ’

2.3. ESTRES OXIDATIVO

Es aquella situacién en la que las células estan expuestas a un ambiente pro oxidante
y los mecanismos defensivos antioxidantes son sobrepasados de forma que se llega a
afectar el estado redox celular. Necesitamos el oxigeno y en la respiracion celular se
van creando los radicales libres, y como consecuencia estos radicales libres generando
dafio en las celulas debido a la oxidacion de los lipidos, proteinas, DNA y enzimas, lo
que producen una reaccion en cadena, que genera mayor incremento de radicales libres
y por lo tanto aumento del dafio celular nuestra salud , utilizando al electron suelto y a
través de una transformacion quimica en ese ataque cambian también a otras moléculas
a radicales libres, por lo tanto estas moléculas no solo se generan de manera inapelable

sino que por otros factores también se pueden generar.*?

2.3.1. RADICALES LIBRES Y LA OXIDACION

Los radicales libres son sustancias quimicas que presentan un electrén desapareado en
su capa mas externa, el cual los hace méas inestables y reactivos, por lo cual estan
preparados para captar un electrén a partir de una molécula mas estable, para llegar a
su estabilidad, convirtiendo en un radical libre. Entre las especies reactivas del oxigeno
0 sustancias pro oxidantes mas comunes y de mayor importancia bioldgica estan el
radical hidroxilo (HO), el anion superédxido (O2 .-) y el peréxido de hidrogeno (H202),
el ultimo a pesar de no tener electrones desapareados, porque no es propiamente un

radical libre, se encuentra estrechamente en conjunto con la



generacion de radicales el cual reacciona instantaneamente con casi todo tipo de
moléculas en los seres vivos, tales como lipidos, proteinas y bases del &cido

desoxirribonucleico (ADN). 512

Tovar J. 13 Determino la actividad antioxidante de 30 plantas recolectadas en la
Ecorregion cafetera de Colombia. define al DPPH que un radical libre estable se debe
a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo
cual la molécula no se dimeriza como en todos los casos lo hacen los radicales libres,
esta deslocalizacion del electron aumenta el tipico color violeta del radical, cuando la
solucién reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de
hidrogeno el color violeta se desvanece, y este cambio de color es revisado y
monitoreado espectrofotométricamente y es empleado para determinar los parametros

para las propiedades antioxidantes.®

2.3.2. TECNICA PARA DETERMINAR POLIFENOLES TOTALES

e Determinacioén de fenoles totales (FT)

Para determinar los fenoles totales se utilizara un reactivo con una mezcla de acidos
fosfowolframico y fosfomolibdico ambos en medios bésicos, el cual se reducen al
oxidar los compuestos fenolicos, generando 6xidos azules de wolframio (WgO23) y

molibdeno (Mo0gO23). La absorbancia del color azul desarrollado se mide a 765 nm.

2.3.3. TECNICA PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
-Método DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Este método se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical
DPPH, por antioxidantes. Con modificaciones el método se basa en la medida de la

absorbancia del radical DPPHe 100 uM (3,9 mL) disuelto en metanol al 80%, a la
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Longitud de onda de 517 nm. Se afiade 0,1 mL de la muestra o patron, la mezcla se
homogeniza cuidadosamente, y se mantiene en la oscuridad durante 30 minutos. Las
medidas de absorbancia a 517 nm se realizan antes de afiadir la muestra (AQ) y pasados
los 30 y 60 minutos (Af). La concentracion de DPPH en el medio de reaccion se calcula
a partir de una curva de calibrado obtenida por regresion lineal. Los resultados se
expresan en TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (uM/g de muestra peso
fresco). El antioxidante sintético de referencia Trolox, a una concentracién de 0,08-
1,28 mM en disolucion de metanol al 80%, se ensaya en las mismas condiciones,

expresandose los resultados en TEAC y VCEAC .12

METODO DE FOLIN CIOCALTEU (FC)

Entre los métodos para la medicion de fenoles totales se encuentra el de FC, uno de
los métodos maés antiguos para determinar el contenido de fenoles totales. Esta prueba
consiste en mezclar tugstato y molibdato en un medio altamente basico (Na2CO3 al 5-
10 %, acuoso). Los polifenoles son facilmente oxidables en medio basico quienes
reaccionan con el molibdato formando 6xido de molibdeno MoO, este compuesto
puede ser identificado y cuantificado por espectroscopia de uv/vis debido a que
absorbe a una longitud de 750 nm. El contenido de fenoles totales generalmente, se
expresa en equivalentes de acido galico. La prueba de FC es similar a la de ABTS ya
que ambos métodos ayudan a la determinacion de polifenoles y monofenoles. La
ventaja del método de FC sobre ABTS es que FC esta relacionado con la aparicién de
una absorbencia que es consecuencia de la aparicion de color debido a la reaccion, no
a una disminucion de la absorbencia como ocurre con la prueba de ABTS. Otra de las
ventajas es que ésta prueba (FC) no requiere de una estandarizacion de las condiciones

del analisis. Aungue, si bien el método de FC no
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Esta relacionado con la medicion de actividad antioxidante, parece ser uno de los
mejores métodos para estimar esta actividad antioxidante en alimentos, con la

excepcion de que la muestra no contenga una cantidad de proteinas significativa.®

TAXONOMIA DE LA RATANIA
Division: Angiospermae

Clase: Dicotiledonea

Familia: Krameriaceae

Género: Krameria

Especie: Krameria lappacea

Nombre Comun: “ratania del Pera”, “ractania”, “ratafia”, “aretes”

ORIGEN Y DISTRIBUCION

Origen: Es originario del Perd, de las Cordillera de los Andes, donde crece a una altura

de 520-3300 m.s.n.m, en terreno secos, arenosos o de grava. Simpson et al. 1989.

Distribucion: Se encuentra distribuida en las zonas andinas del Perd, Bolivia,
Colombia, Ecuador, Chile y Brasil, e incluso se han observado en Centroamérica y
México. En el Per0 crece en los departamentos de La Libertad, Ayacucho, Cajamarca

y Ica. 4

Cosecha y Conservacion de la planta

e Partes aprovechadas: Raiz, Tallo y hoja.
e Cosecha: Durante todas las épocas del afio.

e Clima: Temperatura anual de 23 a 26.5 °C en las zonas tropicales,

temperatura minima anual entre 20 a 26 °C, soportan una temperatura de 10

°C y la humedad es de 80 a 90%, altitudes de hasta 3200 msnm.
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Tallos: Son fuertes de crecimiento determinado cuando se trata de tallos rastreros que
dan a la planta un porte abierto, o de crecimiento indeterminado cuando son erguidos
y erectos, pudiendo alcanzar hasta 2-4 metros de altura.'*

Hoja: Radicales, alternas, comprimidas y sin nervios aparentes.

Flores: Flores sobre racimos largos terminales.

2.4. COMPOSICION QUIMICA.

Los metabolitos secundarios presentes en esta planta, entre ellos los compuestos
fenolicos (flavonoides, acidos fendlicos y taninos), son la categoria méas grande de
compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, con actividad biologica y
considerada como potenciales agentes antiinflamatorios. La accion fisiolégica de la
raiz de ratania es causada por el acido rhatania-tannico, astringente, similar al &cido

tanico.

2.4.1 ACIDO TANICO.

La accidn fisiologica de la raiz de ratania es causada por el &cido rhatania-tannico el
componente esencial es un acido tanico que es conocido como el acido de Rhatania
tannic o &cido tanico de Krameria lappaccea, Por la accién del &cido diluido se
descompone en un azlcar cristalizable es un homélogo de la tirosina, Contiene
también lignina, y pequefias cantidades de almidon de la goma, similar a la sacarina, y

un acido peculiar, acido Kramerico. *°

Accién y aplicaciones medicinales: Efecto muy activo como antiinflamatorio,
astringente, y levemente ténico. Tiene aplicaciones para la administracion interna en
diarrea cronica, disenteria, hemorragia, la incontinencia de la orina, la hematuria, y la

hemorragia pasiva de los intestinos. Bajo la forma de infusion se ha utilizado; como
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gargarismo en garganta irritada, dolorida; y como gotas astringente para la membrana

mucosa de los ojos, de la nariz, etc. *

2.4.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos se originan a traves de dos rutas biosintéticas: la ruta del
acido sikimico que conduce, mediante la sintesis de aminodcidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina), a los acidos cindmicos y sus derivados. Igualmente algunos de
los compuestos fenolicos que vamos a considerar como principios activos de plantas
medicinales se originan a través de rutas mixtas que combinan la via del shikimato y
del acetato, es el caso por ejemplo de los flavonoides, o que surgen a través de la
combinacidn de la via del mevalonato, origen de los compuestos terpénicos, con la via

del sikimato (furano y piranocumarinas, etc.) */

Los flavonoides son metabolitos secundarios que se encuentran en todas las partes de
las plantas y cumplen una funcién protectora de ella y sus frutos. Por ejemplo, los
flavonoides se encargan de proteger a los vegetales de la incidencia de rayos
ultravioletas y visibles, protege a la planta también de los insectos, hongos, virus y
bacterias. Ademas ejercen un efecto antioxidante, controlan la accién de hormonas
vegetales y agentes alelopaticos, también se comportan como inhibidores de

enzimas.!®

1. HIPOTESIS

Implicita.

14



IV. METODOLOGIA

4.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

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

de enfoque cuantitativo.

4.1.1 Obtencion del extracto metanolico — MeOH 80% por extraccién

exhaustiva:

El estudio se realizé con la raiz de la planta, en 6ptimo estado de desarrollo vegetativo
y fitosanitario. Se pesa exactamente cerca de 0,3617 gr, se afiaden 15 mL de metanol
al 80% + &cido formico al 0,1%. EIl tubo se envuelve con una capa de aluminio y
luego se coloca sobre el agitador magnético durante 30 minutos, después 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 analisis respectivo.
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4.1.2 Disefio y Formulacion a el producto

Determinacion de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu.

PROCEDIMIENTO PARA A DETERMINACION DE POLIFENOLES

Agregar 25ml Muestra /
Estandar
catequina/metanol 80%

']

Agregar 500 ml de reactivo Folin
Ciocalteu a todas las fiolas

Agregar 2,5 ml de agua Tipo 2
en una figla de 10 ml

Llevar a oscuridad 5 minutos

Agregar 2 ml Carbonato de Sodio al
10% a todas las fiolas

Llevar a oscuridad por 90 minutos

Llevar a volumen o aforar con
agua tipo 2

Lectura en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 700 nandémetros
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Determinacioén de actividad antioxidante segun el método de DPPH.
Preparado de DPPH

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

para tenerlo 0.06 Mm.

En una cubeta se adicion6é 1450uL de DPPH a 0.06 mM, se llevo a leer al
espectrofotometro a una longitud de onda de 515nm para obtener la absorbancia a
tiempo cero (DPPH t0), luego de ello se le agregd S0uL del extracto de la raiz y se
colocd a oscuridad por un tiempo de 15 minutos para que reaccione, finalmente se
obtuvo la absorbancia a tiempo 15 (DPPH t15). El analisis se realiz6 por triplicado

para cada una de las muestras.

Como estandar se utiliz6 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 inhibicién se utilizé la siguiente formula.

% Inhibicidn = Absorbancia t0-Abs t15 x100
Absorbancia t0
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4.2. POBLACION Y MUESTRA.

Poblacion vegetal: Especie de la raiz de  Krameria lappacea “RACTANIA”

que se obtuvo de la Provincia de Parinacochas, departamento de Ayacucho.
Muestra vegetal: Se emplearon aproximadamente 10gr gr de la raiz pulverizada de

Krameria lappacea “RACTANIA”.

Criterios de inclusién:

- Raiz en buen estado vegetativo del Krameria lappacea Ractania

4.3 DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

) Definicion L . .
Variable Definicion operacional Indicador
Conceptual
Capacidad Sustancia  que al

antioxidante de
los  Extractos
de laraiz de la
Krameria
lappacea
“RACTANIA”

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

la misma

Capacidad de secuestro

y/o inhibicion de radicales

libres.

- mM Trolox eq./1g

de muestra seca.

Concentracion
de Polifenoles
de laraiz de
Krameria
lappacea
“RACTANI
A”.

Grupo heterogéneo de
moléculas que
comparten la
caracteristica de tener
en su estructura varios
grupos bencénicos
sustituidos por

funciones hidroxilicas

Extractos macerados
Decocciones

Infusiones

-mg de
catequina eq./g de
muestra seca,
expresados en

catequinas.
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4.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Se utilizé la observacion directa, medicion, registro de las reacciones de coloracion y
otras caracteristicas que se observaron en la medicion de las concentraciones de
polifenoles totales de la raiz de Krameria lappacea “RACTANIA” y el efecto

antioxidante los datos obtenidos fueron registradas en fichas de recoleccién de datos.

4.5. PLAN DE ANALISIS

El andlisis de los datos se presenta a través de las tablas y graficos. Las tablas indican
la capacidad antioxidante equivalente a trolox (uM/g de muestra peso fresco y para
el contenido promedio de polifenoles expresados en mg catequina/g de muestra y su

desviacion estandar. Los graficos muestran la curva de calibracién del estandar.
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4.6. MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULODELA | FORMULACION OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE TIPO DE METODOLOGIA
INVESTIGACIO | DEL PROBLEMA INVESTIGA
N CION
CAPACIDAD .CUAL ES LA
-Capacidad antioxidante coR
ANTIOXIDANTE Y CAPACIDAD p Disefio de
CONTENIDO DE de los Extractos de la Investigacion:
ANTIOXIDANTE ) _ o
POLIFENOLES EN OBJETIVO GENERAL. raiz de la Krameria -Determinacion de
c Y CONTENIDO . . o polifenoles totales
LA RAIZ DE lappacea . .
Determinar la capacidad N ) PP ) Descriptivo seqlin el método de
Krameria DE antioxidante de la raiz de la| Implicita RACTANIA”. Folin-Ciocalteu
| POLIFENOLES | Krameria lappacea
appacea « v - Concentracién de -Determinacion de
RACTANIA”.
EN LA RAIZDE . , ..
“RACTANIA” Polifenoles en la raiz de actividad

Krameria lappacea

“RACTANIA”?

la Krameria lappacea
“RACTANIA”.

antioxidante segun
el método de
DPPH.
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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 informacién 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 comun.
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V. RESULTADQOS
5.1 Resultados

A continuacion se presentan los resultados descriptivos realizados a la raiz de la planta
Krameria lappacea “RACTANIA”.

Tabla 1 Contenido de polifenoles totales utilizando catequina como estandar a 700 nm.

Polifenoles totales
(mg de catequina eq./g

Muestra de muestra seca)
KLR 271.61 + 7.84
KLRi 278.10 + 11.81
KLRd 25233 + 11.47

Fuente. Datos obtenidos del laboratorio de la universidad Catolica los Angeles de
Chimbote.

e KRL: Krameria lappacea

Extracto metanolico al 80%.

o KLRi:Krameria lappacea
infusion.

e KLRd:Krameria lappacea decocto
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TABLA 2. Capacidad antioxidante en DPPH utilizando Trolox como estandar a 515 nm. En el
extracto de la raiz de Krameria lappacea “RACTANIA”.

DPPH
(mM Trolox Eq./1g
Muestra de muestra seca)
KLR 4306.68 * 344.21
KLRIi 2347.59  39.90
KLRd 378. * 3844

Fuente. Datos obtenidos del laboratorio de la universidad Catélica los Angeles de Chimbote.

e KLR: Krameria lappacea extracto

metanolico al 80 %

e KLRi:Krameria lappacea infusion.

e KLRd:Krameria lappacea decocto.
e DPPH: Técnica 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo.

e Trolox: Acido-6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico(.estandar).
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

En la tabla 1 se puede observar la cantidad de polifenoles extraidos, se muestra que en el
extracto por infusion presentd una concentracion de 278.10 + 11.81 mg equivalentes de
catequina eq./gr muestra seca. Este resultado fue mayor que aquellos de los extractos de metanol con

concentracion de 271.61 + 7.84 y decocto con 252.33 + 11.47 mg eq./gr de muestra seca.

Los flavonoides poseen un gran nimero de grupos hidroxilos formando glicosidos, que son
de caracter polar por lo que son ligeramente solubles en disolventes polares y semipolares
como el metanol, etanol y agua?’. La diferencia significativa entre los extractos se podria
deber a la capacidad de los disolventes y a la temperatura para extraer los metabolitos, esto
explica el alto contenido del extracto que se muestra en la (tabla 01) demostrando que el
disolvente utilizado en el proceso de extraccion juega un rol muy importante, considerando
la polaridad tanto del disolvente como del compuesto fenolico. Por consiguiente al usar el
disolvente de alta polaridad el agua y semipolar metanol puede ocurrir que se rompa la
membrana celular y mejore la extraccion, lo que explica el alto porcentaje de concentracion
de metabolitos. Sin embargo el extracto obtenido por decocto también presenta
concentracion de polifenoles lo cual se podria explicar por la aplicacion de temperatura
facilite su extraccion mediante una extraccion forzada, ya que también hay fenoles que
pueden ser inactivados con la calor y se realice una extraccion forzada demostrando asi una

desventaja frente a los polifenoles termolabiles.

Seglin Diaz C, et al.?° Evaluaron en el afio 2013 Los compuestos fendlicos y actividad
antioxidante in vitro de 6 plantas peruanas, entre ellas Krameria triandra “RACTANIA”,
los resultados permiten destacar la alta actividad in vitro en los ensayos de inhibicion de
radicales DPPH de la raiz de Krameria triandra “RACTANIA”, esto debido a su gran

contenido de sustancias antioxidantes, entre ellos el contenido de polifenoles.
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Esta investigacion sirve como un antecedente de confirmacion frente al efecto antioxidante
y un alto contenido de polifenoles ya que pertenece a la misma familia de mi planta
investigada en donde en la parte experimental se realizd con los mismos ensayos y métodos.
Determinacion de compuestos fenolicos mediante el método de Folin-Ciocalteu, Actividad
antioxidante mediante el test de DPPH,La capacidad de antioxidante total o TEAC se trabajo
con un estandar Trolox de los extractos con mayor actividad antioxidante en un 71 % con
respecto a la del control positivo trolox (100%).De las plantas evaluadas en la presente
investigacion resulta ser el mas activos Krameria trianda “RACTANIA” frente a los demas

extractos y llegando a ser potente en el control positivo de todos los ensayos trabajados.

En la tabla 2 se evidencia la alta capacidad antioxidante perteneciente al extracto de
Krameria lappacea “RACTANIA” se muestra que en el extracto metanolico presentd una
concentracion de 4306.68 + 344.21 nM eq. /1gr muestra seca. Este resultado fue mayor que
aquellos de los extractos de infusion con concentracion de 2347.59 + 39.90 y decocto con

378.04 £ 38.44 nM eq. /1gr de muestra seca.

En el extracto obtenido por metanol muestra un alto contenido mostrado en la (tabla 02),
esto se debe al radical libre DPPH que es estable en su formacion por facil disolucion en
metanol que mide la capacidad de los antioxidantes presentes en una muestra para capturar

el radical libre preformado.?02

Las diferencias que se muestran en la concentracion de la muestra se da por la exposicion a
altas temperaturas y otra podria ser por el mecanismo de reaccion del DPPH con los
antioxidantes en relacion a su estructura de los mismos, es decir un antioxidante con mayor
acceso al radical mostrara mejor actividad antioxidante teniendo presente que el DPPH esta

impidiendo estéricamente.?324 .Entonces esta diferencia podria estar basada en la
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reaccion reversible del radical DPPH con fenoles y sus derivados lo cual indica una baja

lectura en la actividad antioxidante.(Tovar,2013).

El DPPH es un radical estable cuando esta disuelto en metanol aparece de color purpura
caracteristico, cuando se produce una reaccion con la sustancia antioxidante dona un
hidrogeno y es capturado el radical libre produciendo una decoloracion al color amarillo
ligero o transparente, este método se determina mediante el grado de coloracion de

compuestos en una solucién metanolica de DPPH.?

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una cadena de propagacion
Oxidativa, mediante la estabilizacion del radical libre?°. En el cuerpo podemos encontrar
radicales libres inestables que contienen un electron no apareado, para adquirir su estabilidad
buscan electrones de otras moléculas. Cuando estas moléculas se ven atacadas por los
radicales libres se produce una alteracion molecular en su estructura, convirtiéndose asi en
radicales libres provocando dafios celulares ya que la excesiva produccién induce a

alteraciones bioldgicas denominado estrés oxidativo.?3

Carini et al, ?* evaluaron en el afio 2002 el extracto de la raiz de Krameria trianda
“RACTANIA”, estandarizado en su contenido de lignanos, demostraron que es capaz de
proteger a los queratinocitos del dafio causado por radiacion UV- B.14.Los resultados de
este estudio indican el uso potencial antioxidante foto protector de los extractos de la raiz
como antioxidantes tdépico, captadores de radicales contra el foto dafio de la piel haciendo
del extracto de la raiz de ratania un buen candidato para el desarrollo de bloqueadores de
origen natural. Segun los estudios reportados en la raiz de Krameria trianda “RACTANIA”
demuestran tener un alto contenido de polifenoles que le brinda la propiedad de ser
antioxidante con potenciales beneficios para la salud, como antienvejecimiento,

antiinflamatorio, anticancerigeno y como defensa ante los altos niveles de radiacion.
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En el cuerpo humano tenemos diferentes sistemas de defensa antioxidante tanto enzimaticos
como no enzimaticos que protegen al organismo de los riesgos que conlleva al estrés
oxidativo.?® Entre ellos se destacan las actividades enzimaticas de superoxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GPX), y catalasa (CAT); alfa-tocoferol (vitamina E),
Flavonoides y polifenoles. En presencia del oxigeno molecular exige contar con una bateria
multiple de defensa contra los diversos radicales libres de oxigeno, teniendo la funcion de
impedir su formacion y por otro lado neutralizar una vez formados, para preservar la
integridad celular, es por ellos que los antioxidantes son esencialmente importantes para el
organismo por la capacidad que tienen de proteger a las macromoléculas bioldgicas contra
el dafio oxidativo. La manera de lograrlo es cediendo electrones a los radicales libres lo cual

detiene efectivamente el ciclo dafiino.?’

En general los antioxidantes y metabolitos como los compuestos fendlicos es una fuente muy
importante ya que en esta investigacion se precisa el estudios de estos compuestos que
demuestran y cumplen un rol de proteccion beneficioso para la salud sobre todo en
enfermedades degenerativas, esta propiedad se encuentra en el extracto de la raiz de
Krameria lappacea “RACTANIA” que demuestra el contenido de un alto porcentaje de

polifenoles y capacidad antioxidante.
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VI. CONCLUSIONES

e Enlacuantificacion del contenido de polifenoles con estandar de catequina en la raiz
de Krameria lappacea “RACTANIA” el resultado mayor fue por infusion con

valores de 278.10 = 11,81 mg equivalentes de catequina / g muestra seca.

e La capacidad antioxidante mediante DPPH en la raiz de Krameria lappacea

“RACTANIA” el resultado mayor fue en el extracto metanolico con valores de

4306.68 = 344.21 pumol/1g de muestra seca.
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ANEXO

Grafica 1. Curva de calibracion de polifenoles totales utilizando catequina como
estandar a 700 nm.
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Fuente. Datos obtenidos del laboratorio de la universidad Catélica los Angeles de Chimbote.
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GRAFICO 2. Curva de calibracion de calibracién del DPPH utilizando Trolox como estandar a
515 nm.
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Fuente. Datos obtenidos del laboratorio de la universidad Catélica los Angeles de Chimbote.
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