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RESUMEN

Introduccion: Debido al desconocimiento de la poblacion sobre las caracteristicas
fotoquimicas y antioxidantes de algunas especies vegetales y sus efectos que ayudarian en
la salud, nace el motivo de realizar la identificacion polifenoles totales del vegetal en
seleccion del género Polygalaceae, de la especie polygala paniculata. Procedente del
distrito de moro, provincia de Santa, Regidn de Ancash. Objetivos: determinar la actividad
antioxidante y contenido de polifenoles en las hojas de Poligala Paniculata. Metodologia:
Determinacion de la actividad antioxidante seguin el método de DPPH (2,2, Difenil-1-Picril
Hidrécilo) cuyo estandar de referencia se utilizd Trolox y para la determinacion de
polifenoles totales segin el método de Folin —Ciocalteu. Resultados: La cantidad de
polifenoles totales expresados en mg de catequina eq/ g de muestra seca, donde en el
extracto metanolico se obtuvo 24.63 £+ 1.24, en infusion se observé 28.84 + 1.56 y el
extracto acuoso sometido a decoccion se obtuvo 40.81 + 1.94 Presentando mayor cantidad
en extraccion por decoccién, del mismo modo para la determinacién de la capacidad
antioxidante para el extracto metanolico fue 484.57 £ 8.01, en infusion 89.22 + 6.80, y la
muestra sometida a decoccién fue 75.25 + 3.69 expresados en mM Trolox eq / g de muestra
seca, siendo en el extracto metandlico de mayor concentracion. Conclusion: se logro
determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales en las hojas de

Poligala paniculata.

Palabras claves: capacidad antioxidante, polifenoles totales, Poligala paniculata
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ABSTRACT

Introduction: Due to the ignorance of the population about the phytochemical and
antioxidant characteristics of some plant species and their effects that would help in health,
the reason for carrying out the identification of total polyphenols of the plant in selection of
the genus Polygalaceae, of the species polygala paniculata. From the district of Moor,
province of Santa, Region of Ancash. Objectives: to determine the antioxidant activity and
polyphenol content in the leaves of Poligala Paniculata. Methodology: Determination of
antioxidant activity according to the method of DPPH (2,2, Diphenyl-1-Picril Hydracil)
whose reference standard was used Trolox and for the determination of total polyphenols
according to the Folin-Ciocalteu method. Results: The amount of total polyphenols
expressed in mg of catechin eq / g dry sample, where in the methanolic extract was
obtained 24.63 £ 1.24, in infusion it was observed 28.84 + 1.56 and the aqueous extract
under decoction was obtained 40.81 + 1.94 Presenting greater amount in extraction by
decoction, in the same way for the determination of the antioxidant capacity for the
methanolic extract was 484.57 £ 8.01, in infusion 89.22 + 6.80, and the sample subjected to
decoction was 75.25 + 3.69 expressed in mM Trolox eq / g of dry sample, being in the
methanol extract of greater concentration. Conclusion: the antioxidant capacity and content

of total polyphenols in the leaves of Poligala paniculata was determined.

Key words: antioxidant capacity, total polyphenols, Polygala paniculata
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l. INTRODUCCION

Los usos de las plantas medicinales en diversas areas de nuestra vida han determinado y
conformado bases de nuestra identidad. Nos han sanado y lo méas importante, aportado el
oxigeno para la subsistencia de nuestra especie y la vida en el planeta tierra. Existen
diversas pruebas de origen empirico o cientifico que avalan los beneficios de diversas

plantas medicinales frente a enfermedades o afecciones cronicas o leves.

En la actualidad las plantas no solo nos ofrecen el alimento de cada dia, sino que también
nos ofrecen efectos medicinales para tratar, curar o prevenir diferentes enfermedades; y aun
cuando la tecnologia y la ciencia ha venido evolucionando de manera eficaz en los
procesamientos de los elementos terapéuticos de las plantas. Una de las principales
preocupaciones para el ser humano es definitivamente controlar diversas enfermedades que
vienen aquejando nuestra integridad y nuestra salud. La medicina tradicional es la manera
mas popular de los tratamientos con plantas medicinales. Estando siempre vigentes en la

comunidad como herramienta en cuidado de nuestra salud. @

Polygala (Polygalaceae), nativa de Ameérica tropical, comprende diferentes especies
ampliamente utilizadas en todo el mundo para fines medicinales; Es una pequefia hierba
que crece en los bordes de las carreteras, bosques lluviosos y paramos. En Brasil, se usa
como preparaciones topicas para tratar traumas fisicos. El principal compuesto volatil

detectado en la raiz de Polygala Paniculata (hierva de arnica), fue salicilato de metilo.



Como lo indico la OMS, ahora se ha evaluado que mas del 80% de la poblacion a nivel
mundial utiliza rutinariamente las plantas medicinales para satisfacer las necesidades
esenciales y muchos de sus tratamientos lo hacen con el uso de los extractos de las plantas

0 Sus principios activos.

Desde la misma apariencia del hombre, se usaron remedios naturales para el tratamiento de
diferentes enfermedades y especialmente plantas medicinales, que fueron el principal y
hasta el Unico recurso disponible para los médicos tradicional, esto condujo a una
comprension mas profunda de la especie plantas que tienen propiedades medicinales y que

ampliaran su experiencia en el empleo de los productos que se extraen de ellos. )

Per( no es la excepcién y su uso se remonta a los tiempos preinca tomando ventaja de la
gran biodiversidad que los Andes y la Amazonia nos ofrecen. Por lo tanto, en los ultimos
afios ha habido una mayor difusion del uso de las plantas medicinales andinas y
amazonicas; y hay un mercado més o menos creciente que viene cubriendo las demandas

rurales y urbanas. ©

El Per0 tiene una gran variedad de especies de plantas que presentan moléculas organicas,
estas moléculas contienen flavonoides que generalmente demuestran una habilidad
increible para atrapar radicales libres que causan presion oxidativa, atribuyéndose a la
accion contraria de enfermedades cardiovasculares, circulatorias, cancerosas Yy

neuroldgicas. ©

El oxigeno, un componente basico e indispensable para siempre, se encuentra en general en
su forma mas estable (02), sin embargo, algunas veces puede suceder que, por métodos

para respuestas bioquimicas de tipo redox, por fagocitosis en una respuesta inflamatoria



bajo control, por introduccién a radiaciones ionizantes, rayos brillantes, contaminacién de
la tierra condicién, humo de tabaco o medicamentos, entre otros, se pueden crear radicales

libres. ®

En las Gltimas dos décadas, se contempla ampliar el limite de plantas y productos naturales
para la prevencion del cancer debido a la mejora de los nuevos procedimientos. En este
momento, la utilizacion de agentes antioxidantes para la prevencion del céancer es
progresivamente normal y tienen un impacto valioso por los grandes beneficios y ventajas

que traen para nuestro cuerpo.

La expansion en radicales libres sobre la medida de sustancias de refuerzo celular, provoca
presion oxidativa, que produce dafio celular. El fracaso de nuestro cuerpo para neutralizar a
los radicales libres aquellos que nos exponemos dia a dia, nos obliga a depender de
suplementos que tienen la propiedad de neutralizarlos. Podemos decir que un suplemento
tiene propiedades antioxidantes cuando neutraliza la actividad de un atomo inestable, en

otras palabras, un radical libre, sin perder su propia solidez o estabilidad.

La importancia de este trabajo se basa en determinar la capacidad antioxidante por el
método de DPPH y la concentracion de polifenoles totales por el método de Folin-

ciocalteu. El anélisis descriptivo se presentd a través de tablas y gréaficos.

El presente estudio tiene como objetivo general: Determinar la capacidad antioxidante y

contenido de polifenoles totales de las hojas secas de Poligala Paniculata.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Nogueira en el 2004, descubrié que la Polygala paniculata es una fuente potencial de
salicilato de metilo. En la naturaleza, porque la Polygala paniculata acumula volatiles que
consisten en més del 50% de salicilato de metilo. En condiciones in vitro, las plantulas
también produjeron una alta concentracion de este volatil, que consiste en constituyentes
unicos detectados por GC (Cromatografia de gases), Este estudio indic6 una alta
produccion de salicilato de metilo en hojas y tallos. Los perfiles cromatograficos mostraron
algunos hidrocarburos que aparecieron en algunas muestras después de 30 minutos. El
salicilato de metilo ha sido identificado en varias especies de Polygala; Asimismo, Estudios
previos realizados a Polygala Paniculata han mostrado evidencia cientifica de sus efectos

analgésico, antiedematoldgico y actividades gastroprotectoras. ©

Segun Barreto G. en su trabajo de investigacién con extracto hidroalcolico de Polygala
Paniculata nos refiere que en sus datos obtenidos demuestran que la enfermedad
periodontal fue inducida y determind una pérdida dsea significativa en el grupo control
tanto mesial como distal. El tratamiento con P. paniculata inhibio la pérdida dsea de manera
significativa en la cara mesial (A) cuando fue administrada a las dosis de 1 mg / Kg y 10
mg / Kg, sin embargo, este efecto no se observé en la cara distal (B), aunque podiamos
observar que hubo una reduccion en la pérdida désea con tendencia a significancia

estadistica a la dosis de 10 mg / kg. @



Por otro lado, Puertas M., demostro la existencia de actividad antioxidante en el Polygala,
la cual los tallos secos y pulverizados de Polygala, fueron sometidos a percolacion con
metanol y diclorometano; sus respectivos extractos se sometieron a cromatografia en
columna y 2 compuestos fueron aislados e identificados por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear. El potencial antioxidante se determind sobre la base de la capacidad de
atrapamiento del radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH-, 2-2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), dicho estudio de la composicién quimica de los extractos de los tallos
permitié la identificacion de 2 lignanos de tipo 2,7 -ciclolignanos-9°-olidos, conocidos
como a- y b-peltatina, dando como resultado que este estudio demostraron que todas las
muestras evaluadas poseen propiedades antioxidantes, lo cual soporta el uso tradicional de

Polygala para el tratamiento de diferentes enfermedades. %

Segln Santos A. En su estudio examind los efectos antinociceptivos de un extracto
hidroalcohdlico de Polygala paniculata en modelos de comportamiento quimico y térmico
del dolor en ratones. En sus resultados proporcionan evidencia convincente de que el
extracto hidroalcoholico de P. paniculata ejerce una antinocicepcién sistémica de inicio
rapido, relativamente prolongada y pronunciada en varios modelos quimicos de
nocicepcion en el ratén, a una dosis que no produce ningln motor estadisticamente
significativo. Glutamatérgico (a través de los receptores NMDA) o citoquinas
proinflamatorias (IL-1p y TNF-a), pero no con la via del oxido nitrico I-arginina o
receptores opioides sensibles a la naloxona. Se estdn llevando a cabo estudios
farmacologicos y quimicos para caracterizar los mecanismos precisos responsables de la
accion antinociceptiva y también para identificar otros compuestos activos presentes en el

extracto hidroalcohdlico de P. paniculata. Finalmente, la accion antinociceptiva



demostrada en el presente estudio respalda, al menos en parte, los usos etnomédicos de

esta planta. 2

2.2 Bases tedricas de investigacion

Las plantas medicinales son todas aquellas que en sus drganos contienen principios activos
o también llamados metabolitos, los cuales administrados en suficientes cantidades generan
efectos curativos en las enfermedades de los hombres y de los animales en general.

Los componentes y el estudio de las plantas medicinales se basan en las sustancias que
poseen efecto farmacol6gico sobre el ser humano. Se evalla que de los 260,000 tipos de
plantas que se conocen en la actualidad, el 10% puede considerarse restaurativo, es decir,
que se incorporan a los medicamentos de fitoterapia.

La investigacion de los principios activos de las plantas terapéuticas se centra en sustancias
que contienen una actividad farmacoldgica en personas o seres vivos. Donde los principios
activos de las plantas pueden ser sustancias simples o mezclas complejas ¥

Las plantas son en gran medida Utiles para nosotros. Desde un punto de vista dan el
oxigeno esencial para tener la capacidad de respirar, ademas nos brindan nutrientes para
que podamos alimentarnos. La utilizacion de las plantas como sustento ha incluido una
investigacion desde el primer punto de partida de la humanidad para aquellas especies que
eran comestibles de las que ciertamente no lo eran. En esta investigacion, el hombre ha
experimentado en su propio cuerpo y ha determinado que lo que pretendia que fuese un
alimento se convirtiera en sustancia toxica letal (Méndez, 2008).

La importancia de las plantas terapéuticas es mas obvia en estos dias en la creacion de
naciones. En Pakistan se evalta que el 80% de los individuos confian en ellos para

arreglarse, el 40% en China. En las naciones impulsadas de manera innovadora, por
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ejemplo, en los Estados Unidos, se estima que el 60% de la poblacion en su mayor parte
utiliza plantas terapéuticas para combatir ciertas enfermedades. En Japdn hay mas interés
por las plantas restaurativas que por las medicinas de autoridad (Ruiz, 2003). @4

La OMS ha definido a la medicina tradicional como un conjunto de todos los
conocimientos teodricos y practicos; utilizados para el diagndstico y prevencion de
trastornos fisicos, mentales y sociales basados solo en experiencia y percepcion, que se
transmiten verbalmente de una generacién a otra. Ademas de ello la OMS promueve
también el uso seguro y eficaz de plantas medicinales en la atencion primaria de salud
(APS). 19

La Organizacion Mundial de la Salud indica que el 80% de las personas en los paises con
mas desarrollo utilizan productos naturales convencionales ante diversas patologias.
Mientras que el 80% de la poblacion total vive en paises desarrollados, se suele calcular
que el 64% utiliza un método no industrializado para plantas Utiles que se utilizan dentro de
la terapéutica habitual. *©

Uso de plantas medicinales

La investigacion sobre la utilizaciéon de plantas medicinales son una pieza de etnobotanica,
que ha sido caracterizada como la investigacién de interrelaciones entre los grupos
humanos y las plantas. por su caracter o naturaleza interdisciplinario abarca numerosas
regiones, incluyendo: botanica, quimica, farmacologia, nutricion, ecologia, toxicologia,
agronomia, estudios humanos, historia y exploracion arcaica que tiene una amplia gama.
Segun la OMS (1979) las especies vegetales contienen sustancias que puede ser utilizado
para fines medicinales donde sus principios activos son utilizados como precursores para la
innovacion de nuevos farmacos y la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas

complejos. La medicina tradicional se utiliza ampliamente y es un sistema sanitario que
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estd creciendo ampliamente y de mucha importancia econémica. En los paises en vias de
desarrollo es grande el uso de la medicina tradicional se atribuye a su accesibilidad y
asequibilidad. Este tipo de medicina es muchas veces la Unica fuente asequible de atencién
sanitaria, generalmente para las personas mas pobres del mundo. ¢7

En el distrito de moro posee una amplia gama de flora y gran parte de ella tiene
propiedades terapéuticas. Donde el uso del recurso es mas difundido en la poblacién y es de
facil obtencion sin mayores dificultades.

El género Polygalaceae:

La familia Polygalaceae es reconocida en el PerU por presentar seis géneros y 98 especies
(Brako & Zarucchi, 1993; Ulloa et al., 2004), principalmente arbustos. En este trabajo
reconocemos 46 endemismos en tres géneros. EI género mas rico en especies es Monnina.
Los taxones endémicos se encuentran principalmente en los Bosques Muy Humedos
Montanos, Mesoandina y Bosques Muy Hamedos Premontanos, entre los 600 y 3500 m de
altitud. Se aplicaron las categorias y criterios de la UICN a 19 especies. Aparentemente,
s6lo ocho taxones endémicos se encuentran representados dentro del Sistema Nacional de
Areas Naturales Protegidas por el Estado. %

Polygala Paniculata es una planta perenne de rizoma maltiple del que se desarrollan varios
tallos erguidos de hasta 20 cm de alto. Sus hojas forman en la base una roseta baja. Los
tallos van rematados de flores agrupadas en racimos y protegidas por pequefias bracteas.
Sus flores suelen ser de color azul, aunque en raras ocasiones pueden ser rojas o blancas. El
fruto es una cépsula. Con fines medicinales se recogen las sumidades y las raices en el
momento en que la planta estd en plena floracion y se secan a la sombra. Contienen

saponinas, principios amargos, un glucésido, la gaulterina y un aceite esencial. %



Taxonomia:

Nombre cientifico: Polygala paniculada L.

Nombres locales: hierba de arnica

Familia: Polygalaceae

Origen: Nativa

Tipo de Crecimiento: Hierba

Habito: Terrestre

Planta de Humedal: No

Dispersion: Gravedad

Propagacion Principal: Semilla

Estado: Intermedia

Tallo: Tallo cilindrico, erecto, ramificado, pubescente y cubierto de glandulas con cabillos.
Hojas: Hojas inferiores en grupos radiados; el resto son alternas, tienen peciolo corto, son

lineales o de lanceoladas a muy angostas (algo espatuladas) y glabras. (20)

Distribucion Geogréfica:
Continente: Sudamerica
Pais: Peru

Region: Amazonas
Subregion: Bagua

Departamento: Amazonas, Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Junin, Lima, Loreto, San Martin



Compuestos fenolicos:

Los compuestos fenolicos son uno de los manojos de micronutrientes mas abundantes en el
reino vegetal, son una pieza esencial del régimen alimentario humano. Dentro del orden
general estan los fenoles, acidos fenolicos y flavonoides, que establecen un amplio grupo
de sustancias quimicas llamadas metabolitos secundarios de las plantas, con diversas
estructuras quimicas y propiedades. Existe un entusiasmo increible para examinarlos
debido a sus propiedades antioxidantes, su participacion en los alimentos naturales y
procesados, y también sus aplicaciones valiosas concebibles para el bienestar humano, por
ejemplo, el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades cardiovasculares y
diferentes patologias. V)

Los polifenoles son una acumulacién heterogénea de particulas que comparten la
caracteristica, por tener en su estructura algunos grupos de benceno sustituidos por
capacidades hidroxilicas, que posteriormente se encuentran en una increible variedad de
plantas, dandoles ciertos usos basicos y por sus propiedades antioxidantes meritan una
consideracion importante. ¢?

Capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos

El mecanismo biol6gicos y particularidades por los cual los fenoles poseen actividad
antioxidante son muchos. Cada fenol actuara por uno o mas mecanismos, segun sus
caracteristicas y propiedades.

El efecto antioxidante de los acidos fendlicos con grupos OH sumado a la presencia de
grupos carbonilos no unidos directamente al anillo bencénico, denominados acidos de la
serie cinamica, como son el acido cafeico, acido ferulico, acido sinaptico y el acido p-

cumarico son mas activos que los derivados hidroxido del acido benzoico. ?®
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Una de las &reas las importantes y prometedoras para el desarrollo de los alimentos
funcionales se basa en la posibilidad de modular los sistemas redox y antioxidantes en el
cuerpo humano. La cual, por esta razén, hoy en dia muchos alimentos funcionales tienen
como objetivo primordial incrementar el aporte de antioxidantes naturales administrados en
la dieta. Por ello la extraccion de extractos vegetales ricos en compuestos fenolicos ha sido
el proposito primordial como estrategia para el desarrollo de alimentos con actividad
antioxidante. ¥

Dafio o estrés oxidativo

para obtener energia necesitamos del oxigeno y los nutrientes que se encuentran en los
alimentos por ello el oxigeno es un elemento imprescindible para la vida y solo el 95% del
que consumimos sigue una ruta fisioldgica en condiciones saludables o normales. el resto
sufre consecutivas reducciones donde se generan moléculas altamente toxicas denominadas
especies reactivas del oxigeno. El estrés oxidativo, debido a la dificultad existente para
detectar directamente los radicales libres, se puede conocer mediante la medicion de los
productos de las reacciones oxidativas (peroxidacion lipidica, oxidacion del DNA,
oxidacion de proteinas), o mediante el conocimiento de la disminucién o deplecion de
sustancias antioxidantes. ¢®

antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que impiden o retardan el proceso oxidativo, cuya funcion
podria deberse a sus componentes polifendlicos. Los antioxidantes tienen acciones
estabilizadoras sobre los radicales libres impidiendo la peroxidacion lipidica, proceso que
estda comprometido en el desarrollo de muchas enfermedades comunes, en las que se
encuentran la aterosclerosis y desérdenes neurodegenerativos como la enfermedad de

Alzheimer entre otras.
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Los antioxidantes favorecen el uso fisiolégico del oxigeno por las mitocondrias de las
células, lo cual ayuda a disminuir el estrés oxidativo y beneficiandonos con la ayuda en la
prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles.

Los antioxidantes naturales han llegado alcanzar una gran importancia por la relacion
directa que se presentan con la disminucion del riesgo a producir enfermedades coronarias
y cancer, entre otras. ®

Funciones de los antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que forman parte de los alimentos de consumo diario y
tienen la funcion de disminuir los efectos adversos del estrés oxidativo que dafia 0 mata las
celulas normales de los seres humanos, combatiendo asi las enfermedades.

Los antioxidantes cumplen un papel muy importante en la prevencion y tratamiento de
algunas enfermedades, principalmente la patologia cardiovascular y tumoral y por
consiguiente es la mas relacionada con el estrés oxidativo. ¢"

Determinacién de la actividad antioxidante

Método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo).

Método fundamentado por Brand- Williams, donde es un radical orgénico, a la vista del
antioxidante, donde se debe encontrar el grado de captura, lo que crea una disminucion de
la absorbancia a 515 nm.

El método del DPPH, este radical DPPH es adquirido directamente sin preparacion. El
DPPH es disuelto en medio organico, especialmente en etanol, lo cual es una importante
limitacion al interpretar la funcion de los antioxidantes hidrofilicos (Arnao, 2000 y
Wojdylo et al., 2007). Ademas de ello presenta una buena estabilidad bajo las condiciones
de ensayo, pero, también presenta diferencias importantes en su respuesta como

antioxidante y en su manipulacion. 8
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Métodos espectrofotométricos

Actualmente se han creado diversas técnicas espectrofotométricas para la determinacién de
sustancias de mezclas fendlicas en materiales de plantas, debido a su sencillez, rapidez, y a
la gran gama de instrumentacion disponible y sus grandes posibilidades de automatizacion.
En muchos casos es posible la resolucion de un problema analitico sin necesidad de recurrir
a métodos de otro tipo. @9

Determinacién de polifenoles totales
a) Ensayos de Folin — Ciocalteu

El ensayo Folin-Ciocalteu es utilizado como medida del contenido en compuestos fenolicos
totales en extractos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de
ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato soédico y molibdato sddico en &cido fosférico y reacciona con los compuestos
fendlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos
sales en el medio &cido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fenolicos da lugar
a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar el

contenido en polifenoles. G%

I11. HIPOTESIS

Implicita.
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V. METODOLOGIA

4.1 DISENO DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacién correspondié a un estudio de tipo descriptivo con
enfoque cuantitativo.

4.1.1 obtencidn de la droga vegetal

El estudio se realizd con las hojas de la especie vegetal, en dptimo estado de desarrollo
vegetativo y fitosanitario. Estas fueron secadas en estufa a 45° C durante 5 horas,

posteriormente pulverizadas y almacenadas a 4 °C hasta que se utilizo.

4.1.2 Obtencion del extracto metandlico 80%: extraccion exhaustiva

Para realizar la extraccion se utilizd la muestra seca y pulverizada, cuyo peso de la
muestra fue de 0.2574 g, al cual se le agregd 15 ml de metanol al 80% + acido férmico al
0,1%, se colocd sobre el agitador magnético por 30 minutos, luego se procedid a
centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos y se retira el sobrenadante. Todo el proceso el
proceso se repitié por 3 veces, luego se depositd en una fiola de 50 MlI, envuelto con una
capa de aluminio, este proceso de extraccion se repitio por 3 veces. Finalmente se aforo, y
se almaceno hasta el momento del analisis respectivo.

4.1.3 Preparacion de la muestra seca en infusion

En un vaso de precipitacion se afiadié 200 mL de agua tipo2 se llevo a calor hasta su
ebullicion luego se retira y se agregd 3.03 gramos de muestra posteriormente se cubrid
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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4.1.4 Preparacion de la muestra seca en decoccion

En un vaso de precipitacion se coloca 200 mL de agua tipo2 més 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.

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

En una fiola de 10 ml se agreg6 2,5 ml de agua desionizada, después se afiadié el estandar
de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5y 10 ppm (mg/L) para obtener la curva de
calibracién, a las siguientes fiolas se adicion6 100 pL de extracto metanolico al 80%, 200uL
de infusion y 200 pl de la decoccion. Luego se adiciono 500 pL de Folin Ciocalteu y se llevd
a oscuridad por 5 minutos. Pasado el tiempo requerido se agregdé 2 ml de carbonato de sodio
al 10%, seguidamente se afor6 con agua tipo 2 para ser llevado a oscuridad por 90 minutos,
finalmente se realizo la lectura en el espectrofotometro UNICO 2800 UV/Vis a una longitud
de onda de 700 nandémetros. Todas las mediciones se efectuaron por triplicado.

4.1.6 Determinacién de la actividad antioxidante segin el método DPPH Método

DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

En una cubeta se adicion6 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 50ul del extracto de hojas 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 realizo por tres veces para cada una de las muestras.

Como estandar se utilizé el Trolox a concentraciones de 0.05, 0.1,0.2,0.4,0.8 Mn, para obtener

la curva de calibracion.

Para determinar el % de inhibicion se utilizo la siguiente formula:
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% Inhibicién = DPPH t0 — DPPH t15 X 100

DPPH tO

4.2 Poblacion Y Muestra
Poblacion vegetal: Hojas secas de la especie Polygala Paniculata “hierba de arnica” que se

obtuvieron en el sector cruz blanca. Distrito de moro, Regién Ancash.

4.3 Definicion y Operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Indicador

Sustancia que al - mM Trolox equ/g
encontrarse a bajos niveles | Capacidad de  secuestro  y/o | muestra seca

de concentraciones en | inhibicidn de radicales libres.

- Actividad existencia de un sustrato
antioxidante de los | oxidable, esta retarda la
Extractos de las oxidacion de la misma.

hojas, de Poligala

Paniculata.
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- Contenido de
Polifenoles de las
hojas de
Poligala

Paniculata.

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

funciones hidroxilicas

Folin Ciocalteu

mg de catequina eq/g
de muestra seca

4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utilizé la observacién directa, medicion y registro de las reacciones de coloracién y

otras caracteristicas que se observaron en la medicion de las concentraciones totales de

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

4.5 Plan de analisis

Los datos se procesaron mediante en una hoja EXCEL teniendo en cuenta medidas de

tendencia central como el promedio y la desviacién estandar.
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4.6. MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULODE LA
INVESTIGACION

FORMULACION
DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLE

TIPO DE
INVESTIGACION

METODOLOGIA

ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y
CONTENIDO DE
POLIFENOLES EN
LAS HOJAS

Polygala

paniculata

¢{CUAL ES ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y
CONTENIDO DE

POLIFENOLES EN
LAS HOJAS

Polygala

paniculata?

Objetivos generales.

e Determinar la
antioxidante 'y

contenido

actividad
de

polifenoles en las hojas Polygala

paniculata

La especie de
Polygala paniculata
tienen un alto
contenido de
polifenoles, por lo
tanto Polygala
paniculata
presentan
actividad
antioxidante

- Actividad antioxidante
de las hojas de Polygala

paniculata
de
Polifenoles de las hojas

- Contenido

de Polygala paniculata

Experimental

Disefio de
Investigacion:

- Determinacion de
polifenoles totales
segun el método de
Folin-Ciocalteu

- Determinacion de
actividad antioxidante
segun el método de
DPPH.
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4.7. PRINCIPIOS ETICOS

Se promueve la recuperacion del conocimiento tradicional sobre el uso del, no solo para
preservar su legado cultural, sino también para registrar informacion relevante y demostrar
cientificamente sus efectos terapéuticos que serviran 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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RESULTADOS
5.1 Resultados.
Tabla 1. Contenido de polifenoles totales expresados por gramo de catequina de

hojas de Polygala Paniculata

Polifenoles totales (mg de catequina

Muestra eq./g de muestra seca )
PPHR 2463 +1.24
PPHRi 28.84 + 1.56
PPHRd 40.81 +1.94

PPHR: extracto metanodlico
PPHRI: muestra en infusion

PPHRd: muestra en decoccion
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GRAFICO 1. Curva de calibracion de polifenoles totales utilizando catequina

como estandar.

Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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Concentracion catequina (ppm)

Fuente: Datos obtenidos de la investigacion
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TABLA 2. Resultados y curva de calibracion (o estandar) del Trolox como estandar de

la capacidad antioxidante

Muestra DPPH (mM Trolox Eq./1 g muestra
seca
PPHR 484.57 = 8.01
PPHRI 89.22 + 6.80
PPHRd 75.25 £ 3.69

Fuente: Datos obtenidos de la investigacion

PPHR: extracto metanolico

PPHRI: muestra en infusion

PPHRd: muestra en decoccién
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GRAFICO 2: Curva de calibracion (o estandar) del Trolox como estandar de la capacidad

antioxidante con una longitud de onda de 515 nm.

Curva de calibracién DPPH

70.00
60.00
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40.00 ~
30.00 e
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0.00 L 2
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

y =86.734x-3.5487 e
R%=0.9996

Porcentaje de inhibicion

Concetracion Trolox equivalente

Fuente: Datos obtenidos de la investigacion
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

El presente trabajo de investigacion cuantitativo descriptivo donde se evalud el contenido de
polifenoles y la capacidad antioxidante en la muestra Polygala paniculata, para dicho
estudio se utilizaron estandares y métodos para determinar la composicion quimica de los

extractos en que fueron sometidos. A partir de alli se obtuvieron los siguientes resultados.

Al evaluar el contenido de polifenoles en la muestra de Polygala paniculata se expresa en la
tabla N° 1, el resultado obtenido en el extracto metandlico fue 24.63 + 1.24 mg de catequina
equivalentes /g de muestra seca, por lo contrario, en la muestra que fue sometida a infusién
presenta 28.84 + 1.56 mg, del mismo modo en el extracto obtenido por decoccion se
evidencio un 40.81 + 1.94 mg de catequina / g de muestra seca. Determinando asi que en el
extracto acuoso sometido a infusién se presencié mayor concentracion de polifenoles a
comparacion del extracto metanolico, es decir, mediante este método es donde se extrae la
mayor cantidad de metabolitos presente en una muestra, esto identifica a la temperatura
como el factor méas influyente para optimizar la extraccion de estos compuestos ya que el
aumento de la temperatura rompen los enlaces estructurales para que los metabolitos
secundarios sean facilmente identificados, lo que explicaria el alto porcentaje de rendimiento
y las concentraciones obtenidas a infusion. Sin embargo, donde se presentd mayor cantidad
de polifenoles fue en el extracto acuoso obtenido por decoccidn, lo que permite afirmar que
la extractibilidad de los polifenoles en decoccidn se ve afectada tanto por el tiempo como
por la temperatura en decoccidn, ya que las enzimas pueden inactivarse con calor, de modo
que los compuestos fenolicos no se degraden. En consecuencia, se obtiene una mayor
concentracion de polifenoles, aunque su extraccion puede ser severo para los fenoles labiles,

por lo contrario, muestra una concentracion mayor que los extractos acuosos comparados.
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Un estudio realizado Puertas M @V demostr¢ la existencia de actividad antioxidante en el
Polygala, El potencial antioxidante se determind sobre la base de la capacidad de
atrapamiento del radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH:, 2-2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), dando como resultado que todas las muestras evaluadas poseen propiedades
antioxidantes, lo cual soporta el uso tradicional de Polygala para el tratamiento de diferentes
enfermedades.

Seglin Joel Neto @V en la familia Polygalaceae de la planta en investigacion, en sus
resultados obtuvieron la actividad antioxidante por el método DPPH. Entre los compuestos
aislados de plantas, capaces de promover la accidn antioxidante reconocida, se destacan
aquellos que presentan el grupaje fendlico en su estructura, como los taninos, cumarinas,
antraquinonas y

(por ejemplo, en la mayoria de los casos). Considerando los resultados encontrados para la
actividad antioxidante.

En el grafico 1, se muestra la curva de calibracion de catequina obtenida con un coeficiente
de correlacién de 0.9992, entre concentracion de catequina y su respectiva absorbancia, por
lo cual se determind el contenido de polifenoles totales para los extractos referenciados.

Los polifenoles tienen efectos beneficiosos sobre la salud que numerosos estudios lo avalan
gracias al contenido de metabolitos que poseen, los compuestos de naturaleza fendlica
juegan papel importante en los procesos de oxidacion lipidica y se les asocia con la actividad
antioxidante. 42 poseen una estructura quimica perfecta para la accion frente a los radicales
libres. Su capacidad como antioxidante se origina en su extraordinaria reactividad como
donadores de electrones de hidrogeno y de la capacidad del limite del radical conformado,
que le otorga estabilidad al electron desapareado y su habilidad para quelar iones. Los
polifenoles tienen una porcion hidrofilica e hidrofobica, por lo que puede actuar contra ROS

que se producen en medios hidrofébicos y acuosos, por lo tanto, su capacidad antioxidante es
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directamente proporcional con el nivel de hidroxilacion del compuesto. Siendo este de

utilidad en la salud piblica. ¢

En la tabla 2, Determinacion de la capacidad antioxidante por método de DPPH
se observa el resultado obtenido de la muestra de las hojas de Polygala
paniculata en el extracto metanélico fue 484.57 + 8.01 mM Trolox equivalente /
g de muestra seca, bajo el método de infusion fue 89.22 + 6.80 mM eq/ g de
muestra seca, del mismo modo se evidencio el resultado de la muestra sometida
a decoccion fue 75.25 + 3.69 mM eq. / g de muestra. Obteniendo mayor
concentracion en el extracto metanodlico, siendo este un método muy efectivo
debido al solvente utilizado siendo este polar y captando mayor concentracion

metabolitos secundarios.

6- hidroxi- 2, 5, 7, 8-tetrametilcromo- 2-acido carboxilico (Trolox), un analogo
del a-tocoferol, soluble en agua. Conocido por su elevada capacidad antioxidante
y por lo tanto es utilizado como compuesto de referencia y es expresada como
equivalentes trolox principalmente para el método de DPPH.

En el grafico 2, denominada curva de calibracion DPPH, donde se realizé la
curva con Trolox, con un coeficiente de correlacion R? 0.9996, a partir de ellos
se pudo determinar la capacidad antioxidante de los extractos de las muestras.
Tanto la planta polygala paniculata como la familia perteneciente cuentan con
escasos antecedentes cientificos que demuestren el efecto antioxidante de dicha
planta, Es por ello el motivo de la investigacion.

Muchos informes han demostrado y estan relacionados entre la sustancia de
fenoles y la actividad antioxidante de las plantas. Por ello no se puede considerar

que la actividad antioxidante se deba solo a la presencia de polifenoles ya que en
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su estructura quimica pueden tener otros metabolitos secundarios, pertenecientes
de su estructura que determinan su capacidad antioxidante.

Hoy en dia los antioxidantes como fuente natural son de mucho interés,
producido por sus grandes beneficios que aportan en la salud, ya que el exceso
de los radicales libres en el organismo se asocia al desencadenamiento de
muchas enfermedades tales como el céncer, la diabetes, enfermedades

cardiovasculares entre otras.
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VI. CONCLUSION

En las hojas de Polygala paniculata la cantidad de polifenoles totales fue para el
extracto metanolico 24.63 + 1.24, en infusion 28.84 + 1.56 y el extracto acuoso
sometido a decoccién 40.81 + 1.94 mg de catequina eq/ g de muestra seca, y la
capacidad antioxidante para el extracto metandlico fue 484.57 + 8.01, en infusién
fue 89.22 + 6.80, y la muestra sometida a decoccion fue 75.25 + 3.69 expresados en

mM Trolox eq/ g de muestra.
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