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RESUMEN

Los frutos de las plantas son una gran fuente de propiedades antioxidantes que son de vital
importancia para el ser humano, ya que constituyen un efecto protector ante los radicales libres. El
objetivo del presente estudio es evaluar la actividad antioxidante y determinar la concentracion de
Polifenoles totales in vitro en el fruto del Cocos nucifera L. Se realizd un estudio de tipo
experimental, analitico y cuantitativo. Preparando el extracto acuoso del fruto de Cocos nucifera L
se determiné el contenido de polifenoles y flavonoides, evaluando las propiedades antioxidantes
mediante el método de Folin-Ciocalteu y DPPH. El contenido de polifenoles se realizd con una
concentracion adecuada de catequima para cada muestra obteniendo un resultados de 401.29 *
111.66 de polifenoles por pg de catequina /g de Fruto de Cocos nucifera L. la actividad
antioxidante se procedio a realizar a través de la calibracion de DPPH con una muestra de 1,0072¢g
llevando al espectrofotometro y realizando lecturas de absorbancia a Ty y Tis, determinando la
concentracion de Trolox equivalente obteniendo como resultado 4.49 + 0.40 mg indicando que la
capacidad antioxidante es minima. Se concluye que el fruto de Cocos nucifera L, posee una

concentracion de polifenoles y antioxidantes no elevados.

Palabras claves: Cocos nucifera L, Radicales libres, capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

The fruits of the plants are a great source of antioxidant properties that are of vital importance for
the human being, since they constitute a protective effect against free radicals. The objective of
this study is to evaluate the antioxidant activity and determine the concentration of total
polyphenols in vitro in the fruit of Cocos nucifera L. An experimental, analytical and
quantitative study was carried out. Preparing the aqueous extract of the fruit of Cocos nucifera L,
the content of polyphenols and flavonoids was determined, evaluating the antioxidant properties
by means of the Folin-Ciocalteu and DPPH method. The content of polyphenols was carried out
with an adequate concentration of catechism for each sample, obtaining a result of 401.29 +
111.66 polyphenols per pg of catechin / g of Fruit of Cocos nucifera L. The antioxidant activity
was carried out through the calibration of DPPH with a sample of 1.0072g carrying the
spectrophotometer and performing absorbance readings at TO and T15, determining the
equivalent trolox concentration resulting in 4.49 + 0.40 mg indicating that the antioxidant
capacity is minimal. It is concluded that the fruit of Cocos nucifera L has a concentration of

polyphenols and antioxidants that are not high.

Keywords: Cocos nucifera L, Free radicals, antioxidant capacity.
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I.  INTRODUCCION

Teniendo en cuenta que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ampara el manejo de las
medicinas naturales y complementarias cuando éstas demostraron gran beneficio hacia el paciente y
menos efectos adversos. Desde tiempos antiguos las plantas son un recurso para la humanidad en la
alimentacion y tratamiento de las enfermedades, a medida que todos los paises han optado por usar
estas medidas de desarrollo en las plantas medicinales para fines terapéuticos y cosméticos. De
acuerdo con la OMS y la Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), se considera

que dos terceras partes de habitantes a nivel mundial emplea y opta por las plantas terapeuticas. )

Durante estos Gltimos afios la atencion se ha enfocado en la quimica de los alimentos con el
objetivo de caracterizar y aislar los metabolitos secundarios que se encuentran en las plantas las

cuales presentan propiedades farmacolégicas. @

El Coco cuyo nombre cientifico es Cocos Nucifera L, que pertenece a la Familia de las Palmae,
puede alcanzar una altura de 20 m de altura y se encuentra distribuida en islas y zonas costeras
tropicales de todo el mundo, y entre los 26 °C de latitud norte y sur; también se encuentra en
Distrito de Laredo, Provincia de Trujillo, Departamento de la Libertad, pueden encontrarse a alturas
de hasta 1,200 msnm. Es una planta tropical que prospera mejor en climas sin marcadas
fluctuaciones estacionales, con una temperatura promedio superior a 20 °C, precipitacion media
anual de 1,000 a 1,800 mm, pudiendo soportar mayores precipitaciones en suelos con buen drenaje.
Esta planta posee diversas propiedades medicinales, como: Antifingico, antibacteriano,
Antioxidante, antiparasitario, hepatoprotector, antiviral, hipoglucémico e inmunoestimulante. ©)

La cascara de Cocos Nucifera L esta formada por medula y fibra las cuales contienen fenoles.

Los Antioxidantes son sustancias quimicas que se encuentra a bajas concentraciones en presencia
de un sustrato oxidable, tienen la capacidad de retrasar o impedir la oxidacion de acidos grasos, sus
reacciones se dan dentro y fuera del organismo humano, en el cual puede producir cambios
fisiolégicos de diversas enfermedades. Facilitan el uso fisioldgico del oxigeno, la cual ayuda a
disminuir los efectos del estrés oxidativo formando complejos de radicales libres. Se clasifican en
sistema enzimatico (endogenos) y no enzimatico (exdgenos) que acttan en el espacio extracelular e

intracelular. Los antioxidantes son moléculas que tienen la capacidad de neutralizar los radicales
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libres y reducir el estrés oxidativo, combatiendo enfermedades reumaticas, cardiovasculares y el

envejecimiento. ©

El ser humano necesita radicales libres para realizar procesos bioldgicos como lo es el transporte de
electrones, la regulacion de la presion sanguinea, el control de las infecciones; sin embargo, la
acumulacién excesiva de estos agentes en el organismo puede provocar dafios en las células,
originando degeneracion de los tejidos, lo que conlleva al desarrollo de diferentes enfermedades. La
manera mas efectiva de evitar el dafio producido por dichos radicales es su destruccion o
estabilizacion por parte de antioxidantes. Debido a esto en los Gltimos afios, el estrés oxidativo y sus
efectos adversos en la salud humana ha llegado a ser un tema de alto interés en los campos
biolégico, medicinal, nutricional y agroquimico, adicionalmente, la busqueda y obtenciéon de
antioxidantes como alternativas de origen natural para sustituir a los antioxidantes sintéticos debido

a sus efectos nocivos para el hombre y el medio ambiente. ©

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la actividad antioxidante y determinar la concentracion de Polifenoles totales in

vitro, en el fruto del Cocos Nucifera L.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la actividad antioxidante in vitro en el fruto del Cocos Nucifera L expresados
en mM de trolox eq/g de muestra seca.

e Determinar la concentracion de polifenoles totales presentes en el fruto de Cocos
Nucifera L expresados en mg de catequina eg/g de muestra seca

12



II. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 Antecedentes

Newport MT et al " menciona que los suplementos dietéticos se han estudiado como un enfoque
para mejorar los deficits asociados con el envejecimiento y la Neurodegeneracion. Se realizé un
estudio piloto para investigar los efectos de los suplementos de aceite de coco directamente sobre

las neuronas corticales tratados con f - amiloide péptido (AR ) in vitro .

Nafar F et al ®, esta revista indica que la supervivencia de neuronas en cultivos de co-tratado con
aceite de coco y AR es rescatado a comparacion con los cultivos expuestos solamente a AR. El
aceite de coco co-tratamiento también atenua las alteraciones mitocondriales AR inducida. Los
resultados de este estudio proporcionan una base para una mayor investigacion de los efectos del
aceite de Cocos nucifera o sus componentes. Sobre la supervivencia neuronal se centra en los

mecanismos que pueden estar implicados. ©

Otuechere C et al © esta revista menciona que el aceite virgen de Cocos nucifera L. ha sido
utilizado en toda la historia por su valor medicinal, se hizo un estudio en Veinte ratas se dividieron
en cuatro grupos. Grupo 1 (control) recibié ningin farmaco, mientras que el Grupo 2 recibié TMP-
SMX (8/40 mg / kg) dos veces al dia durante 7 dias. Grupo 3 se administro aceite de coco en una
dosis de 600 mg / kg de peso corporal por dia. EI Gltimo grupo se traté con TMP-SMX (8/40 mg /
kg) y aceite de coco (600 mg / kg) al mismo tiempo. Las muestras de sangre se recogieron de todos
los grupos en el octavo dia del experimento para la medicién de pardmetros bioquimicos séricos. Se
evaluaron los pesos de los érganos y los coeficientes; los resultados obtenidos fueron: TMP-SMX
caus6 un aumento significativo (p <0,05) en los niveles de bilirrubina sérica total, lactato
deshidrogenasa y fosfatasa alcalina en un 192%, 67% y 41%, respectivamente, en comparacion con
los controles. Esto fue seguido por una reduccion significativa en el peso del rifién de triglicéridos y
relativa por 40% y 7%, respectivamente. No hubo diferencias significativas (p> 0,05) en la
actividad de las aminotransferasas, fosfatasa acida total, y-glutamil transferasa, acido Urico,
colesterol, albimina y niveles de urea. La suplementacién de VCO mejorado efectos inducidos-

TMP-SMX mediante la restauracion de los niveles de bilirrubina total, phospahatase alcalina y
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lactato deshidrogenasa. En conclusion este estudio demuestran que los componentes activos del
aceite de coco tienen efectos protectores contra los toxicos inducidos por la administracion de TMP-
SMX, especialmente en el higado de las ratas. ©

Vysakh A, et al ™ se evalué la eficacia protectora de la fraccion polifendlica a partir de aceite de
coco virgen contra adyuvante inducida a ratas artriticas. La artritis fue inducida por la inyeccion
intradérmica de adyuvante completa de Freund. Se estimaron las actividades de las enzimas
antioxidantes, inflamatorias y la peroxidacion lipidica. PV mostr6 alto porcentaje de inhibicion de
edema a una dosis de 80 mg / kg en dias 21a de la artritis adyuvante y no es toxico. La expresion de
genes inflamatorios tales como COX-2, iNOS, TNF-a y la IL-6 y la concentracion de la sustancia
reactiva del &cido tiobarbiturico se redujeron mediante tratamiento con PV. Enzimas antioxidantes
se incrementaron Yy el tratamiento con PV. El aumento del nivel de recuento de glébulos blancos
totales y la proteina C-reactiva en los animales de artritis se redujo en ratas tratadas fotovoltaicas.
Citologia sinovial mostré que las células inflamatorias y células mesoteliales reactivas fueron
suprimidos por PV. Histopatologico de tejido pata presenta una menor formacion de edema y la
infiltracion celular en la suplementacion con PV. Asi, los resultados demostraron el potencial efecto
beneficioso de la energia fotovoltaica en la artritis inducida por adyuvante en ratas y el mecanismo

detréas de esta accion se debe a sus propiedades antioxidantes y efectos anti-inflamatorios. %

Hayatullina Z et al *» menciona que el estrés oxidativo y los radicales libres han sido implicados en
la patogénesis de la osteoporosis. Por lo tanto, los compuestos antioxidantes tienen el potencial de
ser utilizada en la prevencion y tratamiento de la enfermedad. En este estudio, hemos investigado
los efectos del Aceite de Coco Virgen (VCO) en la microarquitectura 6sea en un modelo de rata de
la osteoporosis posmenopausica. VCO es una forma diferente de aceite de coco, ya que €s rico en
antioxidantes. Tres meses de edad ratas hembras fueron agrupados al azar en la linea de base,
control ovariectomizadas con operacion simulada (OVX) y ratas ovariectomizadas alimentados con
8 % VCO en su dieta durante seis semanas (OVX + VCO), histomorfometria ¢sea de los fémures
derecho se llevo a cabo al final del estudio. Las ratas suplementadas con VCO tenian un nimero de
volumen de hueso trabecular y significativamente mayor, mientras que la separacion trabecular era
menor que el grupo OVX, este fue eficaz en el mantenimiento de la estructura 6sea y prevenir la

pérdida 6sea en el modelo de rata con deficiencia de estrégenos ™V
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Gudmundur et al ®?

un estudio publicado en elJournal of Antimicrobial Agents and
Chemotherapy encontré que el acido céprico y el &cido Ladrico en el Aceite de Coco Virgen son

tratamientos muy efectivos contra la candida albicans y contra las infecciones por levaduras. 2

Intahphuak S et al “* un estudio realizado investigé propiedades farmacoldgicas de aceite de coco
virgen (VCO), el aceite puro natural a partir de la leche de coco (Cocos nucifera Linn, que se
prepar6 sin utilizar un tratamiento quimico o de alta temperatura. Se evaluaron las propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, antipiréticas y efectos del VCO. En los modelos inflamatorios
agudos, VCO mostrd efecto anti-inflamatorio moderado en acetato de phenylpropiolate inducida
por edema de la oreja en las ratas, y edema de la pata inducido por acido araquidénico y
carrageenin. VCO mostr6 un efecto inhibitorio sobre la inflamacion cronica mediante la reduccion
del peso transudativo, la formacién de granulomas, y la actividad de la fosfatasa alcalina
sérica. VCO también mostr6 un efecto analgésico moderado de la respuesta de retorcimiento
inducido por acido acético, asi como un efecto antipirético en la hipertermia inducida por la

levadura. Los resultados obtenidos sugieren anti-inflamatorias, analgésicas y antipiréticas de VCO.
(13)

2.2 BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION
Clasificacion y descripcion botanica de Cocos nucifera L.

¢ Clase: Monocotyledoneae
e Orden: Palmales

e Familia: Palmae

e Subfamilia: Cocowsideae
e Género: Cocos

e Especie: Nucifera

Raiz: las funcidn de las raices primarias es la de absorber y fijar el agua, mientras que las raices
terciarias se encargan de extraer los nutrientes necesarios para el desarrollo de la planta, sus raices

se localizan a 0.2 a 0.8 metros de profundidad. ¥
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Tallo: la principal caracteristica del tallo de este arbol es que presenta un espite que se encuentra
ramificado, estas a su vez poseen un conjunto de hojas las cuales se encargan de proteger la yema
terminal de la planta. El &rbol del Coco puede llegar a crecer hasta 20 m de alto, ello depende de las

condiciones ecoldgicas y de la edad de la planta. ¥

Hojas: presenta hojas de forma pinnada, estd constituida por peciolos, las hojas logran alcanzar
hasta 6 metro de largo, y el largo disminuye conforme aumenta el tiempo del arbol. En climas

apropiados el Coco llega a tener 14 hojas durante el afio, y la copa tiene de 25 a 30 hojas. ‘4

Inflorescencia: tiene inflorescencias axilares, en forma de panicula, que estd protegida por una
espada o bractea. El cual se desarrolla durante 3 0 4 meses, luego se abre y se libera las espigas, el

cual posee flores tanto masculinas como femeninas. 4

Fruto: El fruto es una drupa, que esta conformado por una epidermis lisa, presenta un mesocarpo
en su interior esta el endocarpo que posee una capa fina y dura que tiene coloracion marrén a la que

se le denomina hueso, en cual envuelve el albumen sélido y liquido. 4
ECOLOGIA

El arbol de Cocos Nucifera L, se encuentra distribuida en islas y en las zonas tropicales en todo el
mundo, entre los 26 °C de latitud norte y sur; también se encuentra en Distrito de Laredo, Provincia
de Trujillo, Departamento de la Libertad, pueden encontrarse a alturas de hasta 1,200 msnm. Es una
planta tropical que crece mejor en donde las temperaturas climéaticas se mantienen constantes sin
mucha variabilidad, con una temperatura promedio superior a 20 °C, precipitacién media anual de
1,000 a 1,800 mm, pudiendo soportar mayores precipitaciones en suelos con buen drenaje. Para el
crecimiento radicular adecuado de esta planta es necesario que la profundidad del suelo deba de ser
de 80 a 100 cm, ya que esta planta se adapta también a suelos arenosos. **

Usos del Cocos nucifera L

Madera de coco: Se usa para la construccion de casas, puentes, debido a que su corteza es dura y
también es empleada para la fabricacion de muebles.

El palmito: Es la yema terminal del cocotero y se consume crudo o cocido. Contiene 3% de

almidén y 5% de aztcar.
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Las raices: Tienen propiedades antidiarreicas.
Las palmas: Son usadas para canastas, techos, alfombras, sombreros etc.

El agua de coco: Se consume como bebida rehidratante. Ha sido usado como sustituto de sueros,

ya que presenta un alto valor nutritivo. **

La nuez: es producto méas importante de esta planta, y la emplean para diversos usos, dentro de
ellos se encuentran: el aceite, usado en alimentos, cosmetologia, combustibles y lubricantes; harina

de coco, es un subproducto de la extraccion de aceite y se usa como alimento para ganado. **

El hueso: Es el endocarpo que cubre la copra, se emplea para la produccion de carbén activado, el

cual se emplea para filtros de aire, también se utiliza para la fabricacion de botones, y cucharas.

Copra: Esta viene a ser la pulpa blanca del Coco, el cual se utiliza como materia prima para extraer

aceite, y conservas.

La estopa 0 mesocarpo: esta parte del Coco es empleada para la elaboracion de alfombras, pitas, el
polvo de la estopa se utiliza para mejorar los suelos arenosos, ya que ello ayuda a la retencion de

agua.

Principales usos medicinales

El coco, Cocos nucifera L, es un arbol que se cultiva por sus multiples servicios, principalmente por
sus valores nutricionales y medicinales. Las partes de su fruta como el coco y el agua de coco tierna
tienen numerosas propiedades medicinales tales como antifingicos, antibacterianos,
antiparasitarios, antivirales, hipoglucémicos, antioxidantes, hepatoprotectores, inmunoestimulantes.
También se utilizan para el asma, la aartritis, gripe, céalculo renal, infeccion urinaria, nacidos y

quemaduras. *©

2.2.1 Antioxidante
Son sustancias quimicas que se encuentran a concentraciones bajas, en comparacion con el sustrato
a oxidar, estas sustancias tienen el potencial de impedir que los acidos grasos se oxiden, estas
reacciones que se producen tienen lugar dentro y fuera de nuestro organismo, estos producen
cambios fisioldgicos hasta llegar a producir enfermedades. Estas sustancias ayudan al uso de

oxigeno, dando como lugar la disminucion de la formacion de los radicales libres. Podemos
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clasificarlos en dos tipos de sistemas: Sistema enzimatico (enddgenos) y no enzimatico (exdgenos)

que actian en el espacio extracelular e intracelular. ")

El sistema enzimatico: a este grupo pertenece las enzimas que estan presentes en nuestro
organismo como, superdxido dismutasa, glutation, peroxidasa, catalasa. De acuerdo al tiempo estas
enzimas se van envejeciendo, las cuales van disminuyendo su capacidad antioxidante, y se produce

un desbalance prooxidante-antioxidante, causando el estrés oxidativo.

El sistema no enzimatico: dentro de ellas se encuentran las sustancias como la vitamina C, E,
minerales, carotenoides, selenio, zinc, manganeso, cobre. Las cuales son ingeridas en la
alimentacidn, y son las mas importantes, ya que son los Unicos que pueden ser introducidas de

forma voluntaria. "

2.2.2 Actividad antioxidante:

Es la capacidad que posee una sustancia de inhibir la degradacion oxidativa, reduciendo la
presencia de especies reactivas oxidantes (EROS), antes de su ataque a proteinas, DNA, lipidos.
Son indispensables para los seres vivos por su capacidad de proteger contra el dafio oxidativo de los
radicales libres. Al aumentar la actividad antioxidante retarda la oxidacion de otras moléculas,
generalmente como sustratos bioldgicos, lipidos, proteinas o acidos nucleicos y el estrés oxidativo,

que es el responsable de distintos dafios celulares. ®

Las primordiales causas de fallecimiento a nivel mundial son los padecimientos cardiovasculares.
Evidencias cientificas e investigaciones epidemiolégicas indican que al consumir hortalizas
legumbres y frutas previene y reduce el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, tumorales
y neurodegenerativas. El efecto beneficioso de los alimentos vegetales las cuales son sustancias que

presentan polifenoles, carotenoides, cido ascérbico, vitamina E y la actividad Antioxidante. 7

Los antioxidantes logran ejercer un efecto para proteger tejidos, el cual atrapa productos del proceso
de oxidacion, estos antioxidantes se hallan en los vegetales, pero principalmente en las frutas en las

que se evidencias una mayor concentracion. %
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2.2.3 Radicales libres

Son atomos que contienen un electron desapareado que tienen la capacidad de aparearse por lo que
son muy reactivos, estos radicales se encuentran en nuestro organismo intentando quitar un
electrén, con el objetivo de lograr su estabilidad. Una vez que el radical libre ha logrado aparearse

su molécula lo cede y se convierte en un radical libre.

Los radicales libres oxidan el DNA, los lipidos y las proteinas, afectando su funcion y causando
mutaciones. Las células tienen la capacidad de fabricar sus propios componentes y obtienen la
energia que necesitan a partir de los nutrientes, que son degradados y participan en reacciones de

oxidacién-reduccién. ©®

Los radicales libres pueden llegar a producir una alteracion a nivel genético como es el ADN, esto
es un factor predominante para dar origen a la formacion de cancer. Existen multiples factores que
dan origen a ello como es el excesivo ejercicio fisico, el tabaco, alimentos que presentan alto
contenido lipidico, la contaminacién ambiental y las radiaciones solares a las que estamos expuestas

a diario, todo ello dar como resultado la formacién de los radicales libres. (20)

Un componente esencial para la vida como es el oxigeno, puede llegar a causar dafios debido a
condiciones elevadas, y se vuelve en un potente oxidante el cual libera especies reactivas de

oxigeno. %

2.2.4 Estrés oxidativo y defensa antioxidante

Hay evidencias que muestran que la oxidacién de las moléculas bioldgicas, tejidos, membranas, las
cuales son inducidas por el oxigeno activo, el cual en forma de radicales libres, son las responsables

de las enfermedades degenerativas de los seres humanos. %"

De igual manera se han realizado investigaciones de los componentes de los alimentos que

presentan capacidad para reducir la oxidacion a nivel celular.

El proceso de metabolismo oxidativo, da la formacion de radicales libres oxigenadas, dentro de
estas especies con oxigeno se encuentran el radical, perdxido de hidrégeno (H202), superdxido

(02), oxido nitrico (NO), y no solo estas especies son las responsables ya que nosotros a diario
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estamos expuestos a radiaciones electromagnéticas que son capaces de romper el agua, dando como

resultado la formacién de radicales OH. @

Los radicales libres se generan in vivo, nuestro organismo produce varios mecanismos de defensa y
proteccion antioxidante frente a estos radicales, existen enzimas como la superoxido dismutasa que
remueve el (O2), convirtiéndolo en H202, el cual es transformado por las enzimas catalasa y
glutation peroxidasa en agua (H20). Nuestro organismo también posee moléculas que remueven los
radicales libres por reaccion directa (no catalitica), tales como el glutatioén reducido, los tocoferoles
(vitamina E) y el 4cido ascérbico (vitamina C) ©°

Cuando nuestra defensa antioxidante no es eficaz, es donde se da el aumento de los radicales libres
ya que no hay un mecanismo que los regule y evite el dafio producido, a ello se le conoce como
estrés oxidativo. El dafio oxidativo es cuando se da un incremento de estos radicales e inician a
dafar las células, hay multiples sustancias toxicas que originan radicales y llegando a disminuir

nuestra defensa antioxidante. ??

Ante la presencia de radicales libres que dieron como lugar al estrés oxidativo, es necesario una
mayor cantidad de antioxidante para asi poder contrarrestarlo, y evitar la muerte celular, fuentes de
antioxidantes son las sustancias como los compuestos fendlicos presentes en Frutos y Hojas, en las
semillas se encuentran los tocoferoles (Vit. E), los carotenoides ye en los frutos el acido ascérbico
(Vit. C). @

2.2.5 Compuestos polifendlicos.

Los compuestos polifendlicos se encuentran en los alimentos vegetales, lo cual son metabolitos
biosintetizados por el reino vegetal. Los polifenoles en su estructura poseen grupos aromaticos,
grupos hidroxilos.

Dentro de estos compuestos podemos nombrar los flavonoides, antraquinonas, isoflavonoides,
xantonas, antocianidinas y los é&cidos fendlicos, fenoles simples, fenilpropenos, acidos
hidroxicinamicos, ligninas, entre otros, estas tienen como funcion capturar y estabilizar los radicales
libres, tambiens e han realizado estudios en las que tienen propiedad antioxidante a la inhibicion de

enzimas prooxidantes como la lipooxigenasa. ¢?
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El mecanismo de defensa de los polifenoles (representado por AOH) se efectla en la fase inicial en
realidad en el proceso de propagacion de la oxidacion, por captura de los radicales libres (Re),
impidiendo de esta forma la reaccion en cadena.

Re+ AOH — RH + AO-

Al transferir los electrones del radical libre (Re) indica que se transforme el antioxidante en una
molécula radical activa estableciéndose estable, suficiente para que la actividad antioxidante sea
eficaz. Al mismo tiempo este radical establecido y formado puede ser contraido por otras sustancias
antioxidantes (reductoras), como el ascorbato. ?

2.2.6 Técnicas para la cuantificacion de polifenoles totales y actividad antioxidante
Meétodo Folin Ciocalteu

El reactivo de F-C (Folin Ciocalteu) emplea un mecanismo de reaccion de oxidacion/reduccion, el
ensayo de F-C mide la capacidad para reducir el reactivo de acido fosfomolibdico/fosfotungstico a
un complejo azul que se observa a través del espectrofotometro, donde el molibdeno es reducido en
el complejo y se produce la reaccion de transferenciencia de electrones entre el Mo(iv) vy el
reductor. Este metodo se utiliza para la oxidacion de fenoles en una solucion alcalina por el
heteropolianion  molibdotungstofosférico  amarillo 'y la  medicién  colorimétricadel

molibdotungstofosfato azul resultante. @
Método de DPPH (1,1-difenil-2- picrilhidrazilo).

Este método fue desarrollado por Brand-Williams et al, donde evalla y determina la capacidad que
tiene una molecula antioxidante para neutralizar un radical. El compuesto 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) es un radical, donde presenta una profunda coloracion violeta y que absorbe
radiacion a 517 nm, de manera que su concentracion determina a traves de métodos
espectrofotométricos. La concentracion inicial de DPPH se encuentra o determina en el ensayo, una
vez que se afiadié el antioxidante se encuentra la concentracion resultante, de forma que una
disminucion de la absorcion de radiacion se traduce en una disminucion de la concentracion de

DPPH debida a la cesion de electrones de la especie antioxidante. ¥
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Método de DPPH

Se basa en la reduccién de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH’, por antioxidantes.
Se basa en la medida de la absorbancia del radical DPPH" 100 uM (3,9 mL) disuelto en metanol al
80%, a la 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 (Ao) y pasados los 30 y 60 minutos
(Ap). 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 concentracion 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. )

1.  HIPOTESIS

Hipdtesis implicita.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Disefio de investigacion

El presente trabajo de investigacion correspondera a un estudio de tipo descriptivo con un
enfoque cuantitativo.

4.2 Poblacion y muestra.

Obtencion de la droga vegetal
Se obtuvo la droga vegetal del Distrito de Laredo, Provincia de Trujillo departamento de la
Libertad.
Realizando un estudio del fruto de la Planta Cocos.nucifera L., procesando y disecando en una
estufa a 45°C durante 12 horas por dos dias.

Preparacion del extracto metabdlico — MeOH 80% (Extraccion exhaustiva).

Para realizar la extraccion exhaustiva, pesamos 1.0072g. del extracto de fruto de cocos nucifera
L. llevamos a un tubo falcon agregando 10 mL de (metanol 80% + 0,1% de Ac. Formico)
colocando en el agitador magnético por 30 min luego cubrimos con papel metalico para evitar
que los rayos de la luz puedan degradar a los polifenoles debido que estos son muy sensibles.
Luego llevamos ala centrifuga por 5 “min” en una velocidad de 6000 “rpm”. Repetimos 4 veces
el mismo procedimiento hasta completar una cantidad necesaria de muestra a trabajar. Después

de los 5 min extraemos el sobre nadante a una fiola de 50 mL.

Determinacion de polifenoles totales mediante el método de Folin Ciocalteu.

En una Fiola de 10 mL se agreg6 2.5 mL de agua tipo Il, después se afiadio el estandar de
catequina a concentraciones de 0,5,1,2,5,5 y 10 ppm (mg/L) para obtener la curva de calibracion
a las demas fiolas se adiciono 100 uLL de extracto metanolico al 80%, luego agregamos 500 pL
de reactivo Folin Ciocalteu y se lleva a oscuridad por 5 min. Luego agregamos 2 mL de
Carbonato de Sodio al 10%, aforamos con agua tipo 1l y nuevamente llevar a oscuridad por 90

min, finalmente llevamos al espectrofotometro a una longitud de onda de 700 nanémetros.
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Preparacion del DPPH.

Se prepar6 metanol en 100 mL en el que se necesitd 2.3 mg de polvo de DPPH se convirtié a

gramos y se obtuvo 0.023 gr y se aforo con metanol en la fiola de 100 mL para tenerlo 0.06 Mn.

Determinacion de la capacidad antioxidante segun el método de DPPH

En una cubeta se adiciono 1450 pL. de DPPH a 0.06 mM se llevo a leer al espectrofotometro a

una longitud de onda 515 nm para obtener la absorbancia a tiempo cero (DPPH t0), luego de ello

se agregd 50 pL del extracto del fruto de cocos nucifera L. se llevo a oscuridad por un tiempo de

15 min para obtener la reaccion, finalmente se obtuvo la absorbancia a tiempo 15 (DPPH t15) el

andlisis se realizo por triplicado para cada una de las muestras. Como estandar se utilizo el

Trolox a concentraciones 0.05.0.1,0.2,0.4,0.8, mM, para obtener la curva de calibracion.

Para determinar el % de inhibicion se utilizo la siguiente formula

4.3 Definicion y Operacionalizacion de variables

% Inhibicion = DPPH t0 — DPPH t15 x 1000

DPPH{t0

Variable

Definicién Conceptual

Definicion Operacional

Indicador

Contenido de
Polifenoles en
extracto de fruto de
Cocos Nucifera L
(Coco).

Actividad
Antioxidante In
Vitro en el fruto del
Cocos nucifera
L(Coco)

Los polifenoles se originan
principalmente en las
plantas, que los sintetizan en
gran cantidad, como
producto de su metabolismo
secundario.

Un antioxidante es una
molécula capaz de retardar o
prevenir la oxidacion de un
sustrato oxidable, actuando
como donador de electrones.

Para determinar el
contenido de polifenoles
se trabajo con el método
espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu.

Para determinar la
actividad antioxidante se
realizé a través del método
colorimétrico con DPPH.

Mg de catequina eq/g
muestra seca

nM de trolox eqg/g
muestra seca.
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4.4 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

Se utilizo la observacion directa, registro de las reacciones de coloracion y otras caracteristicas
que se observen en la medicion de las concentraciones totales de polifenoles. Los datos

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

Los datos y resultados obtenidos seran presentados en tablas, utilizando Excel para obtener la

desviacion estandar y mediana.
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4.6. Matriz de consistencia

TiTULO DE LA FORMULACION DEL
INVESTIGACION PROBLEMA
Capacidad

Antioxidante Y ¢Tendra actividad

Contenido  De @ntioxidante y
Polifenoles contenido de
Totales In Vitro polifenoles totales

en el Fruto De invitro, el fruto de

Cocos Nucifera L

(Coco)?

Cocos Nucifera
L (Coco)

OBJETIVOS:

Objetivo general:

-Evaluar la actividad antioxidante
y determinar la concentracion de
Polifenoles totales in vitro en el
fruto del Cocos nucifera L.

Objetivos especificos:

-Determinar la actividad
antioxidante in vitro en el fruto
del Cocos nucifera L. expresados
en mM de trolox eg/g de muestra
seca.

-Determinar la concentracion de
polifenoles totales presentes en el
fruto de Cocos nucifera L.
expresados en mg de catequina
eqg/g de muestra seca

HIPOTESIS

Hipdtesis
Implicita

VARIABLE

Contenido de
Polifenoles en
extracto de fruto de
Cocos Nucifera L
(Coco)

Capacidad
Antioxidante en el
fruto del Cocos
nucifera L

TIPO DE
INVESTIGACION

Descriptiva

METODOLOGIA

Diseiio de Investigacion:
Determinacion de la
actividad antioxidante In
Vitro en el fruto del Cocos
nucifera L. segin el método
de DPPH.

-Determinacion de contenido
de polifenoles totales en el
fruto de Cocos nucifera L,
segun el método de Folin-

Ciocalteu.
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4.7. Principios éticos

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

proteccion de la biodiversidad, puesto que es un bien comdn.
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

TABLA 1: Evaluacion de la capacidad Antioxidante en muestra de fruto de Cocos

Nucifera L. expresado en nM trolox eq/g.

COCO mM trolox eq./g Promedio

mM trolox DS
eq./qg
Muestra 1 4.39
Muestra 2 4,94 4.49 0.40
Muestra 3 4.15

TABLA 2 : Evaluacién del contenido de Polifenoles totales en el fruto cocos nucifera L.

Expresado en catequina mg/g

CcoCo Mg catequina Promedio DS

eq./g
Muestra 1 0.281
Muestra 2 0.421 0.40 0.1117
Muestra 3 0.502
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

Para determinar los polifenoles se realiza un estudio de tipo experimental y se observa los
flavonoides, lignina y taninos a través del método de Foling Ciucalteu, a traves de este método
veremos una coloracion azul intenso de acuerdo a la capacidad de polifenoles que se observen ya
que tiene un reactivo molibdato tungstato Sodio y al reaccionar con el polifenol formara

fosfomolibdico-fosfotungstico®

En la tabla 1, respecto a la determinacion del contenido de polifenoles se ha trabajado con una
concentracion adecuada de catequina para cada muestra, se midié la absorbancia, obteniendo
puntos de interseccion los cuales los unimos para lograr una linealidad y aplicando la férmula de
la recta se obtuvo un R’= 0.9996 (anexol), aproximandose al valor 1 que es lo ideal para una
recta. En el cual obtuvimos una concentracién de 0.40+ 0.1117mg de polifenoles por pg de

catequina /g de Fruto de Cocos nucifera L.

Para la determinacion antioxidante se realiz6 a través del método de DPPH en donde se evaluda la

capacidad de neutralizar un radical. ¥

Para realizar la curva de calibracion de DPPH se hizo disoluciones a diferentes concentraciones,
llevando al espectrofotometro para realizar la lectura de las absorbancias a To y Tis, los
resultados obtenidos se empleo para obtener el % de Inhibicidn y asi poder determinar la relacién

con la concentracion de trolox equivalente.

La actividad antioxidante del Coco nucifera L, dio como resultado 4.49 + 0.40 mg al trolox

equivalente esto indica que tienen una minima capacidad antioxidante.
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vi. CONCLUSIONES

1. El extracto del fruto del fruto de Cocos nucifera L. tiene baja concentracion de
polifenoles y capacidad antioxidante.

2. Se determiné la capacidad antioxidante del extracto de fruto de Cocos nucifera L.
expresados en nM trolox eq/g. de muestra seca fue de 4.49 + 0.40 mM de trolox.

3. Se evaluo el contenido de polifenoles en el extracto de fruto de Cocos nucifera L.

expresados en mg de Catequina Eg/g muestra seca 0.40+ 0.1117mg de catequina.
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ANEXOS

Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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