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RESUMEN

Algunos vegetales poseen caracteristicas muy especificas como es la accion antioxidante,
y que resultan en un beneficio en las personas frente a los agentes oxidantes tanto
exogenos como enddgenos, que causan dafio a nuestro organismo, relacionado con el
proceso metabdlico a corto o largo plazo. El objetivo de la presente investigacion es
determinar el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante del extracto
metandlico y acuoso de las hojas de Ambrosia Peruviana All(Altamisa), a través de
espectrofotometria empleando el método de Folin Ciocalteu y empleando catequinas, se
definio la cantidad de polifenoles totales en el extracto metandlico, infusion y decoccion.
La accion antioxidante se valor6 con el reactivo de DPPH y como referencia Trolox. El
contenido de polifenoles totales de la extraccion metandlica exahustiva, infusion y
decocto fue de 13.20 + 0.28, 20.76 £ 0.26 y 25.04 + 0.60 expresado en mg de catequina
eq./g de muestra seca respectivamente. En relacion a la actividad antioxidante de la
extraccion metandlica exahustiva , infusion y decocto es equivalente a una concentracion
de 57.18 £ 0.55, 89.03 = 2.37 y 89.92 + 4.99, expresado en mM Trolox eqg/1 g muestra
seca respectivamente. se finaliza que la muestra de Ambrosia peruviana all ( Altamisa),

muestra polifenoles totales y capacidad antioxidante.

Palabras claves: Ambrosia Peruviana all, contenido polifenoles, capacidad
antioxidante, DPPH.

vii



ABSTRACT

Some vegetables have very specific characteristics such as antioxidant action, and that
result in a benefit in people against both exogenous and endogenous oxidizing agents,
which cause damage to our body, related to the metabolic process in the short or long
term. The objective of the present investigation is to determine the total polyphenol
content and antioxidant capacity of the methanolic and aqueous extract of the leaves of
Ambrosia Peruviana All (Altamisa), through spectrophotometry using the Folin Ciocalteu
method and using catechins, the amount of total polyphenols in the methanolic extract
was defined, infusion and decoction. The antioxidant action was assessed with the DPPH
reagent and as Trolox reference. The total polyphenol content of the exahustive, infusion
and decocto methanolic extraction was 13.20 + 0.28, 20.76 + 0.26 and 25.04 + 0.60
expressed in mg of catechin eq./g of dry sample respectively. Regarding the antioxidant
activity of exahustive, infusion and decocto methanolic extraction is equivalent to a
concentration of 57.18 + 0.55, 89.03 + 2.37 and 89.92 + 4.99, expressed in mM Trolox
eq /1 g dry sample respectively. it is concluded that the sample of Ambrosia peruviana
All (Altamisa), shows total polyphenols and antioxidant capacity.

Keywords: Ambrosia Peruviana All, polyphenol content, Antioxidant capacity, DPPH.

viii



INDICE

EQUIPO DE TRABAUJO... ... i
JURADO EVALUADOR .. ..ottt st \Y
AGRADECIMIENTO... ..ottt e e s ssare e e s s e e e s snbaeeeeans v
DEDICATORIA . ettt ettt e s be et e et e e be e saneabeesnne s vi
RESUMEN ...ttt ettt et e beeaneas Vil
AB ST R A CT ettt sttt b e b e b naee e viil
INDICE ...ttt e e et e e sbe e be et e e nbe e nreeenes IX
INDICE DE GRAFICOS, TABLAS Y CUADROS........ccoiiirieieeene e Xii
I. INTRODUGCCION ...ttt sttt 13
1.1 OBJEEIVOS ...ttt bbb bbb bbb 15
A ODJELIVO GENEIAL......oiiiiiieee e 15

D.  ObjJetivoS ESPECITICOS ....c.veviiiiieiiiiieriee e 15

1.2, JUSTIFICACION ...ooioiecereeeeseeeseeseesess ettt ss st esssenes 16
I1. REVISION DE LITERARTURA ......ooiiieeeee e teseese st 16
2.1, ANTECEUBNTES ...ttt bbbt 16
2.2, BaSES TBONICAS ...ttt 18
2.2.1. Ambrosia peruviana Wild (AltamiSa)...........ccceevieiieiiiie e 18
2.2.2. PrINCIPIOS BCHIVOS....c.uiiiiitieiteeie ettt sttt sre e ste e sreenteeneesneennas 19
2.2.3. TAXONOMUA 1.ttt bbbt bbb bbb e st b b e et eae e 19
2.2.4, HADIAL. ..ottt re s 19
2.2.5. USO radICIONAL .......coviiiiiiiiicce s 20
F A T 1] o LT Fo Lo [P P PR 20

2.2.7. FarmMaCOlOgia ......ecveeiveeie et e nre s 20



2.2.8. AN OXIAANTE. . 21

2.2.9. Dafo @ntiOXIHANTE .......ceeiieiiiie ettt ae e 21
2.2.10. RAAICAIES HDIES ....cveiieie e e 21
2.2.11. Especie reactiva (EROS) .....ccuviiiiiie e 22
2.2.12. PeroXidaCion lPIdICA .......ccviirieieieieeee e 23
L HIPOTESIS ..ottt e e e e snae e e s e e e nnneeans 23
IV. METODOLOGIA ...ttt 23
4.1. Disefio de 12 INVESTIGACION .......ceiviiiiiiiiiccee e 23
4.1.1. OBtENCION A 10S EXIIACLOS ....eoviiveeiiieiecee ettt st e e st s s e st s st e sae st e s e saeesreareeas 1,24
4.1.2. Preparacion del extracto metanolico- 80%, extraccion exahustiva.............cc.ccccvvenene 24
4.1.3. Preparacion del extracto por infUSION ..........ccceecviiiii e 24
4.1.4. Preparacion del extracto por deCOCCION .........ccccvviiieiieiie e 25
4.1.5. Determinacion de la capacidad antioxidante segun el método de DPPH ................. 25

4.1.6. Determinacion de polifenoles totales mediante el método de Folin- Ciocalteu.......26

4.1.7. Equipos de 1aboratorio Y reaCtiVo .........ccccccveieeiiiiie i 27
4.2. PODIACION Y MUESIIA......eiiuieiiciic ettt te e nas 27
4.3. Definiciones y operacionalizacion de variables...........c.ccoveiiiiiicii e, 28
4.4, Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos ...........coeveierinenniiniieieeseeee, 29
4.5 PIaN dE @NANISIS ....c.veviieiieee e 29
4.6 Matriz de CONSISEENCIA ......ccveviieiiitiieet et 30
4.7 . PrINCIPIOS BLICOS ....uviivieiie ettt ettt ettt ettt e e e e te e st e et e sreesteessesneesbeeteeneenreas 31
V. RESULTADOS ...ttt ettt ettt e b e nee e 32
5.1. RESUITATOS ...t 32
5.2. ANAIISIS € rESUITATOS .......eeiiieiieiieiii et 34

VI, CONCLUSIONES ... ..ot 35



REFERENCIAS ... 36






INDICE DE TABLAS, GRAFICOS Y CUADROS

TABLA 1: Promedio y desviacion estandar del contenido de polifenoles totales en el
extracto metandlico infusion y decocto de las hojas de Ambrosia peruviana all

(Altamisa). expresados a una concentracion en mg de catequina eq. / 1g de muestra

TABLA 2: Promedio y desviacion estandar de la capacidad antioxidante en el
extracto metanolico, infusion y decocto de las hojas de Ambrosia peruviana
All(Altamisa) expresado a una concentracion equivalente mM de trolox / 1g como

estandar de la actividad antioxidante de MUEStra SECA..........cevvvveeeeeeeeeeee e 33

GRAFICO 1: Curva de calibracion de polifenoles totales utilizando catequinas

COMIO BSTANTA ...ttt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e eens 39

GRAFICO 2: Curva de calibracion (6 estandar) del trolox mM como estandar de
la actividad antioXIdANTE ..........ccooiveiieie et 40



l. INTRODUCCION

El presente proyecto de investigacion pertenece al proyecto linea de investigacion de
plantas medicinales de importancia terapéutica de la escuela profesional de Farmacia y

Bioquimica de ULADECH CATOLICA.

Al hombre le han heredado sus antepasados ensefianzas sobre el uso de las plantas
medicinales y que lo aprendieron con la experiencia y su relacion muy cercana con la
naturaleza y de la interaccion con otros pueblos. Estos conocimientos han servido para
ayudar en momentos de emergencias de salud, en sitios donde no hay servicios de salud
y donde solo reciben ayuda de personas conocedoras de plantas medicinales(yerbateros).
Actualmente se estan enfocando las investigaciones sobre plantas medicinales desde su
recoleccion, almacenamiento, procesamiento como una alternativa de tratamiento
médico-terapéutico, en las comunidades o lugares muy apartados los llamados

curanderos.!

Segun estudios basados en reportes de la OMS, los farmacos herbarios comprenden los
pastos, especies herbolarias, elaboraciones herbolarias y articulos herbolarios concluidos,
poseedores de metabolitos secundarios extraidos de las plantas u otros elementos
vegetales, su empleo esta instaurado considerablemente y comprobado como inocuo y

eficaz.?!

En estos tiempos, Ecuador y en varias naciones del mundo como Espafia, Alemania y
Francia y como lo demuestran muchas investigaciones, 1 de cada 3 individuos (32,8%),

utiliza especies vegetales con fines terapéuticos. %2

Existen investigaciones que han centrado su interés en los beneficios de llevar una

nutricion antioxidante rica en frutas, hortalizas, vino y aceite de oliva, relacionada con la



disminucion de las carencias cerebrales relacionados a la edad y podria evitar el estrés
oxidativo la cual provoca la muerte neuronal y dafios neurovasculares. La oxidacion
ocurre cuando las particulas contenidas en los tejidos reaccionan con los productos que
incluyen oxigeno provocando lesiones en las particulas, estas lesiones crecen con la edad,
ingesta de acidos grasos polisaturados, cigarrillos y toxinas, y esto relacionado con el
menor nimero de compuestos antioxidantes defensores en tejido neuronal. Existen
pruebas de que la elaboracion de radicales libres en las neuronas influye en el progreso

de la neuropatologia que es la causante del declive cognitivo. *

Las particulas o conjunto de particulas que poseen su electron desapareado se denominan
radicales libres, son muy reactivos y atrapan un electrén de moléculas estables, causando
una reaccién en cadena que mata nuestras células. Su ciclo biolégico del radical son
microsegundos, reacciona con su entorno, ocasionando un deterioro de las membranas

celulares, destruccion de moléculas y tejidos por envenenamiento.*

El oxigeno de naturaleza oxidante, lo usan nuestras células metabdlicamente y fabrican
especies reactivas del oxigeno (ERO). Estas pueden ser enddgenos y exdgenos, como la
propagacion solar, toxinas micoticas, plaguicidas o xenobioticos. Gran parte del oxigeno
(02), es transformado por las células en agua sin toxicos y el 5% se convierte en toxicos
como, el anion superdxido y el hidroxilo (radicales libres), que tienen que ver con

procesos inflamatorios. Causado por gran cantidad de elementos oxidantes.**

La especie Ambrosia peruviana o altamisa es utilizada cominmente como hipotensor,
antiespasmaodico, depurativo, diaforético y desordenes menstruales. En otros lugares
como en los llanos de Venezuela. La altamisa es empleada para contrarrestar el malestar

corporal, fiebre, jaqueca, hipotensién, ulceras, maculas en la piel, varices, cicatrices,



desordenes menstruales. La clase Ambrosia tiene investigaciones como antioxidante por

sus fitocontituyentes hallados como flavonoides y glicosidos y estos se estan usando para
el manejo de infecciones por Schistosoma mansoni, antiepiléptico y como
antiinflamatorio por el poder de su fitoconstituyente cumain, de suspender la elaboracién

de 6xido nitrico, esencial intermediador en los estados inflamatorios.®

Los analisis fotoquimicos que se le practico a Ambrosia arborescens, hallo flavonoides,
con respecto al genero flavonoles, se hallan en hojas y partes verdes del vegetal, se
propone que dichos compuestos sean los encargados de una mecanica de defensa de las
células a la agresion de rayos UV, debido a su capacidad de atraer en dicha region del
espectro, permitiendo el paso de longitudes de onda dentro de lo Vvisible
fotosintéticamente activas. Los flavonoides han obtenido importancia a razén de su
actividad bioldgica en el humano, que lo come con las hortalizas. Los flavonoides tienen
poderes muy apreciadas en medicina, como antimicrobianos, anticancerigenos,

disminucion del riesgo de enfermedades cardiacas, entre otros efectos.®

Varios analisis ejecutados indican que Ambrosia artemisiifolia (Altamisa) goza de
actividad antioxidante y se confirmo por el sistema espectrofotométrico que tiene un
efecto protector sobre la aterosclerosis, Parkinson, encefalopatias mialgia, sensibilidad
quimica multiple y mal de Alzheimer y puede ser esencial en el envejecimiento, la manera
mas idonea de aplicacidn seria via oral. EI rendimiento de los analisis demostré mayor
proporcion de compuestos fendlicos, flavonoides y taninos, estos estan fuertemente

vinculadas con sus propiedades farmacoldgicas y medicinales de la Altamisa (Ambrosia



artemisiifolia), llegando a la conclusién que la especie estudiada posee regular potencial

antioxidante.’

En base a lo antes descrito se plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢Tendra
actividad antioxidante y cuantificacion de polifenoles del extracto de las hojas de

Ambrosia peruviana All (Altamisa)?

El trabajo de investigacion se desarrollard segun la metodologia de la cantidad de
polifenoles totales por el método de Folin_Ciocalteu y capacidad antioxidante por DPPH
de las hojas de Ambrosia peruviana all(Altamisa) para lograr dichos resultados se

preparard un extracto hidroalcoholico.

1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

a8 OBJETIVO GENERAL

Determinar el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante del
extracto metanolico y acuoso de las hojas de Ambrosia peruviana All (Altamisa).

b) OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico
y acuoso de las hojas de Ambrosia peruviana all (altamisa), expresado

en mg de catequina eq./ g en muestra seca.

» Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico y
acuoso de las hojas de Ambrosia peruviana all (altamisa), expresado

en mM de trolox eq. / g en muestra seca.



1.2. JUSTIFICACION

Decidi realizar este proyecto de investigacion para dar a conocer, la cantidad de
polifenoles y nuevos beneficios de la actividad antioxidante de sus metabolitos
secundarios de la hoja de Ambrosia peruviana all(Altamisa), entre los beneficios de la
planta en estudio esta el de aportar a la medicina alternativa con nuevas investigaciones,

para su posterior uso terapéutico antioxidante en mi sociedad.

1. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Galvez J, en el 2018 en Peru, determino el contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante de Ficus Carica(Higo) mediante el método de Folin Ciocalteu. En una Fiola
de 10 mL se agregd 2.5 mL de agua tipo |1, después se afiadi6 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 demaés fiolas se adiciono 100 pL de extracto metanolico al 80%, luego 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 Il y nuevamente llevar a oscuridad
por 90 min, finalmente llevamos al espectrofotometro a una longitud de onda de 700

nanometros 8.



Determinacion de la capacidad antioxidante segtin el método de DPPH En una cubeta
se adiciono 1450 pL de DPPH a 0.06 mM se llevé a leer al espectrofotometro a una
longitud de onda 515 nm para obtener la absorbancia a tiempo cero (DPPH t0), luego se
ello se agregd 50 pL del extracto de hojas de Ficus Carica y se coloco a oscuridad por un
tiempo de 15 min para obtener la reaccion, finalmente se obtuvo la absorbancia a tiempo
15 (DPPH t15) realizdndose el analisis por triplicado, para cada una de las muestras. Se
utilizo estandares de Trolox a concentraciones de 0.05; 0.1; 0.2; 0.4; 0.8 mM, para obtener

la curva de calibracion &,
Para determinar el % de inhibicion se utilizo la siguiente formula.

% Inhibicion = DPPH t0 — DPPH t15 x 1000

DPPHtO

Echevarria ,en el 2016 en Ecuador et al. Realizaron estudios acerca del poder antioxidante
de los extractos y se calculd mediante la suficiencia retenedora del radical DPPHe (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) usando una capacidad de 990 uL de una disolucion metandlica de
DPPH se combiné con 10 uL de las disoluciones hidroetandlicas (50:50) de cada extracto
a diferentes densidades; las soluciones se apartaron para relajamiento y se llevo a
oscuridad por 30 minutos, se interpretd la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro.
Los rendimientos fueron transformados a proporcién de inhibicion y declarados como
suficiencia antioxidante en umol de equivalentes Trolox (&cido 6- hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxilico); TE) /equivalente (AAE) a &cido Ascorbico. las especies
con mejor porcentaje fueron: 97,9% moringa y diente de leén 71.2% a 100 pg/ml,

demostraron mayor poder antioxidante por el método de DPPH?.



Criollo, en el 2015 en ecuador, en su trabajo de investigacion determino cuantitativamente
los Polifenoles en el extracto de las hojas de Altamisa (Ambrosia artemisiifolia), para la
solucion patron, se pesé 50 mg de acido tanico y se aforo en 100 ml de agua destilada. Se
preparo soluciones guias de &cido tanico con densidades de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mg/L usando
una disolucién guia de acido tanico de 50mg/L y aforando, se pes6 25mg de acido tanico
y se completo en matraz de 100ml con agua destilada y se cogié 20ml y se completo en
un balén volumétrico de 100ml. Luego se agreg6 1ml de disolucion de Na2CO3 al 20%,
se revolvio, enraso con H20 destilada y homogenizo. se interpreto6 la absorbancia de las
disoluciones en el espectrofotometro a 700nm 1. El volumen de fenoles del extracto
acuoso de ambrosia artemisiifolia se evalu6 a través de la férmula que se consiguid en la
curva de graduacién, este coste fluctta entre 10,163 ug/g, el volumen para taninos fluctda
entre 7,113 ug/g la que la vuelve elegible a esta especie para la separacion de principios

activos, como: fenoles y taninos encargados de la accion antioxidante’.

Evaluacion de la accion del radical libre 1,1- difenil-2-pieril hidracilo (DPPH), Se pes6
100mg de sustancia vegetal (Altamisa) y se afiadié 25 ml de disolucion hidro etanélica
(50:50), se dej6 descansar por 24 horas, luego se tamizo y con el tamizado se ensayo. El
blanco se prepar6 agregando en una canula de prueba metanol agua 2:1. Se cogi6 0,5ml
de patron y se agreg6 1,5 ml de metanol. Guia de referencia: Se dispuso 1,5ml de DPPH
y 0.5ml de agua destilada. Para la ejecucion de la curva de graduacion se emple6 al &cido
ascorbico como guia, se ejecutd concentraciones de 100 pg/ml, 200 pg/ml, 1000 pg/mly
4000 pg/ml. Se tomé de cada concentracion 0,5 ml y se agreg6 1,5ml de DPPH, se dejo
en descanso durante 5 minutos y se interpreta en el espectrofotometro a 517nm. Un
volumen de 1,5 ml de una solucion metandlica de DPPH se mezcl6o con 0,5ml de las

soluciones hidroetanolica (50:50) en varias concentraciones; las mezclas se dejaron en



reposo y en ausencia de luz durante 30 minutos. pasado esta etapa se interpretd la
absorbancia a 517nm en el espectrofotdmetro. Los rendimientos fueron vinculados con
relacion del acido ascorbico. El potencial antioxidante del extracto de Ambrosia
artemisiifolia de cara al radical DPPH medida en IC50 es de 40.71 pg/mL, el cual sefiala

una mesurada capacidad antioxidante.”*

2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Ambrosia peruviana willd(Altamisa)

Se conocen 204 géneros y 784 géneros oriundos del grupo Asterdcea, division
Magnoliophyta, la Ambrosia peruviana_willd es un arbusto de 1-2 mt, de largo, las
hojuelas son ovales con el apice afilado pedinculo corto y con poco pelo en los dos lados,
la flor es hermafrodita ,se halla entre México y américa del sur se desarrollan en lugares
de baja temperatura, regiones andinas-cordillera y costera, llamada popularmente
altamisa ,artemisa, altamiz, alcanfor(Cuba), Maki(Bolivia) y en el llano Venezolano,
tiene efectos antiepilépticos, antinflamatorios por accion de su fitoconstituyente

cumain(inhibe el 6xido nitrico), antioxidante(flavonoides y glicosidos), infecciones.>!



2.2.2. Principios activos

En hojas se encontraron, el gamma-curcumeno , ar-curcumeno, acetato de bornilo
camfor y epdxido de oximeno, aceites esenciales, ademéas se hallaron por marcha
fotoquimica alcaloides, glucosados cardiotonicos, quinonas, flavonoides, carbohidratos,

saponinas y taninos.>?

2.2.3. Taxonomia

Reino: Plantae.

Divisién: Magnoliophyta.

Familia: Asteraceae.

Genero: Ambrosia.

Nombre cientifico: Ambrosia peruviana all.

Nombre comun: Altamisa, altamisa, artemisa, alcanfor (Cuba), Maki (Bolivia).>3

2.2.4. Habitat

Se encuentra en Arequipa, la parte norte y sierra del Perd, crece como maleza en los
cauces de rios y canales de regadio, la especie se hall6 en la zona de Vinzos, cuya altitud
es de 157 ms nm, Latitud Sur :8° 48'9" S (-8.80250628000), Latitud Oeste :78°33'11.1"
W (-78.55308077000), perteneciente al distrito de Chimbote, provincia de Santa, region

Ancash.



2.2.5. Uso tradicional

La altamisa es usada para el malestar corporal, estados febriles, jaqueca , hipotension,

ulceras, macula en la piel, varices, cicatrices, desordenes menstruales.>*

2.2.6. Propiedades

La altamisa es utilizada como hipotensor, anticonvulsivo, purificador de la sangre,

diaforético y desordenes menstruales.>®

2.2.7. Farmacologia

También tiene accion antioxidantes por los flavonoides y glicosidos y que se utilizan en
el tratamiento de infecciones de Schistosoma mansoni y antiepiléptico, tiene efectos
antiepilépticos, antinflamatorios por accion de su fitoconstituyente cumain (inhibe el

6xido nitrico), infecciones.>®

2.2.8. Antioxidante

Un antioxidante es un elemento que manifiesta concentraciones muy pequefias
equiparables con la de un sustrato oxidable que reduce o elude la oxidacion ,
bioquimicamente puede definirse como aportador de electrones, capaz de eludir una
reaccién en serie de redox, han sido catalogados segun su configuracién quimica y
participacion bioldgica: antioxidantes enzimaticos: cuya especificidad es bloguear por

distintos artilugios la retraccion univalente del oxigeno mediadas por estructuras



enzimaticas, inactivar a las especies reactivas oxidantes (ERO), por medio de la super
oxido dismutasa (SOD), la Catalasa(CAT) y glutation peroxidasa (GSH — Px). No
enzimaticos: como el glutation en estado disminuido(GSH), minerales como Se, Zn,
rivoflanina, &cido ascérbico y el a- tocoferol (vitamina E), se comportan como cofactores

de enzimas que retrasan o bloquea la oxidacion.°

2.2.9. Dafno oxidante

El trastorno que puede provocar el estrés oxidante, se puede manifestar por dos medios,
el primero es oxidando inmediatamente a las moléculas bioldgicas y en segundo lugar es
dafiando de forma indirecta en la inestabilidad homeostético, donde se producen

sucesiones no oxidantes.1%%

2.2.10. Radicales libres

Son en conjunto aquellas variedades quimicas saturados o no, que, en su configuracion
quimica, muestran un electron solitario en un orbital exterior, que les otorga una
estructuracdésmica creadora de gran inestabilidad, poseen una corta vida por lo que
intervienen proximo al lugar donde se forman y son complicados de determiar.se generan
por distintos mecanismos como la cadena transportadora de electrones a altura
microsomal, y en cloroplastos. El oxigeno y sus radicales libres poseen una ocupacion
2
funcional en el individuo, interviene en la fagocitosis, ayudan en la elaboracion de

colageno, yproduccién de prostaglandinas, estimulan enzimas de la membrana celular y

ayuda en la quimiotaxis, los importantes tipos reactivos del oxigeno son: Radical



hidroxilo(OH)+, Peréxido de Hidrogeno(H202), Anidn Su peroxido(O™ ).**

3.2.11. Especie Reactiva Oxidante (ERO)

El oxigeno es un particula elementalmente oxidante, las células que lo emplean en su
asimilacion y es el primer causante de generar tipos reactivos oxigenados(ERO), todos
los

tipos oxidantes tienen raiz enddgena, la presencia de agentes exdgenos: la radiacion solar,
sustancias toxicas producidas por mohos, pesticidas, farmacos y carcinégenos quimicos,
podrian aumentar su nivel, las celulas transforman una gran parte del oxigeno con
produccion de agua sin creacion de mediadores toxicos y un reducida proporcién crean
tres mediadores de elevada toxicidad, dos son textualmente sustancias libres( 02-) y (
OH)+ , en ocasiones donde se produzca gran accion metabdlica(fase de aumento,
crecimiento activos o curso inflamatorio) pasa por un gran requerimiento tisular de O2 y

una parte se transforma produciéndose un elevado niimero de componentes oxidantes.?

3.2.12. Peroxidacion Lipidica

Las células poseen a su alrededor un tegumento o epitelio, que lo aisla del medio
extracelular, este epitelio celular esta constituido de proteinas que juegan funciones
esenciales en la interaccion de célula a célula, hormonas e intermediarios normalizadores
de los fluidos extracelular. La configuracion elemental de todo epitelio bioldgico es la
bicapa lipidica, la que se desempefia como un muro de permeabilidad selectiva, de gran

contenido en acidos grasos poliinsaturados(PUFAS), lo que lo vuelve vulnerable a la



agresion de radicales libres que provocan la peroxidacion lipidica, basicamente
estimulada por un radical OH+, que quita un H a la serie lateral de un &cido graso
generando una sustancia carbonada, produciendo una serie de reacciones oxidativas. Los
antioxidantes suelen producir complejos inalterables evitando la actividad catabolica de

los radicales libres en el epitelio celular.!??

1. HIPOTESIS

Hipotesis implicita

IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion

Este trabajo de investigacion corresponderd a un estudio de tipo no experimental.

De nivel descriptivo y de investigacion basica y transversal (tiempo).

4.1.1 Obtencidén de los extractos

4.1.2. Preparacion del extracto metandélico (CH3OH 80%) por extraccion

exhaustiva

Para obtener el extracto se pes6 0,239 de hojas pulverizadas y secas, esta se agregd a un
tubo de ensayo(envuelta con papel aluminio) y se agrega 15ml de MeOH al 80%, + 0,1%
de Ac. Férmico, el cual es el solvente necesario para lograr un buen resultado, se procede

a llenar a un tubo de ensayo con tapa rosca o también llamado tubo Falcén. luego se



deposita sobre un vaso de precipitacion y se lleva a un agitador magnético durante 30
minutos, posterior a ello se centrifuga a 6000 rpm durante 5 minutos, este proceso se
repite 3 veces por cada muestra por separado, en cada repeticion se separa el sobrenadante
y esta se coloca en una fiola 50ml(envuelto en papel aluminio) , luego se lleva a volumen
con MeOH 80% vy se almacena en el congelador hasta el momento del analisis

respectivo.

4.1.3. Preparacion del extracto por infusion

Se pesa 1,3g de la muestra pulverizada, se usa luna de reloj en balanza analitica, luego se
adiciona en un vaso de precipitacion, 200 ml de agua destilada previamente medida en
probeta, luego se lleva a calor(cocina) a 200°C, se espera que hierva(10 min), y se agrega
1,3g polvo seco pulverizado y tamizado, luego se retira de la cocina y se tapa con papel
de aluminio y se espera hasta su total enfriamiento, luego se filtra sobre un embudo
conteniendo papel filtro depositandose el filtrado en una fiola de 200ml, se refrigera hasta

su posterior uso.*

4.1.4. Preparacion del extracto por decoccién

Se pesa 1,01g de la muestra seca pulverizada y tamizada sobre luna de reloj en balanza
analitica, luego se vacio en un vaso de precipitacion y al mismo tiempo se agregd 200 ml
de agua destilada previa medida en probeta, se lleva a cocina a 200 °C hasta ebullicion,
se controla 10 minutos en adelante(ebullicidn), y la par se baja la T° a 100°C vy se tapa
con papel aluminio, luego del tiempo transcurrido se retira de la cocina su total

enfriamiento y se filtra usando un embudo conteniendo un papel de filtro, depositandose



el filtrado en una fiola 200ml y se refrigera hasta su posterior uso.**

4.1.5. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de 2,2-

Difenil-1- picrylhydrazyl (DPPH):

Se prepar6 100 ml del reactivo con metanol, para ello se utilizé 2,3mg de polvo de DPPH
y se afor6 con metanol en la fiola de 100ml, para tenerlo a una concentracion de 0.06 mM.
En una cubeta se adicion6 1450uL. de DPPH a una concentracion de 0.06 mM, luego se
llevd a leer al espectrofotometro a una longitud de onda de 515nm para obtener la
absorbancia a tiempo cero (DPPH t0), a continuacion, a ello se le agregd 50uL del extracto
de hojas respectivamente y se dejo por 15 minutos en oscuridad para que reaccione,
finalmente se obtuvo la absorbancia a tiempo 15 (DPPH t15). El andlisis se realizé por
triplicado para cada una de las muestras.

Como estandar se utilizo el Trolox a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5,5, 7.5y

10 mM, para obtener la curva de calibracién, con la finalidad de relacionar la
concentracion de trolox , que es directamente proporcional a su capacidad de
neutralizar al radical DPPH.

Para determinar el % de inhibicion se utilizo la siguiente formula:'%*

% Inhibicion = DPPH t0 — DPPH t15 X 100

DPPH t0
Leyenda: Absorbancia a tiempo 0 — absorbancia tiempo 15/ absorbancia

tiempo 0 x 100.



4.1.6. Determinacion de polifenoles totales por el método de Folin — Ciocalteu

En una fiola de 10ml se adiciono 2,5ml de agua destilada, luego se agregd el estandar de
catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5y 10 ppm(mg/L), para obtener la curva
de calibracion, a las demaés fiolas se le adiciono 50 ul de extracto metandlico al 80%, 50
pl de muestra de infusion, y 50 pl de muestra de decoccidn respectivamente a cada fiola.
posteriormente se agregd 500 pl de Folin Ciocalteu y se dejo reposar por 5 minutos en la
oscuridad, pasado ese lapso de tiempo se adiciona 2ml de Na2CO3 al 10%, luego se afora
con agua destilada y se vuelve a dejar en oscuridad por 90 minutos, el estudio se desarrolld
por triplicado para cada una de las muestras, finalmente se realiz6 la lectura en el
espectrofotometro de marca UNICO 2800UV/VIS a una longitud de onda de 700

nandmetros.!®



4.1.7. Equipos y materiales de laboratorio

YV V.V VV V V V V V V VYV VYV VYV VY

Equipo de reflujo

Rota vapor

Cocina eléctrica

Vasos de precipitacion

Embudo de decantacion
Embudos y probetas

Pipetas graduadas y tubos de ensayo
Varillas de agitacion

Balones y capsulas de porcelana.
Matraces y gradillas

Papel filtro, espatula

Frascos de vidrio color &mbar
Centrifuga

Cubetas de cuarzo
Agitador magnético
Espectrofotometro

Reactivos

Metanol 80%

Reactivo de DPPH
Reactivo de Folin Ciocalteu
Na.CO3

Agua destilada



4.2. Poblacion y muestra

La especie vegetal fue recolectada en la zona llamada, hacienda de Vinzos, Vinzos(entre
la carretera de Santa y Vinzos), Provincia de Santa, Region de Ancash, en buen estado
de desarrollo vegetativo durante el mes de enero, El estudio se realizé de las hojas del
vegetal que fueron seleccionadas, lavadas, aireadas a temperatura medio ambiente y en
sombra y luego llevadas a la estufa para su secado a una temperatura de 40 °C , durante
27 horas, luego fueron pulverizadas en un molino de cuchillas , tamizada y luego
almacenadas en frascos de vidrio color &mbar hasta su posterior uso.

Muestra vegetal obtenida: 450 g de hojas de ambrosia peruviana all(Altamisa)

pulverizadas.



4.3. Definicidén y Operacionalizacion de variables e indicadores

Variables Definicion Definicion Indicador
conceptual operacional
Actividad Sustancia que al Capacidad de mM trolox eq./g

antioxidante
del extracto
metanolico y
acuoso de las
hojas de
ambrosia
peruviana
All(Altamisa)

encontrarse con un
sustrato oxidable,
esta retarda la
oxidacién de la

misma.

secuestro y/o
inhibicion de
radicales libres.
(DPPH) mediante
espectrofotometria

muestra seca

Cuantificacion
de Polifenoles
totales del
extracto
metandlico y
acuoso de las
hojas de
ambrosia
peruviana
All(Altamisa)

Son un grupo de
sustancias
heterogéneos que
compartan uno o
mas grupos fenol
por molécula, una
caracteristica
comun en su
estructura

molecular

Identificacién de
polifenoles totales
con el método

Folin-ciocalteu

mediante

espectrofotometria

mg catequina

eg./g muestra seca




4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Se evalu6 tomando como dato el valor de absorbancia medida en el espectrofotometro y

observacion directa. Los datos obtenidos fueron registrados en fichas de recoleccién de

datos.

4.5. Plan de andlisis

Los resultados se presentaron con datos de medida de tendencia central: promedio,

desviacion estandar, en Microsoft Excel. Regresion lineal para la calibracion del patron.



44. Matriz de consistencia

TITULO DE FORMULACION OBJETIV OS HIPOTESIS | VARIABLES DISENO DE METODOLOGIA
LA INVESTIGAC | DEL PROBLEMA INVESTIGACION
ION
¢Tendra el | Objetivo general: Determinar el | Implicita No Experimental | Disefio de Investigacion:
Contenido ae extracto contenido de polifenoles totales y la ) Nivel: D L q
polifenoles totales metanolico y capacidad antioxidante de las hojas Contenido de Descrioti . e.termlnacmn ©
y capacidad oo do s | € Ambrosia seruviana polifenoles  totales -escrlp Vo po/llfenoles totales por-el
Z)r:'ilrz:tl:ante del noiac N All(Altamisa) en Ias- hojas- de Tlp.o. m.etodo de Folin-
_ Objetivos especificos: Ambrosia peruviang Basico Ciocalteu.
metantlico y Ambr_OSIa -Determinar el contenido  de all(Altamisa) Transversal
acuoso  de las | peruviana polifenoles totales del extracto
hojas de Ambrosia | all(Altamisa), el metanolico y acuoso de las hojas de
peruviéna all| contenido  de |Amprosia peruviana all (altamisa),
(Altamisa) polifenoles expresado en mg de catequina eq./ g
totales Y len muestra seca.
capacidad Capacidad
antioxidante? -Determinar la capacidad antioxidante de las Determinacién  de  la

antioxidante del extracto metandlico
y acuoso de las hojas de Ambrosia
peruviana all (altamisa), expresado en

mM de trolox eq. / g en muestra seca.

hojas de Ambrosia
peruviana
all(Altamisa)

capacidad

antioxidante

por el método de DPPH.




45. Principios éticos

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, se promoverd la recuperacion del
conocimiento tradicional sobre el uso de plantas medicinales, 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. En el caso del manejo de animales
de experimentacion se realizara con respeto de su bienestar de acuerdo a los propositos de
la investigacion, promoviendo su adecuada utilizacion y evitdndoles sufrimiento

innecesario.



V.-RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1: Promedio y desviacion estandar del contenido de polifenoles totales en el
extracto metandlico infusion y decocto de las hojas de Ambrosia peruviana all (Altamisa).

expresados a una concentracion en mg de catequina eq. / 1g de muestra seca.

Muestra Partes de la Tipo de extracto Polifenoles totales (mg de
planta catequina eq./g de
muestra seca)
Hojas Exhaustiva 13.20£0.28
(Metanolico al
80%)
Ambrosia Hojas Infusion 20.76 + 0.26
peruviana
Hojas Decoccion 25.04 + 0.60

Fuente: Datos propios de la investigacién.



Tabla 2: Promedio y desviacion estandar de la capacidad antioxidante en el extracto

metanolico, infusién y decocto de las hojas de Ambrosia peruviana All(Altamisa)

expresado a una concentracion equivalente mM de trolox / 1g como estandar de la

actividad antioxidante de muestra seca.

Muestra Partes de la Tipo de extracto
planta
Hojas Exhaustiva
(Metanolico al 80%)
Ambrosia Hojas Infusién
peruviana
Hojas Decoccion

Fuente: Datos propios de la investigacién.

DPPH (mM trolox
Eq./ 1g muestra
seca)

57.18 £ 0.55

89.03 + 237

89.92 +4.99



5.2. Analisis de resultados.

En la tabla 1. Muestra el contenido de polifenoles totales de la extraccion metandlica
exahaustiva, infusion y decocto fue de 13.20 + 0.28, 20.76 + 0.26 y 25.04 + 0.60

expresado en mg de catequina eq./g de muestra seca respectivamente

El género Ambrosia peruviana all (altamisa) no cuenta con muchos estudios reportados
de contenidos de polifenoles totales, pero una investigacion ejecutada por Géalvez J en
2018, sobre la especie Ficus Carica (higo), crece en toda la zona de Ancash , cuantifico
polifenoles en extracto metandlico 80% de hojas seca, el contenido de polifenoles fue de
58,54 + 6.18 mg de catequina equivalente/g de hoja seca, siendo este valor superior a los

obtenidos en los extractos de nuestra planta.’>!

En la tabla 2 presenta los siguientes valores en relacion a la capacidad antioxidante de
la extraccidbn metandlica exahustiva , infusion y decocto, es equivalente a una
concentracion de 57.18 + 0.55, 89.03 + 2.37 y 89.92 + 4.99, expresado en mM Trolox

eq/1 g muestra seca respectivamente.

La especie Ambrosia peruviana all(Altamisa),es muy conocida popularmente pero muy
pobre en investigaciones reportadas. Un estudio realizado por Galvez J en 2018, sobre la
especie Ficus carica(higo), crece en toda la zona de Ancash y muestra que el extracto
metanolico 80% obtuvo el mayor valor, 156.80 + 27.19 expresado en mM Trolox Eq./
1g muestra seca, siendo este un valor superior a 57,18 +-0,555 de nuestra planta

evaluada.15?2



Vera en el afio 2008, realizd un screening fitoquimico de una planta de la flora del
Ecuador: Ambrosia arborescens y, sometida a RP-HPLC, empleando como solvente una

mezcla de MeOH: H20 (1:1), dio lugar al asilamiento del siguiente constituyente:

3',4',5,7-tetrahydroxy-3,6,8-trimethoxy flavone ¢*.

Maksimovi¢ en el afio 2008, evalud la actividad antioxidante en extractos acuosos de
acetona al 70% de la especie de Ambrosia (artemisiifolia L., Asteraceae) con relacion al
contenido total de polifenoles y flavonoides. El estudio cualitativo por TLC evidencid
que los flavonoides y los acidos fendlicos podrian atribuirse como los constituyentes
principales del extracto. Después de la separacion cromatografica y derivacion quimica
de cromatogramas obtenidos con NP / PEG reactivo, los flavonoides se localizaron en la
mitad superior como regiones de tono amarillo anaranjado con fluorescencia anaranjada
distinta en UV 366, mientras que los acidos fendlicos presentarén fluorescencia azul
brillante bajo las identicas condiciones , los aglicones flavonoides (en la parte delantera)
y los glucésidos parecidos fueron observados e identificados tentativamente como

quercetina y luteolina derivados® .



VI. CONCLUSIONES

1.-Se concluye que la cantidad de polifenoles totales de los tres extractos de las hojas de
Ambrosia peruviana All (Altamisa) arrojo buen porcentaje , siendo el extracto acuoso por
decoccién con 25.04 + 0.60, mg de Catequina Eq /g muestra seca con mayor cantidad

de polifenoles.

2.- Con respecto a la capacidad antioxidante utilizando el método de secuestro de
radicales libres DPPH de los tres extractos de hojas de Ambrosia peruviana all(Altamisa)
presentaron buen porcentaje, siendo el extracto acuoso por decoccion expresado en una
concentracion equivalente a 89.92 + 4.99 mM de Trolox Eq /g de muestra seca con una

ligera mayor concentracion.
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ANEXOS
ANEXO 01

Grafico 1: Curva de calibracion de polifenoles totales utilizando catequinas como

estandar.
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Fuente: datos convenientes de la investigacion.



ANEXO 2

Grafico 2: curva de calibracion (6 estandar) del trolox mM, como estandar de la
actividad antioxidante.
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» Familia: Asteraceae
Nombre Cientifico: Ambrosia peruviana All.
: Det. Por: Herbario HUT

N. Vulgar: “Altamisa”
Habito: Sufrutice de hasta 1 metro de alto capitulo verdo amarillento

Procedencia: Hacienda de Vinzos, Vinzos (entre la carretera de Santz

Prov.: Santa Region/Dpto.: Ancash

Hibitat: Margenes de rios, canales de agua

Altitud: 157 m.s.n.m. 8°48°9”S(-8.80250628000) :
78°33°11.170(-78.55308077000)

Colector(es): José Noel Fernandez Delgado
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Familia: Asteraceae

Nombre Cientifico: Ambrosia peruviana
N. Vulgar: “Altamisa”

Hibito: Sufrutice de hasta 1 metro de alm
Procedencia: Hacienda de Vinzos, V'm
Prov.: Santa

Habitat: Margenes de rios, canales de
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80250628000)
7823311 170(-78.55308077000)
Colector(es): José Noel Fernandez Delgado Ne:

Institucion: Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote "
Nombre de Tesis o Proyecto de Investigacién: Toxicidad Aguda Oral
Hidroalcoholico de las Hojas de Ambrosia peruviana All. (Altamisa)



Ambrosia peruviana all(Altamisa) Recoleccion de la muestra



Muestra recolectada

Muestra en molino de cuchillas

Secado de muestra en estufa a 40°C
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Muestra pulverizada en bolsa sellada










