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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles totales del extracto metanolico de las hojas de
guandbana Annona muricata (L). Dicha investigacion es de tipo descriptivo y con nivel
de enfoque cuantitativo. Se desarrollo la técnica del Folin Ciocalteu para la
cuantificacion de polifenoles considerando como patron catequina y a través del método
DPPH para la capacidad antioxidante considerando como patron Trolox. Los resultados
encontrados fueron en lo que respecta a la presencia de compuestos fendlicos, las hojas
de Annona muricata (L). contiene 58.74 + 6.18 mg de catequina eq./g de muestra seca.
En lo que corresponde a la evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método
DPPH, los resultados demuestran que las hojas de Annona muricata (L). presentan una
actividad de 156.80 + 27.19 mmol con respecto al trolox eq./g de muestra seca, resultados
expresados en mM de equivalentes de Trolox realizado mediante los siguientes pasos, primero
se prepard la solucion del compuesto estandar del antioxidante (Trolox) y luego se hicieron las
lecturas en el espectro en un lapso de tiempo Yy se calculan las diferencias de absorbancia inicial
y final estos resultados permiten concluir que los de polifenoles totales son componentes que
aportan un porcentaje importante de la capacidad antioxidante de la Annona muricate (L)
“guanabana” Es asi que concluimos afirmando que el extracto metandlico de las hojas de
Annona muricata (L). tiene contenido de polifenoles y capacidad antioxidante para

inhibir los efectos de radicales libres.

Palabras clave: Annona muricata (L). Capacidad antioxidante, DPPH, Polifenoles

totales.

vii



ABSTRACT

The objective of this research work was to determine the antioxidant capacity and total
polyphenol content of the methanolic extract of the guanabana leaves Annona muricata (L).
This research is descriptive and with a quantitative approach level. The Folio Ciocalteu
technique was developed for the guantification of polyphenols considering as a catechin
standard and through the DPPH method for the antioxidant capacity considering Trolox as
a standard. The results found were in regard to the presence of phenolic compounds, the
leaves of Annona muricata (L). contain 58.74 + 6.18 mg of catechin eq./g of dry
sample. Regarding the evaluation of the antioxidant activity using the DPPH method, the
results show that Annona muricata (L). leaves have an activity of 156.80 +

27.19 mmol with respect to the trolox eq./g of dry sample, results expressed in mM of
Trolox equivalents performed by the following steps, the solution of the standard
antioxidant compound (Trolox) was first prepared and then the readings in the spectrum
were made over a period of time and the initial and final absorbance differences were
calculated these results allow us to conclude that those of total polyphenols are components
that contribute a significant percentage of the antioxidant capacity of Annona muricate
(L) “guanabana”. Thus, we conclude by stating that the methanolic extract of the Annona
muricata (L). leaves has polyphenol content and antioxidant capacity to inhibit the effects

of free radicals.

Keywords: Annona muricata (L). Antioxidant capacity, DPPH, Total polyphenols.
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. INTRODUCCION

El presente proyecto de investigacion proviene del proyecto linea de la
escuela de farmacia y bioquimica denominada estudio de las plantas medicinales de

interés terapéutico.

Los usos de las plantas en diferentes areas de nuestra cultura han determinado
y conformado hoy en dia conocimientos ancestrales. Actualmente, las poblacionales
en que las plantas medicinales eran la Unica herramienta terapéutica, la sabiduria
habitual puede o no convenir, pero apenas se presentaba posibles interacciones
indeseables. A pesar de eso, en los estados industrializados, la fitoterapia es una opcion
mas, frecuentemente utilizada en auto cuidado sin la inspeccion de profesionales de la
salud, también para complementar a tratamientos farmacolédgicos de sintesis,
provocando a que se produzcan problemas relacionados a la medicacion, ya que las
plantas que usamos como medicina no esta libre de producir

interacciones.!

El cuerpo humano mediante el metabdlico crea grupos reactivos de oxigeno,
ROS, las cuales al excederse pueden originar dafios a macromoléculas organicas
como al ADN, lipidos, carbohidratos y proteinas. Estos dafios se han asociado al

avance de padecimientos como el cancer, padecimientos cardiovasculares, visuales y

desordenes inmune y neurodegenerativos.” Los antioxidantes presentes en frutas y
verduras preservan la salud del cuerpo controlando los efectos de ROS, mediante el
ataque de los radicales libres. Estos agregados antioxidantes alcanzan retrasar la
oxidacion de dos signos: absorbiendo radicales libres (fundamentales) o por

componentes que no estén acoplados a la semejanza de radicales libres



(secundarios).® Entre los incorporados que actlan como antioxidantes estan los
carotenoides, antocianinas; componentes V y C; flavonoides. Muchos de estos
antioxidantes poseen lipofilia como caracteistica principal, especialmente en la
oxidacion de lipidos. A través de efectos elevados y de sinergia entre los compuestos

con capacidad antioxidante que se encuentran presentes en diversas frutas y verduras

pueden facilitar mejor el cuidado frente a ROS que un solo mezclado.?

La guanabana Annona muricata (L.) es una planta favorable que forma de una
eleccion normal de prevenir el carcinoma estomacal y gastrointestinal en varios

estados del mundo. La investigacion se halla sobre sus propiedades benéficas hacia

diversos padecimientos.?

Los antioxidantes marcan perjuicio a las particulas organicas de los RL; un
consumo apropiado de menestras, café, fruto, verduras y hierbas medicinales
atestiguaria las exigencias necesarias para impedir el EO. Una dieta en base a las
calorias diarias deberia establecer de presentacion particular como las insuficiencias
convenientes de cada sujeto. En la alimentacion; un fruto peruano con muchas
propiedades en especial la capacidad antioxidante es de la guandbana que se obtiene

en diversos paises, incrementando en los Gltimos afios su produccion.®

Se plantea el siguiente problema: ;tendra capacidad antioxidante y contenido
de polifenoles totales del extracto metandlico de las hojas de Annona muricata (L.)
guandbana procedente de Chimbote? Teniendo como objetivo: caracterizar los
parametros farmacognosticos de las hojas de Annona muricata (L.) guanabana. Y
relacionar la concentracion de polifenoles totales con la actividad antioxidante de las

hojas de Annona muricata (L) guandbana El area geogréfica en que se realizé el



estudio serd en el laboratorio de farmacoquimica y bioguimica de la Facultad de

Ciencias de la Salud de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote.

Se demostro la capacidad antioxidante segin el método DPPH y se determind
el contenido de polifenoles totales mediante el método de Folin - Ciocalteu usando
catequina a concentraciones de 0.5; 1; 2.5; 5y 10ppm (mg / L) para obtener la curva
de calibracion como estandar de referencia. Los resultados seran presentados en
tablas y gréficos y valorados mediante un andlisis de varianza de una via ANOVA

(Analysis Of Variance) un factor comparaciones Mdltiples.

1.1.0bjetivos de la investigacion.
1.1.1. Objetivo general
— Determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales de

las hojas de guanabana (Annona muricata L)

1.1.2. Objetivos especificos

— Determinar el contenido de polifenoles totales de las hojas de guanabana
Annona muricata (L) expresados en mg de quercetina eqg/g muestra seca

— Determinar la capacidad antioxidante de las hojas de guandbana Annona

muricata (L) expresado en mM de trolox eq/g muestra seca

1. REVISION DE LA LITERATURA
2.1.Antecedentes
En el estudio realizado por Vit P. et al, en el afio 2014, sobre la composicion
quimica y la actividad antioxidante dela pulpa, hojas y semillas de guanabana,

Annona muricata (L.) tuvo como objetivo comparar la estructura aproximada y la

4



capacidad antioxidante de las hojas frescas y secas, semillas y guanabana pulpa. La
capacidad antioxidante de las secciones experimentadas tenia menos concentracion
en extractos metandlicos que en etanol, similar al contenido de polifenoles y
flavonoides. Los valores mas altos de capacidad antioxidante en extractos
etanolicos fueron 306.0; 280,2 y 131,2 umol equivalentes de Trolox/ 100 g en la
pulpa, hojas secas y semillas, correspondientemente. Las Hoja seca 375,3 2,3 mg
acido galico Eg/100g muestra y 160,8 +3,3 mmoles equivalentes de Trolox /100g

de muestra de guanabana en el extracto metanolico

Vergara A. En 2018, realizo un estudio para obtener extractos de hojas de
Annona muricata (L.) “guandbana” inducida por su capacidad de inhibidor de la
corrosiéon. Su objetivo era obtener extractos acuosos y etandlicos de las hojas de
Annona muricata (L). Como resultado, obtuvieron que el extracto etandlico mostrd
mas capacidad en fenoles totales (582.99 y 523.34 ug EAG / mL EE), flavonoides
(1.14 y 0.76 mg quercetina / ml de extracto) y alcaloides (3.76 y 1.52% de
lupanina). Sin embargo, se obtuvo una baja capacidad antioxidante (91,45 y

94,93% de DPPH).

De acuerdo con Hasmila et al. En su estudio de Andlisis Fitoquimico y
actividad antioxidante del extracto de hoja de guanabana (Annona”muricata”Linn.).
2019. Esta investigacion tuvo como objetivo identificar compuestos fitoquimicos y
la accién antioxidante de la hoja de guanabana. Esta investigacion se llevo a cabo
en unos pocos pasos, que son la extraccion, la evaporacion, las pruebas
fitoquimicas y la medicion de la actividad antioxidante. El resultado mostré que el
extracto de etanol en la hoja de guandbana estaba contenido en esteroides, alcaloides,

flavonoides, fendlicos y saponinas. El extracto de etanol de la hoja de



guandbana tiene actividad antioxidante al eliminar el radical DPPH con IC50 de

141,127 g/ ml.°

Segin Diaz, en su investigacion publicada realiz6 una evaluacion
comparativa de la actividad de tres temperaturas de desecacion diferentes en la
“concentracion de antioxidantes” y el “contenido de polifenoles totales” en las
hojas de guandbana (Annona”muricata), como tratamiento de estudio que tomaron:
T1: secado a 45° C, T2: secado a 50° C, T3: secado a 55° C. Como resultado,
obtuvo que T1secado a 45 ° fue el mejor resultado ya que tenia una mayor actividad
antioxidante con respecto al radical DPPH con 0.022g mM TEAC/ 100 muestra seca,
mayor contenido de polifenoles con valores de”2.207gg EAG/ 100g muestra

seca.’

2.2.Bases tedricas de la investigacion

2.2.1. Descripcion botanica de la guandbana (Annona muricata L)

Clase: Equisetopsida

— Subclase: Magnoliidae

— Super Orden: Magnolianae
— Orden: Magnoliales

— Familia: Annonaceae

— Género: Annona

— [Especies: Annona muricata L

— Nombre comUn: Guanabana

La familia ”Annonaceae ““ consta de 128-129 géneros con aproximadamente
2,220 especies en zonas calidas. En Peru hay 23 géneros y 193 especies, de estos

41 son endémicas.?



Peru registra 44 endemismos en 15 idolos. Arboles de 3 - 4 (-5) “m” de

altura; generosamente con muchas ramas:

— Hojas: Peciolo levemente regordete con un canal alargado en el &rea adaxial,
pubescente rodeado por la cubierta de pelos traslucido eglandulares simples;

ovadas, suculentas a hojas ligeramente coriaceas, verde oscuro, cremosas en

las costillas principal y secundaria de la superficie adaxial, verde claro.?

2.2.2. Composicidén quimica de la guanabana (Annona muricata L)
Toxinas del tipo”isoquinolinico” : annomurina, annomonicina, annonina,

annonaina, coreximina, reticulina, coclaurina. Diversas toxinas: muricinina,

muricina, aterospermina, aterospermina, estefarina.’

Acetogeninas con accién anti-cancerigena: muricapentocina,

muricatocina C, muricatocina A, annomuricina B, annomuricina A, murihexocina

C, muricoreacina, bullatacinona y bullatacina.>® Uno de los aceites que tenemos:

4cido linoleico, 4cido esteérico, 4cido gentisico y acido lignocérico.®®

También adquieren lactonas sucesivas: muricatacina, solamina, anonacina,

anomontacina.
Los siguientes compuestos también son visibles:

— Taninos cancerigenos

— Compuestos “fendlicos”: Acido cafeicol, euncoantocianidinas-
4cido p-cumarico, Acido ascorbico

— Compuestos “cianogenéticos”: Acido Hidrocianico

— Fitosteroles: B sitosterol, arronol, estigmasterol, ipuranol.>®



2.2.3. Antioxidante

Los antioxidantes son agentes reductores energéticos llenos de
proporciones de oOxido que disminuyen las posiciones de hidroxilo y las
recomendaciones organicas en partes desiguales de su distribucion quimica,
terminando la reaccién de unién, asegurando asi que la particula, que ha estado
tratando de encontrar un par para su elemento desigual. Ejercen su participacion
conservadora evitando la preparacion de radicales libres o contrarrestando los
que se originan en el organismo en las posiciones normales, como la digestiéon o

la respiracion.’

2.2.3.1.Clasificacion de los antioxidantes
Los regeneradores se catalogan en principal, secundario y terciario, de

acuerdo con su dispositivo o posicion de trabajo, también se especifican de

acuerdo con el lugar donde practican su efecto y como su principio.?

2.2.3.1.1. Segun su funcién

@ Primario

Observe la alineacion de RL (radicales libres) desconocidos, que se

transforman en 4tomos menos perniciosos antes de que logren reanudar o

evitar la alineacion de los cimientos libres de otros atomos.*°

Por ejemplo:

— “Superéxido dismutasa” (SOD): transforma el O, en “peroxido de
hidrogeno”.

— “Glutatién peroxidasa” (GPX): se transforma en atomos inofensivos
antes de que formen bases libres, peroxido lipidico y peroxidos de

hidrogeno



— Proteinas de alianza a metales (ceruloplasmina, ferritina): forma el
radical OH limitado por la disponibilidad de Fe
¥ Secundaria
— Captura los radicales libres, evitando la reaccién en cadena.
@ Terciario
— Reparacion de biomoleculares dafiados por radicales libres. °

2.2.3.1.2. Segun su sitio de accion

El antioxidante evita que las moléculas se acoplen al O, al
interactuar, reaccionando rapidamente con los RL de las especies reactivas y
oxigeno. De O, que con parte de los 4&tomos, administradas en un micro-

ambiente particular: fluido extracelular, citosol, membrana plasmatica *'*2

Muchas enzimas intracelulares se comprometen a atrapar los RL,
causados como resultado de la asimilacién citolégica. La sustancia
antioxidante extracelular se distribuye ampliamente en el mando botanico y
puede provocar un papel en el tratamiento de la aterosclerosis, ya que
resguardan las lipoproteinas de la oxidacion acumulada en el “liquido

extracelular”.*?

2.2.3.1.3. Segun su origen

El antioxidante se archiva como enddgenos, causados por la célula, y

exogenos, que integran al cuerpo a través de una dieta con capacidad

antioxidante.® 12



2.2.3.2. Importancia de los antioxidantes exdgenos

2.2.3.2.1. Compuestos fenolicos

Estos compuestos fendlicos en las plantas forman un grupo
quimicamente heterogéneo de aproximadamente 10,000: algunos son
solubles solo en é&cidos carboxilicos, otros en solventes organicos vy

glucosidos solubles en agua, mientras que otros son polimeros grandes e

insolubles.®

AR-OH, donde AR, es un anillo aromético, y -OH est4
estrechamente fusionado al anillo, se caracteriza el nucleo de benceno que
Ileva uno o méas grupos hidroxilo. Actia como un antioxidante natural, la
accion logra transformarse significativamente acatando variables como el
valor de oxidacién, la estructura quimica del &tomo, y concentracion.
Dentro de la “concentracion”, determinaron pequefias cantidades de
antioxidantes, los “antioxidantes fendlicos” ingresan a la circulacion
sanguinea y causa un acrecentamiento significativo en la etapa

antioxidante del plasma celular.®®
2.2.3.2.2. Los compuestos no flavonoides

Esta designacion incluye acidos fendlicos, fraccionados en acidos
cinamicos y acidos benzoicos (C6-C1), transportadores de una vinculo
adyacente insaturada (C6-C3), asimismo, nuevos procedidos fendlicos

como los “estilbenos”. 13

Los acidos fendlicos y fenoles libres se consideran en el mismo
conjunto, porque generalmente se asemejan juntamente durante el estudio de

la planta. La distribucion primordial de los acidos fendlicos es un anillo

10



hidroxilo. Los acidos del acido benzoico, el acido galico, el acido vanilinico,
el acido p-hidroxibenzoico, son cuantiosos en los espermatofitos. En el
asunto de la sucesion cinematica, los &c. cindmicos (cafeico, p-cumarico,

ferulico, y sinéptico) rara vez son librados y, en general, estan en caracter

de derivados.®
2.2.3.2.3. Flavonoides

Flavo procede del latin flavus que significa color entre amarillo -
rojo, formando la colectividad de los colores amarillo, rojo y azul de las
frutas y plantas. Estas moléculas polifendlicas que pueden ser vistos como
dos anillos de benceno unidos por una pequefia cadena de tres C
(carbonos). Estos atomos de carbono estan siempre conectado a uno de los
anillos de bencenicos; sea directamente o por puente de hidrogeno H,
constituyendo asi un tercer anillo en el eje, para tener cinco o seis

segmentos.**”

Se caracterizaron més de 5000 flavonoides que existen en la
naturaleza proveniente de varias vegetaciones; clasificandose en varios
subgrupos de acuerdo a la posicion del sustituyente sobre el anillo C, del

estado de oxidacion del anillo heterociclico como la posicion del anillo B,

siendo importantes para la categorizacion.™

2.2.4. Actividad antioxidante

Esta tiene capacidad capaz de provocar la defensa oxidativa acortando el
aspecto de las géneros reactivos de O, antes de la agresion a varios sustratos: DNA,
proteinas, lipidos. Estos compuestos antioxidantes son fundamentalmente

significativo para el ser bioldgico, teniendo la accién de resguardar a las células

11



contra el perjuicio oxidativo de los RL, efectuando un lista preventiva en el progreso

del degeneracion y de ciertas patologfas.™

Siendo importante ya que las géneros reactivos de oxigeno causan multiples

capacidades sobre el metabolismo, que originan dafio en la célula, debido a:

— En los “lipidos polinsaturados™ de las capsulas menbranal produciendo desgaste
de fluidez y muerte celular como resultado de la peroxidacion lipidica.

— En los “glacidos™, proceden perturbando la funcion celular tal como la asociada a
la accion de las interleucinas, la alineacion de neurotransmisores y hormonas.
prostaglandinas

— En los “acido nucleicos” mediante la alteracion de bases causando

(carcinogénesis y mutagénesis).***®

Asimismo, tenemos un avance que el cuerpo usa a los RL para la pérdida de
patdgenos invasores y bacterias. Por ello, el problema serio se muestra cuando los
EROS exceden las defensas exdgenas como las enddgenas causando los perjuicios

antes aludidos.> *°

Mencionando que la capacidad antioxidante es evaluada como
hipoteticamente y/o experimental. Los sistemas que se orienta en la valoracion de
esta posesion brinda diferente con desconfianza de efectos. Estas valores hechos
mediante sistemas experimentales descubren el grado de interaccion entre el radical
libre y e antioxidante mediante un importe, estos sistemas teoricos es capaz de

proporcionar los elementos ordenados que inducen ese nivel de alteracion.*®
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2.2.5. Radicales libres
Radicales libres actualmente citados como especies reactivas de O, estas son
elementos que poseen un nimero impar de e-. Teniendo la peculiaridad quimica de

ser reactivos y forma parte de su potencial toxico."’

2.2.6. Formacion de los radicales libres

Radicales libres actualmente son considerados como especies reactivas de O,
tienen un ndmero impar de e- en las moléculas, otro adjetivo es debido a que gran
cantidad de los RL de importancia son provenientes del O,. Teniendo en cuenta a la
particularidad quimica estos deben ser reactivos para formar la base del potencial

toxico.*®

Radicales Libres o RL estdn constituidos por fuentes enddgenas y fuentes
exogenas. Cuando nos referimos a las fuentes enddgenas, siendo la mitocondria el
fundamental productor de RL; debido a que la “respiracién celular” se comprueba
concretamente en esta etapa. Mencionando también que el 90 % del oxigeno
inhalado total es consumido en las mitocondrias y aproximadamente el “2% del

oxigeno reducido” se convierte en radical “super-6xido”."’

Otras fuentes existentes de estos radicales libres son los fagocitos activados;
estos se encargan de producir superéxido como de defensa ante los agentes u
organismos patdgenos. Dentro de las exdgenas se ubican el sistema ambiental, tales
como la luz solar, la radicacion electromagnética: por otro lado se encuentra también
lo farmacoldgico como las drogas o xenobidticos, pero también lo nutricional tales

como contaminantes, aditivos.®

Las reacciones mediadas por radicales libres traen como resultado una

peroxidacion lipidica. Esta es generalmente es producida por un radical Hidroxilo
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que sustrae un hidrogeno a una cadena lateral de un acido graso formando perdxidos
ciclicos y radicales hidroperoxidos que propagan esta reaccion en cadena. Se forman

a su vez radicales alcoxilicos lipofilicos. La peroxidacion lipidica se manifiesta en

presencia de metales de transicion que existen en el plasma.>*°

2.2.7. Mecanismos y sistemas de defensas antioxidantes

Los elementos enzimaticos y no enzimaticos involucran a mecanismos de
defensa antioxidante; a nivel celular bloquea la generacion y radiacion de RL.(2,3)
Como medio de proteccidén del dafio oxidativo, los organismos desarrollaron una
diversidad del sistema defensivo antioxidante; involucrando proteinas que secuestran
a las materiales de transicion vitaminas C, E. A su vez, también enzimas con capacidad
antioxidante; en caso los sistemas antioxidantes, defensores de nuestro organismo, son
mayores que la actividad antioxidante de los radicales libres ocurrira una formacion
de estrés oxidativo (EO) lo cual empeorara las situaciones de

patoldgicas cronicas degenerativas ECD.

El sistema enzimatico de antioxidantes es encontrado en lugares donde se
producen oxidantes tales como organulos o estructuras supramoleculares; el cual tienen

como finalidad la disminucion o cancelacion de la capacidad electrolitica de los

agentes oxidantes.*

Ademas; es indispensable contar con un par e- reductores que se oxiden,
Estos son co-sustratos antioxidantes, como por ejemplo el glutation y el NADPH.

Ademas existe a su vez un conjunto de enzimas que se encargan de reconstituir los

co-sustratos de enzimas antioxidantes.*®

Otro tipo de proteccion existente son los “antioxidantes endogenos y

“antioxidantes exdgenos”; estos ofrecen e- con afinidad por las moléculas oxidantes,
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con un antioxidante en vez de oxidar macromoléculas. Por lo tanto; esto determinra o

condicionara el dafio oxidativo.>*°

2.2.8. Técnica para determinar polifenoles totales

Se basa en el hecho de que los compuestos fenolicos reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, un pH basico, que da lugar a una coloracion azul que
puede determinarse espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una
mezcla de tungstato de sodio y molibdato de sodio en &cido fosforico y reacciona con
los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolidotungstico, el
color amarillo, que se reduce por los grupos fendlicos en un complejo de color azul
intenso, cuya intensidad es la de los medios para evaluar el contenido de

polifenoles.?

2.2.9. Método de decoloraciéon DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Actualmente hay muchos métodos para calcular la actividad antioxidante de
una especie o sustancia, un método ampliamente manejado se basa en la estabilidad
del radical DPPH que se arroga a la deslocalizacion del electrén no pareado, esta
reubicacién también le confiere una coloracion violeta caracterizad por una banda de
absorcion, en solucion etandlica. Cuando una solucion de DPPH entra en contacto
con una sustancia que puede donar un atomo de hidrdgeno o con otra especie radical
(R), la forma reducida DPPH-H o DPPH-R causa con una resultante pérdida de color
y, por lo tanto, la pérdida de absorbancia.”! Este se clasifica segun el comportamiento
de la cinética en términos de tiempo, como: rapida (<5min), intermedia (5-30min),
lenta (>30min), lo cual constituye un parametro de capacidad antioxidante conocido

como eficiencia anti radicales.??
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1.  HIPOTESIS

El extracto metanolico de las hojas de Annona muricata (L.) guandbana tiene

capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales.

IV. METODOLOGIA
4.1.Disefo de la investigacion

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo

descriptivo con un nivel de enfoque cuantitativo.

4.2.Poblacién y muestra
— Poblacidn vegetal: hojas de Annona muricata (L.) “guandbana”
— Muestra vegetal: Se emple6 aproximadamente 0,2g de hojas

— Criterios de inclusién: las hojas aparentemente en buen estado vegetativo

4.2.1. Obtencidn de la especie vegetal.

La especie vegetal fue recolectada en dptimo estado de desarrollo vegetativo
durante en el mes de mayo, en el distrito de Chimbote, provincia del Santa,
departamento de Ancash. El estudio se realizo 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 6 horas para

ser pulverizadas en un molino de cuchillas eléctrica, marca Oster y luego se

almaceno hasta la fecha de la prueba.
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4.2.2. Procedimiento del extracto exhaustivo

Para realizar la extraccion se utiliza la muestra seca y triturada de Annona
muricata (L.) “guandbana” 0.2067g de hojas, se afiaden 15mL del solvente (metanol
al 80% + acido formico al 0,1%) en cada tubo de ensayo Falcdn. Los tubos se envuelve
con una capa de aluminio ya que los polifenoles son fotosensibles, luego se coloca
magnetos para facilitar la homogenizacion y se coloca sobre el agitador magnético
durante 30 minutos, después se centrifuga a 6000 rpm (revoluciones) durante 5
minutos, se separa el sobrenadante y se coloca en una fiola de 50 mL (envuelto con
una capa de aluminio), este proceso de extraccion se realiza 4 veces, finalmente se
lleva a volumen con el solvente y se guarda en congelador hasta el
momento del analisis respectivo. 2
4.2.3. Determinacion de polifenoles totales seguiin el método de Folin-Ciocalteu

De las fiolas de 50ml previamente aforadas con solvente se extrae 100
microlitros de la muestra (se realiza en hojas) y se trasvasa a fiolas de 10 mL. Luego
se agrega 2.5 ml de agua tipo 2. Al blanco y los estandares en una fiola de se le agregan
catequina 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 10 ug/ml respectivamente y se afora con agua tipo Il.
Posteriormente se le agrega 500 microlitros de Folin Ciocalteu a todas las muestras
incluido el blanco y se lleva por 5 minutos a la cdmara de oscuridad. Después de los
minutos se le agrega 2mL de carbonato de sodio al 10% y se afora con agua tipo 2.
Se lleva por segunda vez a la camara de oscuridad por 90 minutos y
se lleva a lectura al espectrofotometro a 700 nanémetros.
4.2.4. Preparacion del DPPH:

Se prepard metanol en 100 ml, en el que se necesitd 0.2067 g de polvo de

DPPH, aforamos con metanol en la fiola de 100ml, para tenerlo 0.06mM.*
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4.2.5. Evaluacion de la capacidad antioxidante segun el método de DPPH:
Tenemos estandares de trolox 1, 2, 3 y 4, con diluciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4,
0.8 ul y 10 mM, para obtener la curva de calibracion. Respectivamente de metanol. En
una cubeta de poliestireno se adiciond 1450ul. de DPPH a 0.06 mM, se llevd a leer al
espectrofotometro a una longitud de onda de 515nm para obtener la absorbancia a
tiempo cero. Luego agregamos 50ul de muestra de hojas y se lleva a lectura y se anota
la absorbancia a tiempo 0, se espera un tiempo de 15 minutos para que reaccione en la
camara oscura. Se realiza nuevamente la lectura y se registra, este procedimiento por

triplicado en ambas muestras. Para determinar el % de inhibicion se utiliz6 la siguiente

formula: %

% Inhibicion = Absorbancia t0 — Absorbancia t15 x 100
Absorbancia t0

Leyenda:
— DPPH t0: absorbancia de la solucion de DPPH control a tiempo 0

— DPPH t15: absorbancia de la muestra a tiempo 15 minutos
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4.3.Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

DEFINICION DEFINICION
VARIABLE INDICADOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Se realizara a través
Sustancia que al
de método de DPPH
encontrarse a bajos
Capacidad segun capacidad de

antioxidante de los
extractos de hojas
de de

las hojas

Annona muricata

(L.) “guandbana”

niveles de
concentraciones  en
existencia de un
sustrato oxidable,
esta retarda la
oxidacion de la
misma

secuestro ylo
inhibicién de radicales
libres de acuerdo a

valores de absorcion

medida en el
espectrofotébmetro
UVIVIS

mM DE Trolox
eq/g de muestra

Seca

Contenido de
polifenoles de hojas

de las hojas de

Annona muricata (L.)

“guanabana”

Grupo  heterogéneo

de moléculas que
comparten la
caracteristica de

tener en su estructura
varios grupos
bencénicos
sustituidos por
funciones
hidroxilicas

Se trabajara con el
reactivo Folin
ciucalteo, segun

valores de absorcion

medida en el
espectrofotdmetro
UVIVIS

Mg de quercetina

eq/g muestra seca
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Se utilizo la observacion directa, medicion y registro de las reacciones
de coloracién y otras caracteristicas que se observd en la medicion de las
concentraciones totales de polifenoles. Los datos obtenidos fueron registrados en

fichas de recoleccién de datos.

4.5.Plan de analisis
Los resultados fueron presentados en tablas considerando medidas de

tendencia central promedio y desviacion estandar.
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‘ 4.6.Matriz de consi‘stencia | |
~ [ | I
TITULO DE LA FORMULAC. DEL TIPO

DE .
. OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES DISENO DE INVESTIG.
INVESTIGACION PROBLEMA INVESTIG.
General: Variable dependiente
Capacidad
Determinar la capacidad antioxidante y

antioxidante y  contenido  de :
lfenoles totales de las hoias d contenido de Determinacion de
polifenoles totales de las hojas de :
polifenoles totales polifenoles totales segdn el

Annona muricata (L,) “guandbana”

Capacidad antioxidante ;tendra capacidad método de Folin-Ciocalteu
y contenido de| antioxidante y| Especificos:
polifenoles totales del contenido de ) | Hipotesis
. ) Determinar la capacidad ;o icit o
extracto metanolico de| polifenoles totales de ) Implicrta. Variabl Descriptiva
antioxidante de las hojas de Annona arable

las hojas de Annona las hojas de Annona . .
) _ muricata (L,) guanabana expresado independiente
muricata (L,)| muricata (L,

en mM de trolox eg/g muestra seca extracto metanolico de

“guanabana” “guanabana”? Determinacién de la
Determinar el  contenido  de las hojas de Annona capacidad antioxidante
polifenoles totales de las hojas de muricata (L) seglin el método de DPPH

€, A "
Annona muricata (L,)  guanabana guanabana

expresados en mg de quercetina eq/g

muestra seca
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4.7.Principios éticos

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, se promovio la recuperacion del
conocimiento tradicional sobre el uso del plantas medicinales, no solo para preservar su
legado cultural, sino también para registrar informacién 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
experimentacién se realizé con respeto de su bienestar de acuerdo a los propositos de la

investigacion, promoviendo su adecuada utilizacion y evitandoles sufrimiento innecesario.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1 PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DEL CONTENIDO DE
POLIFENOLES DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS DE Annona
muricata (L.) GUANABANA EXPRESADO EN mg DE CATEQUINA eq/g.

Polifenoles totales (mg de

PARTE DE LA TIPO DE
MUESTRA catequina eg/g de muestra

PLANTA EXTRACTO
seca)

AML HOJAS Metanol 80% 58.74 +6.18

Fuente: Datos propios de la investigacion
Leyenda:

AML: Annona muricata Linn

Tabla 2 PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS Annona
muricata (L.) DE GUANABANA EXPRESADO EN UNA CONCENTRACION eq
mM DE TROLOX /g DE MUESTRA.

——————— PARTEDE LA —TIPODE — (mMTrotoxEqftgde—
MUESTRA
PLANTA EXTRACTO muestra seca)

AML HOJAS Metanol 80% 156.80 + 27.19

Fuente: Datos propios de la investigacidn

Leyenda:
mM: Milimolar

AML: Annona muricata Linn
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5.2. Analisis de resultados

Como observamos en la Tabla N° 1 se muestran los resultados de la evaluacion del
contenido de polifenoles del extracto metandlico de las hojas de Annona muricata (L.),
guanabana segun el método de folin-ciocalteu, siendo 58.74+6.18 mg de catequina eq/g

muestra seca.

Vit P. et al,* en su estudio usaron una metodologia similar y obtuvieron valores
375,3 £2,3mg acido galico Eg/100g muestra para determinar la cantidad de polifenoles
totales. Siendo esta una unidad de expresion distinta, es relevante tratandose de una planta

de la misma especie.

Asimismo, Vergara A. ® realizé un similar estudio en Lima — Per( de la Universidad
Nacional de Ingenieria, usando extracto etanolico de las hojas de Annona muricata (L.)
“guanabana”. Obteniendo valores de 375,3 #2,3 mg é&cido galico Eg/100g muestra
presentando capacidad en fenoles totales, flavonoides (quercetina) y alcaloides (lupanina).
Siendo relevante mencionarlo como el estudio anterior, ya que se trata de una planta de la

misma especie.

Por otro lado, en cuanto a la evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto
metanolico de las hojas de Annona muricata L, guandbana segin el metodo DPPH se
mostrado en la Tabla N° 2 lo cual indica que presentan una actividad de 156.80 + 27.19

mmol de trolox eg/g de muestra seca.

Vit P. et al.* en su investigacién, obtuvo un valor de 160,8 +3,3 mmoles
equivalentes de Trolox /100g de guanabana habiendo una similitud en la comparacion de la
capacidad antioxidante entre ambos estudios, tanto de Perl como en Venezuela. Estos
datos son relevantes por tratarse de la misma especie de la planta aunque no comparables a

los datos obtenidos en el presente estudio.
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Basandose en estudios de la hoja de Annona muricata (L.), guandbana por Cijo G,
Naveen K, Suresh R, Rajkumar, V y Ashok K?*. Pertenecientes de la Asociacion de
cientificos y tecnologos de alimentos de la India, en el afio 2012, mostraron que el extracto
de Annona muricata revelo la presencia de flavonoides, terpenoides, taninos, glucésidos
cardiacos y azUcares reductores. Asi mismo, en otro estudio realizado, en el afio 2015,
demostraron es su estudio que las hojas de esta planta presenta polifenoles como luteolina,
homorioentina, quercetina, daidzeina, galato de epicatequina, emodina , acido cumarico y
tangeretina.”®> La flavona tangeretina representa un caso particular entre los flavonoides
estudiados, ya que no posee un grupo OH, sino mas bien han demostrado que contiene 5

sustituyentes metoxilo (O-CH3) en su estructura, brindandole propiedades Unicas que

lograron demostrar su actividad antioxidante.?®

Los flavonoides se pueden exhibir con una alta capacidad antioxidante segun
Manrique M.?® de la Universidad Catélica de Santa Marfa. Per(, en el afio 2018, demostré
mediante su estudio que la Annona muricata (L) contiene kaempferol, epicatequina,
robinetina, gallocatequina, quercetina y catequina, y que la presencia del grupo 3-OH que
tienen en comun estos flavanoles influye mucho de una forma positiva sobre su actividad
en general, ya que los derivados glicosilados de quercetina y kaempferol, carecen de este
grupo OH, no dieron los mismos resultados. Estos aglicones son los que han demosrado

menor requerimiento energético para poder ejercer una actividad antiradicalaria.

De acuerdo a todo lo dicho anteriormente observamos que la capacidad
antioxidante podria estar relacionada a la concentracion de polifenoles; ya que en
diferentes bibliografias encontramos, la capacidad antiradicalaria ligada a los compuestos

polifendlicos presentes en las hojas.
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VI.

CONCLUSIONES
Las hojas de Annona muricata (L.) ‘“guandbana”, tiene capacidad antioxidante y

contenido de polifenoles totales.

El extracto metandlico de las hojas de Annona muricata (L,) “guandbana” tiene
contenido de polifenoles totales equivalente a 58.74+6.18mg catequina /g de muestra

Seca.

La capacidad antioxidante del extracto metanolico de las hojas de Annona muricata
(L,) “guanédbana” fue equivalente a una concentracion de 156.80 + 27.19 mM de Trolox/

g de muestra seca.
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ANEXOS

Curva de Calibracién Polifenoles Totales
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Gréfico N° 1: Curva de calibracion de polifenoles totales del extracto metandlico de las

hojas de guanébana (annona muricata).
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Gréfico N° 2: Curva de calibracion de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo) del extracto

metanolico de las hojas de guanabana (annona muricata).
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Hoja triturada para llevar a la Pulverizacion
estufa 40°C

0,2019gr de la muestra en Conservacion en fiola de 25ml,

15ml solucién de metanol al cubierta con papel aluminio
80%
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Muestra en el gravimetro por Muestra llevada a la fiola por
15 minutos (3 veces) cada gravimetro

Solucion con metanol al 80% Soluciones con la muestra
para ser nuevamente llevada segun la metodologia para la
al gravimetro respectiva lectura

Lectura en el espectrofotdmetro
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CERTIFICADO DE LA PLANTA annona muricata (L.) GUANABANA

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXLLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO

Da Constancia de la determinacién taxondmica de un (01) espécimen vegetal

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae.
Super Orden: Magnolia nae
Orden: Magnoliales
Familia; Annonaceae
Género: Annona
Especie: A. muricata L
Nombre comun "guanébana”

Muestra alcanzada a este despacho por RAUL MANUEL VALIENTE MEJIA,
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