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RESUMEN

Se ha identificado desde hace muchos afios que el cancer es una de las principales
enfermedades con mayor lista de muertes en el pais y el mundo, producida por la
formacion de radicales libres y presion oxidativa. Surgiendo una preocupacion en la
sociedad, de manera que se vienen desarrollando investigaciones y estudios en
plantas, ya que algunos estudios han demostrado que varias plantas presentan
actividad antioxidante; que retrasan y/o eliminan a los radicales libres. Para la cual
esta investigacion presenta como objetivo principal, cuantificar el contenido de los
polifenoles totales y la capacidad antioxidante del extracto de hojas de Delonix regia
(ponciana). Para la metodologia, se prepararon extractos metanolicos a base de hojas
de Delonix regia (ponciana), que fueron obtenidos de una extraccion exhaustiva, en
lo que sirvid para determinar los contenidos de polifenoles totales, por el método de
folin-ciocalteau. Ademas se evalud la capacidad antioxidante del extracto de hojas de
Delonix regia (ponciana), a traves de reacciones con el radical libre DPPH, la cual fue
preparado a una concentracion de 0.6 mM y diluidas en concentraciones minimas 0.05,
0.1, 0.2, 0.4, 0.8 para determinar el % de inhibicién del estandar (Trolox). Como
resultados se demostré que las hojas de Delonix regia presenta como contenido
fendlicos totales equivalente a 28.75 + 1. 41 mg de catequina por /gramos de muestra
seca. Para su capacidad antioxidante los resultados que se obtuvieron en el extracto
metanolico fueron de 92. 76 + 1.15 mM de Trolox eq / gr de muestra seca, halladas
en las hojas de Delonix regia (ponciana). Como conclusion, los resultados muestran
que las hojas de Delonix regia (ponciana), poseen capacidad antioxidante.

Palabra Clave: Capacidad antioxidante, radicales libres, extraccion exhaustiva,

hojas, Delonix regia.
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ABSTRACT

It has been identified for many years that cancer is one of the main diseases with the
highest list of deaths in the country and the world, caused by the formation of free
radicals and oxidative pressure. There is a concern in society, so that research and
studies in plants have been developed, since some studies have shown that several
plants have antioxidant activity; that delay and / or eliminate free radicals. For which
this research has as its main objective, quantify the content of the total polyphenols
and the antioxidant capacity of the leaf extract of Delonix regia (ponciana). For the
methodology, methanol extracts based on Delonix regia (Ponciana) leaves were
prepared, which were obtained from an exhaustive extraction, which served to
determine the total polyphenol contents, by the folin-ciocalteau method. In addition,
the antioxidant capacity of the Delonix regia leaf extract (ponciana) was evaluated,
through reactions with the DPPH free radical, which was prepared at a concentration
of 0.6 mM and diluted at minimum concentrations 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 to determine
the% inhibition of the standard (Trolox). As a result, it was shown that Delonix regia
leaves have a total phenolic content equivalent to 28.75 + 1. 41 mg of catechin per /
grams of dry sample. For its antioxidant capacity, the results obtained in the methanol
extract were 92. 76 £ 1.15 mM of Trolox eq / gr of dry sample, found in the leaves of
Delonix regia (ponciana). In conclusion, the results show that Delonix regia (ponciana)

leaves possess antioxidant capacity.

Keyword: Antioxidant capacity, free radicals, exhaustive extraction, leaves, Delonix

regia.
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I. INTRODUCCION

Se ha identificado desde hace muchos afios que el cancer es una de las
principales enfermedades con mayor lista de muertes en el pais y el mundo, gracias a
la formacidn de radicales libres y presion oxidativa. Motivo por el cual se viene ya
desarrollandose investigaciones estudios en la que cada dia da un interés mayor por
los problemas relacionados con la presion oxidativa y las especies reactivas del
oxigeno, ademas de determinar la actividad antioxidante que le pueden conferir

algunas plantas medicinales. (V)

El estrés oxidativo es producido por los radicales libres, estos radicales son
atomos o moléculas que dentro de su estabilidad eléctrica al obtener sus electrones
completos, pierde uno de estos electrones quedando asi un 4tomo inestable, de esta
manera serdn mas reactivos y peligrosos, y que para recuperar su estabilidad necesitan
de capturar un electron de otra molécula estable, formando asi una cadena repetitiva,

que secuencialmente dafiara moléculas grandes como células y tejidos vivos. @

Este dafo producido en el organismo, es producido por diversos factores, en las
cuales se incluyen a la contaminacion ambiental, la sobreexposicion a la luz solar, el
consumo de tabaco, las drogas, la ingesta de alimentos que fueron procesados con

mezclas o aditivos, ademas de plaguicidas y fungicidas. @

En el uso de plantas medicinales la Organizacion de Salud (OMS) aconseja que
su uso tiene un valor cientificamente terapéutico evidenciado para influir en el uso
equilibrado y proporcionar un incentivo para estas nuevas fuentes de actividad
farmacoldgica de requisito para la sociedad. Las plantas terapéuticas tienen como
ingredientes principales a los metabolitos secundarios, denominados “principios

activos”, siendo quienes producen la actividad farmacologica, en el organismo vivo.



De manera que su empleo fundamental, es servir como medicamento que ayude a tratar

y/o aliviar las enfermedades o de manera que restaure el bienestar perdido. G-

El uso de plantas medicinales se viene usando por la poblacion desde hace
millones de afios, con fin terapéutico; de tal manera que se hizo tradicion su uso,
gracias a su minimo costo, a su accesibilidad por la poblacion. Para uso lo
encontramos en formas de tés, polvos, cataplasmas, tinturas, pomadas y otras
formulaciones herbales para tratar trastornos de salud, prevenir enfermedades,
incluidas las epidemias. Demostrando un gran aporte a la humanidad, que actualmente
se ha convertido en un tratamiento concomitante con los medicamentos. Que a
diferencia de estos, las plantas medicinales son Unicas por producir menos efectos

adversos que los medicamentos.

Motivo por el cual se desea evaluar la actividad antioxidante mediante un extracto
hecho a base de hojas de la ponciana (Delonix regia). Esta planta en nuestro pais, no
presenta antecedentes cientificos realizados, pero se ha demostrado un interés por otros
paises, quienes concluyeron las investigaciones con muy buenos resultados. De
manera que se presentan innumerables publicaciones que emencionan a los impactos
utiles de los polifenoles obtenidos de plantas y productos organicos, por sus impactos
anticancerigenos, cardioprotectores, antidiabéticos, neuroprotectores, antialérgicos,

antimicrobiano, antinflamatorios ademas de efectos vasodilatadores ©

Para la siguiente investigacion se presenta la siguiente pregunta: ¢Tendra el
extracto metanolico de hojas de Delonix regia (ponciana) el contenido necesario de

polifenoles totales y la capacidad antioxidante?.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

- Determinar el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante del

extracto metanolico de hojas de Delonix regia (ponciana).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el contenido de polifenoles totales por el método de folin-

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

- Evaluar la capacidad antioxidante del extracto metanolico de hojas de Delonix
regia (ponciana) por el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo o

conocido como DPPH, expresado en mM de Trolox eq/g muestra seca.



REVISION DE LA LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES
Se han demostrado diversos estudios de la especie Delonix regia, realizados a
nivel Nacional e internacional sobre sus hojas, en paises como Estados unidos,

Perd, Malasia, entre otros para lo cual se presenta la descripcion de los siguientes:

EL autor Ramirez L, ™ presenta su investigacion experimental que lleva
como titulo Capacidad antioxidante de fracciones de extractos de hoja de
Vaccinium floribundum kunt ‘‘ushpa’’ procedentes de Ayabaca Piura. Como
objetivo tuvieron que Determinar la capacidad antioxidante de fracciones de
extractos de hoja de Vaccinium floribundum kunt “‘ushpa’’ procedentes de
Ayabaca Piura. Con el método de DPPH, y estandar al Trolox, como solvente al
Etanol al 96%, y maceracion por 7 dias, ademas liofilizaron. Como resultado se
evidencio que al macerar con etanol al 96% se obtuvo una gran cantidad de
capacidad antioxidante, con un valor de 11, 723 + 0, 196 gramos Equivalente al
Trolox, por cada 100 gr de muestra seca. Concluyendo que evidentemente si poseia

cantidad actividad antioxidante.

Un estudio realizado en Iquitos por el autor Cardenas et al® | et al, en el afio
2013. Que lleva como titulo Actividad antioxidante in vitro, determinacién de
polifenoles totales de raiz de Physalis angulata L. (Bolsa mullaca), perteneciente
a la familia de la Solanaceas. Como objetivo; determinar el contenido de
polifenoles totales de la raiz de Physalis angulata L. (bolmullaca). Se utilizé el

método por coloracion de Folin Ciocalteu con el mismo estandar de la Catequina.



Como resultados se expresa a una concentracion de catequina de 27.129 + 0.050
mg por cada gramo de extracto. Como conclusion, el extracto etanolico de la raiz
de Physalis angulata L. (bolmullaca), presento buena concentracion de polifenoles

totales.

Las Fab&ceas también fueron estudiadas en Colombia, por los autores Murillo
E, etal (9). Donde el objetivo fue evalla la actividad antioxidante de hojas de
Bauhinia Kalbreyeri Harms en extracto acuoso y organico. Mediante la técnica
del DPPH, utilizando al estandar al acido ascorbico. Los concentrados etanolicos
y acuosos lograron una accién secuestrante del radical DPPH mas del 90 % en
practicamente todos los focos (5-120 pg/ml). Como resultados se obtuvo un valor
de 0,271+0,011 pg equivalente al Acido Ascorbico por /mL de muestra etanolica.
En cuanto al extracto acuoso demostrd resultado en hojas 0,266+ 0,02. Como
conclusién los concentrados demostraron la mayor concentracion de compuestos
fendlicos. La hoja resulto presentar la actividad antioxidante y el solvente que

mejor ayuda a extraer los compuestos fendlicos activos de la planta fue el etanol.

Trillos A (10). Se realizd un estudio en Colombia, donde tuvieron como
objetivo evaluar la actividad antioxidante del extracto proteico e hidrolizado
obtenidos a partir de las hojas de Arachis pintoi (mani forrajero). Mediante el
método de DPPH en metanol y Trolox 0.5 mM, para lo cual se tomaron 500 g de
hojas de muestra. Encontrando resultados de los hidrolizados donde A. pintol
presenta un valor de 0,9443 pg/mL equivalente al Trolox, demostrando potencial
antioxidante. Concluyendo que no existen diferencias notables en las medidas de

los valores presentados, ademas que los hidrolizados de A. pintoi, posiblemente



contienen algunos aminoacidos o péptidos que son donantes de Hidrogenos. De
manera que estos pueden reaccionar con radicales libres para convertirlos en

productos mas estables.

Un estudio realizado al reino de la Delonix regia (ponciana), el autor Hossain
A 1 Tuvo como objetivo Determinar en forma in vitro la capacidad antioxidante
del extracto metanolico de 3 especies de plantas; Eichhornia crassipes, Lawsonia
inermis L. y Cissus quadrangularis L. Utilizaron el método de DPPH (1,1-difenil-
2-picrylhydrazyl), como estandar se utilizé el Trolox, como solvente el metanol.
Los datos son expresados en términos de equivalencia de uM (microMoles) de
Trolox (TE) por 100 gr de muestra. Como resultado se encontrd que para
Eichhornia crassipes el potencial de captacion de DPPH y el IC so fue de 186.1196
UM equivalente a Trolox (TE) por ml del extracto metanolico. El resultado de la
muestra de Cissus quadragualis L el potencial de captacion de DPPH y el IC sg
fue de 11.3163 uM equivalente a Trolox (TE) por ml del extracto metanolico. Y
de Lowsonia inermis el potencial de captacion de DPPH y el IC 5o fue de 17.0689
UM equivalente a Trolox (TE) por ml del extracto metanolico. Como conclusion
se encontro que entre las 3 plantas a estudiar, el mayor con capacidad antioxidante
es el de Cissus quadragualis L con un valor de 11.3163 uM equivalente a Trolox

(TE) por ml del extracto metanolico.

Los autores Ranil M, Kumaravel K. (2 Determinaron mediante un Screening
fitoquimico la actividad antioxidante de las hojas de Delonix regia (ponciana)

sobre el contenido fendlico que presenta, mediante cromatografia de gases. Para



determinar el contenido de fenoles totales, se llevé a cabo mediante el método de
Folin Ciocalteu, encontrando resultados a una concentracion equivalente a acido
galico con un valor de 16,00 mg / 100 g de muestra. En cuanto a los fitoquimicos
se utilizo mediante el método de cromatografia de gases y del espectrometro de
masas evidenciando la presencia de compuestos fenolicos como el fitol, acido
galico, protocatecuico, Lupeol, Cumarin 7, 8-dihiddro-7-hidroxi-6-metoxi-8-0xo,
escualeno, asi como compuestos diterpenoides, triterpenoides, flavonoides y
vitamina E. Concluyendo que evidentemente las hojas de Delonix regia, presenta
una alta cantidad de polifenoles totales, y que no solo le brindan la actividad

antioxidante si no también como antinflamatorio, antimicrobiano y diurético.

Kessler M, Ubeaud G, Jung L. @ en el afio 2003, determinaron la actividad
antioxidante y prooxidante de derivados de rutina y quercetina, ya que algunos
flavonoides semisintéticos, particularmente derivados de la rutina, se usan como
agentes terapéuticos en el tratamiento de enfermedades que involucran radicales
libres. Este estudio se determind la relacion entre la estructura de dicha molécula
y su actividad de eliminacion de radicales superoxido, hidroxilo y peroxilo. Las
moléculas elegidas para este estudio fueron la rutina, su aglicona (quercetina) y
sus derivados metil etil e hidroxil etil. Como resultado se demostré que la
alquilacién del OH en posicion 7 mejoro el barrido, ademas algunos derivados de
quercetina con restos de catecol libres u OH libres en posicion 3 eran prooxidantes,

pero no estaban muy claras a nivel estructural para dicha actividad.



Como se puede evidenciar segun los reportes mostrados, se han dado a
conocer que la familia de la Delonix Regia las Fabaceas si presentan la propiedad
Antioxidante, quedando demostrado. Debido a sus ensayos fitoquimicos
realizados, presentado entre ellos a los flavonoides, polifenoles, haciendo que
presenten una amplia gama de actividades farmacoldgicas, incluyendo la actividad
anticancerigena, antihipertensiva, estrogénica, antioxidante y efectos protectores
contra enfermedades cardiovasculares. Asi mismo de la importancia antioxidante
de ayuda a eliminar los radicales libres como prevencion. Estos radicales que
producen alteraciones en el ADN y de cambios que aceleran el envejecimiento del

cuerpo.

2.2 BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION:

2.2.1. Delonix regia (Ponciana)

Taxonomia:

NOMBRE CIENTIFICO: Delonix Regia
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Rosidae
ORDEN: Fabales
FAMILIA: Fabaceae
GENERO: Delonix

ESPECIE: Regia4



Descripcion y habitad

La ponciana es probablemente uno de los arboles mas destacados en
Peru, asi como en todos los paises que se encuentran, debido a sus coloridas
flores llamativas. Es un arbol caducifolio (que se le caen las hojas), por lo
general es multi-tronco, ancho con corona de nivel. Sus flores rojas a
anaranjadas lo cubren de mayo a agosto. El follaje fino, delicado y sensible
mantiene una sombra densa el resto de la temporada en desarrollo, haciendo
de la ponciana un arbol deseado para la sombra o deleite por su belleza. Es una
planta semilefiosa de 8 metros de alto, pudiendo llegar hasta los 12 metros. El
tallo es muy ramificado y su corteza gruesa y marrén grisacea. El tronco puede
ser tan grande que puede medir 1 metro de diametro. Sus hojas uniformemente
de forma ovalada con borde completo con una longitud de 1.5 mm de distancia
de sombreado verde intenso y brillante. Sus flores de color amarillo-

anaranjado. (14-16)

Composicion quimica

Estudios revelan que dentro de su composicion presentan; Butano, 1,1-
dietoxi-2-metil, Propano, 1,1,3-trietoxi, 1,2,3-Bencenotriol [Pyrogallol], 1,6-
Anhidro-a4-D-glucopiranosa (levoglucosan), 1,3,5-Bencenotriol, 3-O-Metil-d-
glucosa, 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol, Acido 1,2-
bencenodicarboxilico, éster butilico de 8-metilnonilo, Pitol, cumarinas, 7,8-
dihydro-7-hydroxy-6-methoxy-8-oxo, Acido hexadecanoico, 2-hidroxi-1

(hidroximetil) etil éster, Squalene, Vitamina E'y Lupeol. (12



Metabolitos presentes de la planta de estudio.

En un ensayo fitoquimico realizado, se encontrd en el extracto de las
hojas la presencia de los siguientes; 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol,
como Terpenos; como Diterpeno se tiene al pitol; como compuesto vitaminico,
a la Vitamina E; como compuesto triterpenoide al lupeol. Compuestos
fendlicos (acido galico, protocatecuico y salicilico ) y flavonoides. Siendo estos
los metabolitos presentes en las hojas de Delonix Regia, dandole asi la

actividad antioxidante. @9

2.2.2. Usos de Delonix Regia (Ponciana)

Uso Tradicional.

La utilizacién de esta planta es variada, ya que las hojas son utilizadas
para las vias respiratorias, catarros, para dolores de cabeza, para la diabetes,
esguinses, para combatir los paracitos, retraso de crecimiento tumoral. Eh
innumerables usos en cuanto a las flores y tallo de la planta, como
descongestionante, para las vias respiratorias, colicos menstruales, para
parasitos, heridas, anticoagulante, para aquellos con niveles altos de glucosa,

esguinces, dolores estomacales, dolores de cabeza.

2.2.3. Radicales libres

Son atomos o0 moléculas que dentro de su estabilidad eléctrica al obtener
sus electrones completos, pierde uno de estos electrones quedando asi un &tomo
inestable, de esta manera seran mas reactivos y peligrosos, y que para recuperar
su estabilidad necesitan de capturar un electrén de otra molécula estable,
formando asi una cadena repetitiva, que secuencialmente dafiara moléculas,

presentandose el comienzo de la destruccion celular @. Su alojamiento
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organico es de microsegundos, sin embargo, reacciona con todo lo que lo
rodea, causando dafos extraordinarios en particulas, capas de células y tejidos.
Los radicales libres no son cien por ciento dafiinos; debido a que hay una
produccidn de estas pero en cantidades aceptables, por nuestro organismo para
luchar contra los organismos microscopicos y las epidemias. (") Estos procesos
dafinos que son producidos continuamente en nuestras células, debe ser tratado

con una proteccion antioxidante.

Intervencién de los radicales libres

El dafio producido por el estrés oxidativo ocasiona dafios en diferentes
moléculas de gran tamafio. Entre ellas tenemos a los lipidos, las proteinas y los
acidos nucleicos. Los lipidos; es donde ocurre el dafio perjudicial, a lo que
Ilamamos como proceso de peroxidacion lipidica, mediante el cual los
radicales libres capturan electrones de los lipidos, que interviene en la
alteracion de la permeabilidad de la membrana celular en cuanto a su estructura

formada por acidos grasos poliinsaturados, ocasionando edema y apoptosis. (1s)

Las proteinas, dentro de estas se produce una oxidacion de una clase de
aminoacidos, en las que intervienen la fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina; sus enlaces peptidicos se entrecruzan desarrollando grupos

carbonilos.

También hay una intervencion en los acidos nucleicos, que son causadas
por hidroxilacion de bases nitrogenadas, en las cuales se presenta una ruptura
de las hebras del ADN y se desarrolla intersecciones transversales. Esto causa

modificaciones en la duplicacion e interpretacion, que aclaran la relacion de la
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reproduccion de radicales libres de oxigeno con la aparicion y desarrollo del
cancer y la maduracion de esta. Las cualidades del silenciador del tumor se
pueden alterar por un cambio basico en una premisa basica de la secuencia de

ADN. (1)

2.2.4. Estrés Oxidativo.

Son especies reactivas donde el Oxigeno se encuentra en su forma
estable, que son operadores de oxidantes, 0 se combinan a radicales.

Es decir es el dafio de las células por parte de los radicales libres. Y
cuando se produce un desequilibrio 0 aumento de las especies reactivas, a nivel
intracelular de las especie reactivas de O. Y supera las defensas de la célula de
los agentes de prevencion del cancer (antioxidante) ocurre una presion
oxidativa, a través de la cual se inicia el dafio a los atomos organicos, por
ejemplo, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La presion oxidativa ocurre en
diferentes estados neuréticos en los que se modifica la utilidad de las células,
lo que aumenta el avance de las enfermedades degenerativas, por ejemplo,

aterosclerosis, cardiomiopatias, infecciones neuroldgicas y malignidad. 17

2.2.5. Antioxidante.

Son moléculas que el organismo propio produce mediante el oxigeno para
obtener energia, ademas de liberar radicales libres, en la cual se producen
mecanismos de defensa que los neutraliza para no producir dafio en el
organismo. A estos mecanismos de defensa se llamamos antioxidante, ya que
contrarrestan los efectos causados por la oxidacién. Que se clasifican segin
su actividad en exdgenos Yy enddgenos (enzimas como la Catalasa CAT,
superoxidacion dismutasa SOD, glutation peroxidasa). ")
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La capacidad antioxidante se determina cuando las células anulan o

inhiben la formulacion de radicales libres.

2.2.5.1. Clasificacidon enzimatica.

a) Endogena:

- La CAT, es una hemoproteina tetramerica que en su nlcleo consta de
hierro, que actla cuando hay alta concentracion de peroxido de hidrogeno,
haciendo que esta enzimas acelere la reaccion de disminucion del peroxido
de hidrogeno. La catalasa se distribuye en altas concentraciones del
organismo, entre ellas en el higado y rifién, en menor concentracion en
tejido conectivo y epitelios, y concentraciones nulas en tejido nervioso. (18)

- Superoxido dismutasa (SOD): Enzimas conformadas por metaloides
con presencia de cobre y cinc, que se encuentra en las células aerobias, su
importancia de determina ya que dismutan el oxigeno para obtener como
reduccion a perdxido de hidrogeno, en las que como funcién actlan
pretegiendo contra la presencia de anion superoxido. - 19)

- Glutation peroxidasa: Es una enzima selenio dependiente, que se
encuentra en la sangre, en especial en los eritrocitos, se encarga
principalmente en la reduccion de hidroperdxidos a nivel intracelular, en
donde interviene el sustrato principal el glutation, que se conjuga con
mezclas posiblemente venenosas para solubilizar y estimular la descarga
biliar. Motivo por el cual, es imprescindible sus cantidades anormales de
glutation, incorporadas por la ingesta de aminoacidos sulfurados como la

metionina y cisteina. (- 18)
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b) Enddgena:

Lo adquirimos a través de la dieta, por la ingesta de vitamina E (como
antioxidante lipofilico), vitamina C (como antioxidante hidrosoluble) y
los carotenoides. Actuando como mokléculas peligrosas, de manera que
provocan una oxidacion al neutralizar los radicales libres, esto conlleva a
sugerir al paciente el consumo de estos elementos que sea constante, para

obtener una reposicion adecuada de estos nutrientes que lo contienen. @7

IH1.HIPOTESIS:

El extracto de las hojas de Delonix Regia presenta contenido de

polifenoles, ademas de presentar la capacidad antioxidante en dicho extracto.
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IV. METODOLOGIA

Tipo de investigacion:

La siguiente investigacion pertenece por sus caracteristicas a una
investigacion béasica con un nivel descriptivo, de manera que me permitira
analizar la capacidad antioxidante mediante el método de DPPH en el extracto

metanolico de las hojas de Delonix regia (ponciana).

4.1. Disefio de la investigacion
Se presentan los procedimientos que se seguiran en el proceso de la investigacion a

ejecutar.

4.1.1. Materiales y reactivos a utilizar:

Materiales; el espectrofotémetro 2800 uv/vis, la centrifuga refrigerada de
marca universal 320 R, la balanza analitica de marca Sartorios, el agitador
Magnético de marca Boeco, las capsulas magnéticas, fiolas, tubo falcon de 50
ml, balanza analitica, espatula, pipeteador automatico, Reactivos; Metanol al
80%, agua tipo 2, alcohol de 90°, radical 2,2 —difenil-1-picrilhidrazil, reactivo
de Folin- Ciocalteu, carbonato de sodio, estando todos los materiales para la

utilizacion del andlisis.

4.1.2. Obtencion de la droga vegetal.

El arbol de Delonix regia crece en todas regiones del pais, especialmente
en la costa de Peru, ya que requieren del clima tropical para su existencia. Sus
hojas fueron recolectadas en el mes de Mayo, en el distrito de Santa,

departamento de Ancash, de un éarbol en dptimo estado de desarrollo
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vegetativo. La especie fue identificada en el Herbario Truxillense (HUT) en la
facultad de Ciencias Biologicas. Estas hojas pasaran por un proceso de secado
en una estufa a una temperatura de 40°C para posteriormente ser trituradas en

un molino de cuchilla hasta obtener particulas finas.

4.1.3. Preparacion del extracto metanolico (CH3OH al 80%) mediante una

extraccion exhaustiva.

Se utiliz6 como muestra vegetal las hojas de Delonix regia que fueron
secadas en una estufa a una temperatura de 40°C y pulverizadas en un molino
de cuchilla. Utilizando una cantidad de 0.2202 g. de muestra seca, esta se
colocé en un tubo falcon de 50 ml y se afiadié 15 ml de (metanol al 80% +
0,1% de Ac. Formico). Luego se coloca una capsula magnética, y se coloca el
tubo dentro de un recipiente que es envuelto con papel aluminio, para colocarlo
en un agitador magnetico por 30 minutos. Como consiguiente se lleva a
centrifugar por 5’ a 6000 rpm, luego el sobrenadante obtenido se coloca en una
fiola de 50 ml que es envuelta con papel aluminio, el procedimiento se repite
por 3 veces. Finalmente el volumen obtenido con el solvente, se almacena en

el congelador hasta su uso. (©20)

4.1.4. Preparacion del D PPH.
Se prepar6 una solucion de 0.06 mM de DPPH (2,2- Difenil-°-
picrilhidrazil) en metanol, donde se utiliz6 2,3 mg de polvo de DPPH y se

aforo con metanol en una fiola de 100 ml. ©

a) Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH
Se buscara la reduccién de la absorbancia medida a 515 nm del radical

DPPH, por antioxidantes. Que tendra como base en la medida de la absorbancia
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del radical DPPH, en donde a una cubeta se le afiadio 1450 ul de la solucion
preparada de DPPH, luego se llevo a hacer la lectura a una longitud de 515 nm
para alcanzar a una absorbancia en tiempo 0, luego en otra cubeta se agrego6 50
ul del extracto de la muestra y se dejoé reposar por 15’ en un ambiente oscuro
para obtener la reaccion, luego se llegé a obtener absorbancia a tiempo n° 15,
realizando el mismo procedimiento 3 veces. Como estandar se utilizé al Trolox
a diferentes concentraciones como 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mM, estas
concentraciones se calcularan a partir de la curva de calibracion, que sera
extraido por regresion lineal. Esta curva de calibracion nos sirvio para
determinar mediante una ecuacién (R2) el nivel en el que vamos realizando la
investigacion experimental, dado que un valor cercano a 1 (R2), da una
probabilidad de que el trabajo va en buen camino, de manera que un valor muy

por debajo de 1y elevado a 1 indicaria un mal procedimiento. (9)

- El % de inhibicion sera hallado con la siguiente formula:

% Inhibicién = DPPH to—-DPPH tis X 100

DPPH t0

Donde:

- DPPH tp=Valor de la absorbancia a tiempo 0 del DPPH.
- DPPH t15 = Valor de la absorbancia a tiempo 15 del extracto

4.1.5. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin_ Ciocalteu
Su determinacion se realizo por el método de colorimetria de Folin-
Ciocalteu, demostrado por los autores Morillos E, et al, ® con algunas

modificaciones, para la preparacion de la solucion patron con catequina; en 1
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fiola de 10 ml se afiadio 2,5 ml de agua tipo 11, luego el estandar (catequina),
que seran evaluadas a diferentes concentraciones diluidas con agua como 0.05,
0.1, 0.2, 0.4, 0.8 (ug/ml) para hallar la curva de calibracion, prosiguiendo con
el método, se afiadié 50 ul del extracto metanolico a las fiolas, y se les agrego
500 ul del reactivo de Folin, dejando reposar por 5’ en un ambiente oscuro.
Después de esto se adiciono 2 ml de Carbonato de Sodio al 10% aforandolo
con agua des ionizada, se agita vigorosamente y se lleva nuevamente en el
ambiente oscuro, por casi 1 hora. Haciendo el mismo procedimiento 3 veces.
Terminando el procedimiento se lleva a la lectura en el espectrofotdmetro a

2800 uv/vis a aproximadamente 700 nm.
4.2. Poblaciony Muestra:

Poblacion de estudio: Conjunto de hojas de la planta de Delonix Regia

’

“ponciana’’.

Muestra vegetal: Se empleara aproximadamente 1 Kg de hojas de Delonix
Regia, que luego seran secadas en una estufa a 40 °C y pulverizadas en un
molino hasta obtener particulas finas.

Criterios de inclusion:

Hojas en buen estado vegetativo de Delonix Regia ‘‘ponciana’.

4.3. Definicion y Operacionalizacion de Variables
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Variable Definicion conceptual Definicion Indicadores

operacional
Variable dependiente Capacidad antioxidante Capacidad de secuestro mM de trolox eg/g de muestra
y/o inhibicién de radicales seca.
libres, por el método de
DPPH.
Variable Concentracion del La concentracion de los mg de Catequina eq/ g de muestra
independiente Extracto metanolico de | extractos para la obtencion | seca
las Delonix Regia de contenido fendlicos
“‘ponciana’’. determinados el método de

Folin_ Ciocalteu

4.4. Técnica e Instrumentos de Recoleccion de Datos

Se utilizara la observacion directa, medicion, coloracion, registro y otras
caracteristicas que se observen en la capacidad antioxidante y del contenido fenolico
de las hojas de Delonix Regia ‘‘ponciana’’. L0s datos obtenidos seran registrados en

tablas de recoleccidn de datos.

4.5. Plan de Anélisis

El analisis se presentard a través de tablas y gréaficos. Los datos se
procesaran mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) y Prueba T para

muestras relacionadas con un nivel de significancia de p < 0.05
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4.6. Matriz de Consistencia.

ICOS

- Determinar el TPC
por el método de folin-
ciocalteau.

- evaluar la actividad
antioxidante por el
método del DPPH.

regia

TiTULO DE LA FORMULACION OBJETIVOS: TIPO DISENO POBLACIONY
INVESTIGACIO DEL PROBLEMA HIPOTESIS VARIABLES DE DE MUESTRA
N INVESTIGACION INVESTIGACION
OBJETVO El extracto de las 1. Obtencion del | Poblacion vegetal:
Contenido De ;Tendra el extracto | GENERAL: hojas de Delom)f OIlregclla VARIABLE Basico, descriptivo extracto Conjunto  de las
; resenta contenido de ’
Polifenoles metanolico de hojas | Determinar el contenido Eolifenoles ademas | DEPENDIENTE: metanolico hojas de Delonix
Totales Y de Delonix regia | de polifenoles totalesy | de  presentar  la | Actividad Con enfoque 2. Determinacion de | Regia.
Capacidad (ponciana) el la capacidad capacidad antioxidante cuantitativo su capacidad
joxi . . _ antioxidante en dicho L.
Antioxidante contenido necesario | antioxidante del extracto VARIABLE antioxidante
Del Extracto de polifenoles totales | extracto metanolico de INDEPENDIENTE: mediante procesos
metanolico De y la capacidad las hojas de Delonix Contenido de experimentales
Las Hojas antioxidante? regia (ponciana). polifenoles totales en realizados de
Delonix regia OBJETIVOESPECIF las hojas de Delonix manera in vitro.
(ponciana).
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4.7. Principios éticos

Se promoverd la adquisicion 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 servirdn 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 propdsitos de la
investigacion, promoviendo su adecuada utilizaciéon y evitdndoles sufrimiento

innecesario.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1: Promedio y desviacion estandar del contenido de polifenoles totales del

extracto metanolico de las hojas de Delonix regia (ponciana) expresados en mg de

catequina eg/g de muestra seco

Polifenoles Totales (mg
de catequina eg/ g de
Muestra Parte de la planta Tipo de extracto muestra seca.
Delonix regia Hojas Metanol 80 % 92.76 + 1.15
(ponciana)

Fuente: Datos propios de la investigacion

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

metanolico de las hojas de Delonix regia (ponciana) expresado en una concentracion

equivalente mM de Trolox /g de muestra seca.

DPPH (mM trolox
Eq / g de muestra seca.
Muestra Parte de la planta Tipo de extracto
Delonix regia Hojas Metanol 80 % 92.76 + 1.15
(ponciana)

Fuente: Datos propios de la investigacion
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5.2. Andlisis de Resultados.

Se realizado un ensayo in vitro donde los resultados son presentan en la tablal
sobre el contenido de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu presentado
en gr de peso seco de hojas de Delonix regia. Demuestran que el contenido de
polifenoles mediante una extraccion exhaustiva con metanol al 80% se obtuvo un valor

de 28.75 £ 1. 41 mg de catequina eg. /gramos de muestra seca.

Un estudio realizado en Iquitos por el autor Céardenas, et al®, en el afio 2013.
Donde utiliza el mismo método, ademas del estandar como catequina, para determinar
el contenido fendlico en la familia de la Solanaceas. En este caso se utiliza la raiz de
Physalis angulata L. (Bolsa mullaca). Mostrando sus resultados a una concentracion
de catequinade 27.129 + 0.050 mg por cada gramo de extracto. Es relevante el estudio

debido a que pertenece a la misma familia de la Delonix regia (ponciana)

Mediante un Screening fitoquimico se demostré por los autores Rani M,
Kumaravel K,que dentro de su composicion de las hojas de Delonix regia (ponciana)
mediante el método de cromatografia de gases se evidencio la presencia de
compuestos fendlicos como el fitol, Cumarin 7, 8-dihiddro-7-hidroxi-6-metoxi-8-
oxo, escualeno, asi como compuestos diterpenoides, triterpenoides, flavonoides
vitamina E. Es relevante mostrar el estudio, debido que muestra la composicion de la

planta. 12

Asi como los autores Kessler M, Ubeaud G, Jung L en el afio 2003,
determinaron la actividad antioxidante de derivados de rutina y quercetina, ya que
algunos flavonoides semisintéticos, particularmente derivados de la rutina, se usan

como agentes terapéuticos en el tratamiento de enfermedades que involucran
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radicales libres. La cual se relaciond la estructura de dicha molécula y su actividad
de eliminacion de radicales superdxido, hidroxilo y peroxilo. Las moléculas
elegidas para este estudio fueron la rutina, su aglicona (quercetina) y sus derivados
metil etil e hidroxil etil. Como resultado se demostr6 que la alquilacion del OH en
posicién 7 de los polifenoles mejoro el barrido o la capacidad antioxidante, frente
a estos radicales libres. Evidenciando que realmente presenta activada antioxidante

que tienen estos compuestos fendlicos.

En la tabla n° 2, Presentamos resultados sobre la capacidad antioxidante,
realizadas por el método del DPPH de las hojas de Delonix regia, se obtuvieron un
valor de 92. 76 +1.15 mM de Trolox eq/ gr de muestra seca, mediante una extraccion

exhaustiva.

La autora Ramirez presenta un estudio realizado en Perd, donde determino la
capacidad antioxidante de las hoja de Vaccinium floribundum Kunt, (Mortifio),
perteneciente al orden de las Fabales, mediante el método del DPPH, utilizando el
mismo estandar Trolox. Demostrando como resultado de su trabajo la capacidad
antioxidante por maceracion con etanol al 96%, un valor de 11,723 * 0, 196 gramos
Equivalente al Trolox, por cada 100 gr de muestra seca. Demostrando la capacidad

antioxidante en esta planta. (")

El autor Murillo E, et al (9). Presenta sus resultados para la actividad
antioxidante de las hojas de Bauhinia Kalbreyeri Harms en extracto acuoso y organico,
para lo cual se utilizo el &cido ascorbico en DPPH. Muestran valores de concentracion

0,271+0,011 pg equivalente al Acido Ascorbico por /mL de muestra etanolica, para el
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extracto organico. Demostrando la actividad antioxidante con el solvente etanol, a

diferencia del extracto acuoso.

Aunque los meétodos no son la misma como la del DPPH, en nuestra
investigacion es importante mostrar los estudios realizados en especies similares a

nuestra planta Delonix regia (ponciana).
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VI. CONCLUSIONES:

6.1. Conclusiones

- Las hojas de Delonix regia presenta como compuestos fenolicos totales un

promedio de 28.75 * 1. 41 mg de catequina eq./gramos de muestra seca.

- La capacidad antioxidante encontrados en el extracto metanolico de las hojas
de Delonix regia de muestra seca. Fue de 92. 76 +1.15 mM de Trolox eq/

gr de muestra seca, mediante una extraccion exhaustiva.

6.2. Recomendaciones

- Ampliar el estudio de la capacidad antioxidante de las hojas de Delonix
regia mediante diferentes tipos de extraccion, y diferentes sustancias

activas.

- Profundizar la investigacion con un andlisis de la composicion quimica
encontradas en las hojas de Delonix regia que demostraron la actividad

antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1

Grafico 1: Curva de calibracion de polifenoles totales
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Fuente: Datos de la investigacion
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Anexo 2

Grafico 2: Curva de calibracion de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)
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Anexo 3

Figura 3: Fotografia del lugar de recoleccién de la planta de Delonix regia.

Lavado y desinfeccidn de las hijas, lisas para ser secadas en la estufa.
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Anexo 4

Constancia de la determinacion taxondmica de la planta Delonix regia.

- = ) ll‘ " x v
Herbarium Truxillense (HUT)
Universidad Nacional de Trujilio
Facultad de Clencias Bioléglcas
Jr. San Martin 392, Trulillo - Perd

Constancia N* 095 — 2018- HUT

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

Da Constancia de la determinacién taxonémica do un (01) espécimen vegetal.

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae.

Super Orden: Rosanae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Delonix

Especie: D. regia (Hook.) Raf.
Nombre comun: “ponciana”

Muestra alcanzada a este despacho por ROCIO JANETH RODRIGUEZ JAIMES,
identificada con DNI: 70128096, con domicilioc Gonzales Prada, Mz. E, Lte. 2,
Santa, Chimbole. Estudiante de la Escuela Profesional de Farmacia Yy
Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Catolica los
Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya determinacién taxonémica servira para
{a realizacion del Proyecto: Efecto antiinflamatorio de Defonix regia “ponciana”.

Se expide la presente Consl
que hubiera lugar.

Ve Mb?AéERO LEON
$ >z

\feotor defHerbario HUT

cc. Herbario HUT

E- malil: herbariumtruxillensehut@yohoo.com
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Anexo 5: Constancia de la ejecucion con hojas de Delonix regia.
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