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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
Jatropha curcas L. “pifion blanco”. Dicha investigacion es de tipo descriptivo y con
nivel de enfoque cuantitativo. La muestra vegetal fue procedente del distrito de Nuevo
Chimbote, provincia del Santa, departamento de Ancash. Se desarrolld la técnica del
Folin Ciocalteu para la cuantificacion de polifenoles considerando como patrén
catequina y a través del método DPPH para la capacidad antioxidante considerando
como patron Trolox. Los resultados encontrados fueron que en lo que respecta a la
presencia de compuestos fendlicos, las hojas de Jatropha curcas L. “piiién blanco”
contiene 63.28 £ 1.09 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
demostraron que el extracto metanolico de las hojas de Jatropha curcas L. “pifion
blanco” tiene contenido de polifenoles totales equivalente a 63.28 + 1.09 mg
catequina /g de muestra seca y la capacidad antioxidante del extracto metandlico de
las hojas de Jatropha curcas L. “pifion blanco” fue equivalente a una concentracion
de 606.62 + 11.34 expresado en mM de Trolox /g de muestra seca. Es asi que
concluimos afirmando que el extracto metandlico de las hojas de Jatropha curcas L.
“pifidon blanco” tiene un alto contenido de polifenoles y capacidad antioxidante para

inhibir los efectos de radicales libres.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, DPPH, Jatropha curcas L., Polifenoles

totales.
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ABSTRACT

The present research work aimed to determine the antioxidant capacity and total
polyphenol content of the methanolic extract of the leaves of Jatropha curcas L.
"white pine nut". This research is descriptive and with a quantitative approach level.
The plant sample was from the district of Nuevo Chimbote, province of Santa,
department of Ancash. The Folio Ciocalteu technique was developed for the
quantification 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 that with regard to the presence of phenolic compounds, the leaves
of Jatropha curcas L. "white pine nut” contains 63.28 + 1.09 mg of catechin eq./g of
dry sample. In what corresponds to the evaluation of the antioxidant activity by means
of the DPPH method, the results showed that the methanolic extract of the leaves of
Jatropha curcas L. “white pine nut” has total polyphenol content equivalent to 63.28
+ 1.09 mg catechin / g of dry sample and the antioxidant capacity of the methanolic
extract of the leaves of Jatropha curcas L. "white pine nut" was equivalent to a
concentration of 606.62 + 11.34 expressed in mM of Trolox / g of dry sample. Thus,
we conclude by stating that the methanolic extract of the leaves of Jatropha curcas L.
"white pine nut" has a high polyphenol content and antioxidant capacity to inhibit the
effects of free radicals.

Keywords: Antioxidant capacity, DPPH, Jatropha curcas L., Total polyphenols.
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l. INTRODUCCION

El empleo curativo de plantas medicinales, como reemplazo de medicamentos
farmaceéuticos, es aplicado desde tiempos remotos para tratar, curar y prevenir
enfermedades. Hoy en dia, se halla un mayor interés por la medicina
tradicional, ya que la poblacién opta por la medicina herbaria que se encuentra
a su alcance, convirtiéndolo como una alternativa primordial para el cuidado

primario de su salud.!

En el avance de busqueda e investigaciones en el area de las plantas medicinales
es necesario destacar que en la XXXI Asamblea General de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se decretd el comienzo de un colosal programa y/o
proyecto mundial con la finalidad de evaluar con eficacia cientifica demostrada
y dar solucion por medio de éstas, a los severos problemas de salud a nivel
global, teniendo en cuenta que alrededor del 80% de los individuos que viven
en paises sub desarrollados o en vias de desarrollo utilizan la medicina

herbaria.?

Uno de los principales problemas de salud a nivel mundial son las
enfermedades crénico-degenerativas, cabe mencionar que dentro de este grupo
de patologias se encuentran la Hipertension arterial, Enfermedades hepaticas,
Diabetes mellitus, Enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson, y
distintos tipos de oncologias; asi como también el envejecimiento donde la

etiologia de estas patologias compromete en gran parte al estrés oxidativo el



cual es producido cuando el ataque oxidativo de los radicales libres supera las

defensas antioxidantes de las células conllevando asi a una muerte celular.®

Las plantas sintetizan una gran cantidad de metabolitos primarios y
secundarios, cuando hablamos de metabolitos secundarios, quiere decir que las
plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol, conocidos también como compuestos fendlicos, fenilpropanoides
o polifenoles siendo el grupo méas abundante dentro de los metabolitos
secundarios. Entonces, la actividad antioxidante esta relacionada a la presencia
de polifenoles gracias a su capacidad de atrapar, o inhibir la produccion de

radicales libres.*

Los antioxidantes son clasificados en seis tipos; antioxidantes miscelaneos,
antioxidantes sintéticos, antioxidantes naturales, antioxidantes enzimaticos,

atrapadores de oxigeno y antioxidantes primarios.®

Per(, posee una flora neotropical que es una de las mas diversas en especies y
endemismos, y contiene una gran variedad bioldgica y una amplia variedad de

ecosistemas, motivo para sentirnos orgullosos de nuestro pais. &’

Jatropha curcas L. conocido en la region costera del Pera como “pifion”, y
“pifidn blanco” en la regién amazodnica es una planta con diversas propiedades
curativas y es usada como medicina tradicional. Las hojas por decoccidn las
usan para enfermedades gastrointestinales tales como hemorroides; paralisis;
reumatismo y hasta en gonorrea, el latex del tallo es usado para tratar herpes,

verrugas, llagas, gingivitis, infecciones bucales y ulceras estomacales. Asi



mismo, las semillas son usadas machacadas para tratar la hidropesia, fracturas,

gota y estrefiimiento.®

Este arbusto tiene origen a partir de Sudameérica tropical hasta México, A su
vez, éstas se encuentran en territorios de la subregidn andina como Ecuador,
Panama, Colombia, Bolivia, Venezuela y Per(. En nuestro pais, Peru,
especificamente se hallan en los departamentos de Ucayali; Piura, Cajamarca,

Loreto, San Martin, Cusco y Lima.®

La planta Jatropha curcas L. no ha sido reportada en la region de Ancash, sin
embargo se encontrd un arbusto de pifion blanco en el Distrito de Nuevo

Chimbote, Provincia del Santa del Departamento de Ancash.

Por lo tanto se planted y propuso el siguiente problema de investigacion (El
extracto metanolico de las hojas de Jatropha curcas L. “pifidn blanco” tendra

capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales?

Sobre la base de lo expresado, el presente trabajo tuvo por objetivo determinar
la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales en el extracto
metanolico de las hojas de Jatropha curcas L. “pifion blanco”; Asi como
también tuvo como objetivos especificos, determinar la capacidad antioxidante
del extracto metandlico de las hojas de Jatropha curcas L. “pifién blanco”
expresado en mM de trolox eq/g muestra seca; y finalmente la determinacion
del contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de las hojas de
Jatropha curcas L. “pifion blanco” expresado en mg de catequina eq/g

muestra seca.



El area geografica en que se realiz6 el estudio fue en el laboratorio de
bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Catdlica
Los Angeles de Chimbote. Dentro de la metodologia se realizé la investigacion
de la capacidad antioxidante segun el método DPPH considerando como patron
Trolox y se determino el contenido de polifenoles totales mediante el método
de Folin Ciocalteu usando catequina como patrén a concentraciones de 0,5; 1;

2,5; 5y 10 ppm (mg/L).

Los resultados fueron presentados en tablas y graficos valorados mediante un

analisis medidas de tendencia central promedio y desviacion estandar.

Objetivos de la investigacion.

Obijetivo general:

Determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales del
extracto metanolico de las hojas de Jatropha curcas L. “pinén blanco”.
Obijetivos especificos:

Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto metanolico de las
hojas de hojas de Jatropha curcas L. “pifion blanco” expresado en mg de
catequina eg/g muestra seca.

Determinar la capacidad antioxidante del extracto metanolico de las hojas
de Jatropha curcas L. “pifion blanco” expresado en mM de trolox eg/g

muestra seca.



REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes

INTERNACIONALES

Mendez!® et al. en su articulo publicado en el afio 2018 realizaron una
comparacion de la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos
obtenidos con solventes de diversa polaridad de la planta Jatropha curcas L.,
recolectada en Mérida Venezuela determinandolo por medio del método de
DPPH. Ademas, determinaron la suma de Fenoles totales y flavonoides
hallados en los extractos. La capacidad antimicrobiana fue realizada usando la
metodologia de difusion en agar con discos de papel frente a cepas. Dichos
hallazgos obtenidos evidenciaron que el extracto LM-D manifesté actividad
antioxidante con el valor de 1C50 de 1.54 mg/mL. La concentracion de fenoles
fue de 128.61 g de patron por mg de extracto. Por tanto la especie J. curcas
recolectada en Mérida Venezuela posee 6,4% de compuestos fendlicos. Por

otro lado no se observo actividad antimicrobiana en ninguno de los extractos.



Ardilal! et al. en el libro publicado en el afio 2018 determinaron las actividades
antioxidante y antimicrobiana de extractos de las hojas de Jatropha curcas y
tres variedades de Hibiscus cannabinus. Para la actividad antibacteriana se
estableci6 por difusion en agar frente a cepas de Escherichia coli y para para
determinar la capacidad antioxidante usaron la metodologia con DPPH y B-
caroteno. Obtuvieron que los extractos que mostraron mayor actividad
antioxidante se obtuvieron con solventes EP y EtOH por el método de Soxhlet,
en cuanto a la actividad antimicrobiana el método de microondas y método de
Soxhlet, tuvieron actividad frente a los dos microorganismos, siendo mas

sensible Escherichia coli con Jatropha curcas.

En un estudio publicado en el afio 2012 por Shikhar, 2 et al. realizaron una
evaluacion fitoquimica, analisis fisicoquimicos y estudio antioxidante de las
semillas de Jatropha curcas donde los extractos etandlicos, acuosos e
hidroalcohdlicos de J. curcas se examinaron para evaluar la capacidad
antioxidantes utilizando la actividad de captacion de radicales libres por
DPPH. Se demostro acido protocatecuico y acido galico presentes en la especie
como antioxidantes potenciales. Se demostré también ICso encontrados en el
extracto etanolico es de 46 + 3,46 g / ml, acuoso 36,66 = 0,57 g/ ml y en el
hidroalcohdlico es de 32,66 + 1 mg / ml Usando como estandar al &cido
ascorbico el cual mostro una Clsp de 2.66 + 0.11 pg / ml. demostrando asi que
el extracto obtenido de la semilla posee una capacidad antioxidante in vitro
significativa y que el extracto etanolico tuvo un mayor 1Cs.

Oskoueian et al. en su articulo publicado en el afio 2011 realizaron un estudio

para evaluar el contenido fitoquimico, antioxidante, antiinflamatorio vy



propiedades de citotoxicidad de extractos metanolicos de la hoja, corteza del
tallo, raiz y latex de la planta Jatropha curcas Linn. Se determind la actividad
de eliminacion de radicales con DPPH estable (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo);
obtuvieron como resultado que los extractos metanolicos de las hojas y latex,
de la J. curcas Linn. tuvieron cantidades apreciables de compuestos fenélicos
38.8+2.14 mg de acido galico eq/g muestra seca; y 6.8g/ml de actividad
antioxidante. Los extractos de raiz y latex mostraron actividad antiinflamatoria
y el extracto metanolico de la raiz propiedad terapéutica anticancerigena contra

la linea celular de adenocarcinoma de color humano.

En un estudio publicado por Gaviria'4, et al en el afio 2015 evaluaron la
actividad antioxidante y antitopoisomerasa de extractos de 29 especies de
plantas, donde, por maceracion obtuvieron extractos de metanol vy
diclorometano a los cuales se les determind la actividad antitopoisomerasa por
el método de difusion en agar, también evaluaron la capacidad captadora de RL
por los métodos de los radicales DPPH y ABTS; finalmente, determinaron el
contenido de polifenoles totales por el método de Folin — Ciocalteu, Como
resultados obtuvieron que 8 extractos de diclorometano y 15 de metanol poseen
actividad antioxidante superior al 25% vy alto contenido de fenoles totales;
donde los extractos metandlicos de 2 especies de plantas pertenecientes a la
familia Euphorbiaceae presentaron los porcentajes de actividad antioxidante
mas altos con valores de (45.56 umolTrolox/g extracto) y (45.51 pmolTrolox/g

extracto) ninguno de los extractos mostraron actividad antitopoisomerasa.



NACIONALES

En un estudio publicado por Vales®™, et al. en el afio 2019 en Iquitos evaluaron
la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro del extracto etanolico de la
raiz de Jatropha curcas L. recolectado en el Centro Experimental de Plantas
Medicinales de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la UNAP, la técnica
empleada fue la de Folin-Ciocalteu para la determinacion de fenoles totales la
concentracion fue calculada en base en la curva de calibracién y se expreso
como mg equivalentes de acido galico/ml y La actividad antibacteriana la
determinaron utilizando el método de Difusion por Disco mas conocida como
el método de "Kirby-Bauer".Los resultados mostraron una elevada actividad
antioxidante y una significativa cantidad de fenoles totales. Ademas de una
actividad antibacteriana resistente e intermedia, para Staphylococcus aureus, y

Salmonella sp respectivamente.

Quirdz®8, en su trabajo de investigacion determind la capacidad antioxidante y
cuantificacion de polifenoles totales en corteza y hojas de Jacaranda acutifolia
la cual pertenece a la clase Magnoliopsida, donde determinG el efecto
antioxidante mediante el método de secuestro de radicales libres DPPH y la
concentracion de polifenoles totales presentes en el extracto seco de corteza y
hojas mediante el método de Folin — Ciocalteu. Obtuvo un promedio de 155.29
+3.0209 y 58.96 + 4.00 mg de catequina eq. /g muestra seca de contenido de
polifenoles en hoja y corteza respectivamente, en cuanto a la capacidad
antioxidante se obtuvo 345.47 + 29.06 y 324.31 £+ 29.06 mM con respecto al

Trolox eq. /g muestra seca de las hojas y corteza respectivamente lo cual le



permitié concluir que la Jacaranda acutifolia perteneciente a la clase

Magnoliopsida tiene un alto contenido de polifenoles y capacidad antioxidante.

2.2.Bases tedricas de la investigacion

2.2.1. Posicion taxonémica.

Machahua® sefiald que la clasificacion fue determinada por Cronquist en 1988
empero las denominaciones inferiores como: subfamilia, tribu y subtribu fueron

propuesto por Webster en 1975.
Reino: Plantae
Sub reino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub Clase: Rosidae
Orden: Euphorbiales

Familia: Euphorbiaceae

Sub familia: Crotonoideae
Tribu: Joannesieae
Subtribu: Jatrophiinae
Género: Jatropha

Subgenero: Jurcas (L.)



Especie: Jatropha Curcas (L.)
Nombre Vulgar: “Pifién Blanco”

2.2.1.1. Generalidades de la familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae es muy diversa, ya que estd conformada por 5
subfamilias; 49 tribus; 317 géneros y cerca de 8100 especies las cuales se
encuentran distribuidas principalmente en las zonas tropicales y subtropicales
del mundo. Todas las especies que conforman la familia Euphorbiaceae
contienen una savia acre y lechosa conocida como latex la cual contiene entre
sus componentes ésteres di o ni terpenos. '

La estructura de la familia Euphorbiaceae puede llegar a ser desde plantas
herbaceas hasta plantas arbdreos con la peculiaridad de poseer un exudado
llamado latex. Gran parte de las especies que pertenecen a esta familia
presentan sustancias toxicas que son utilizadas como defensa para las mismas
ante depredadores de primero 6rden como los herbivoros. Actualmente esta
familia es una de la angiosperma comunmente Ilamada planta con flores que
posee innumerables variedades en cuanto a su habitat. Por otro lado, su
morfologia varia de tamafio desde arboles de gran altura hasta arbustos
pequerfios y sus hojas tienen una disposicion opuesta o alterna al tallo, por otro
lado en cuanto a su composicion, éstas pueden llegar a ser palmeadas hasta
simples. Ademéas muchas especies de esta familia Euphorbiaceae tiene la
caracteristica de presentar estipulas que seguidamente seran transformadas en

glandulas o espinas.'®
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2.2.2.  Descripcién botanica de Jatropha curcas L.

Jatropha curcas L. generalmente son arbustos o arbol pequefio que poseen un
exudado caracteristico coloreado o transparente que despide cuando la planta
sufre alguna averia o laceracion, asi mismo, presenta un fruto capsular que
engloba entre una a tres semillas de forma ovoide y hojas alternas.*®
Este arbusto llega a medir hasta 8 m de alto, las caracteristicas de sus hojas son
alternas, y simples, ademas poseen peciolos extensos, con una longitud de
aproximadamente 10 cm-15 cm, también posee una anchura de 9 cm-15 cm,
sus hojas son de forma ovadas, y filotaxis espiral que descienden en épocas
secas. La coloracion del haz es de color verdoso; y el envés color verde
transparente. 2
Por otro lado las flores presentan diez estambres; ademas posee flores
masculinas, pero también flores femeninas, aproximadamente de un tamafio de
68 milimetros, de color verde amarillas y vellosos, su corteza es de una
coloracion verde amarilla lisa y descolorida. Asimismo posee una raiz central
y cuatro raices periféricas. En cuanto al tallo es cilindrico verde, robusto,lo
cual la cual origina ramas con un exudado lacteo que emana de ella.
Finalmente sus frutos son capsulas drupaceas y ovoides al principio poseen una
coloracion verde, sin embargo con el tiempo se vuelven de una coloracién café
0suro o negruzco.?

2.2.2.1. Composicion quimica de diferentes estructuras de Jatropha curcas L.
El metabolismo es un conglomerado de fendmenos quimicos y/o reacciones
quimicas que desarrollan las células de los organismos vivos las cuales

sintetizan complejas sustancias a partir de algunas mas simples o para dimitir
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sustancias complejas y conseguir sustancias simples tales como aminoéacidos,
carbohidratos, lipidos, glicéridos, &cidos nucleicos; Ahora bien, las plantas son
organismos autétrofos que, ademas de su metabolismo primario que poseen
también presentan un metabolismo secundario el cual les posibilita realizar
compuestos de naturaleza quimica variada, estos compuestos procedentes del
metabolismo secundario se le denominan “metabolitos secundarios” tales como

alcaloides, compuestos fenolicos, glicosidos y terpernos e isoprenoides.?%?2

Investigaciones realizadas permiten estimar que la constitucion de la naturaleza
fabrica complejos con una gran variedad de propiedades fisico quimico y
bioldgico. Asi mismo, la planta Jatropha curcas L. posee un gran nimero de
estudios con el fin de conocer sus compuestos quimicos de cada parte de la
planta, dichos estudios han permitido conocer la naturaleza en términos de

estructura quimica y sus propiedades bioldgicas y fisicoquimicas.??

Se han identificado metabolitos aislados en distintas partes de la planta

Jatropha curcas L. %2
En las hojas se han identificado compuestos tales como:

- Flavonoides: Isovitexina. Vitexina y Apigenina,

- Diterpenos: Heudolotinona.

- Esteroles: estigmast- 5 - en-3 3, 7 B- diol; estigmasterol; estigmast 5-
en-3B,7a-diol; Colest-5-en-3p;7p—diol, colest-5-en-33 7a-diol; 3
- sitosterol; campesterol; 7 - ceto — B -sitosterol y B — D - glucdsido.

- Triterpenos: 1-triacontanol; o - amirina y el dimero.
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- Aminas: Mezcla de pirimidina—2, 4 - diona y 5-hidroxipirrolidina-2-
ona.

En el tallo se han identificado compuestos tales como:

- Triterpenos: Taraxerol; B - sitoesterol; B — amirina; friedelin;
jatrocurina y epi-friedelinol.

- Cumarinas: éster metilico escopoletina.

- Diterpenos: palmarumicina CP1, palmarumicina JC1, palmarumicina
JC2.

En la parte aérea se han identificado compuestos tales como:

- Acidos:  p-cumérico;  0-cumarico; p-hidroxibenzoico; p-
metilbenzoico, resorsiilico; protocatéquico.

- Diterpenos: 3- - acetoxi — 12 — metoxi — 13 — metil — podocarpa - 8,
11, 13 -trieno-7-ona; isojatrogrossidentadiona; 3 £, 12- hidroxi-13 — metil -
podocarpa -8, 10,13-trieno; 15-O-acetil-15-epi-(4E) — jatrogrossidentadiona.

En las raices se han identificado compuestos tales como:

- Esteroles: Daucosterol; B - sitosterol y su f-D-glucésido.

- Triterpenos: Taraxerol.

- Cumarinas: Marmesina; Jatrofina; Propazina; Tomentina; 6-metoxi-7-
hidroxicoumarina y 5-hidroxi-6,7-dimetoxicumarina.

- Diterpenos: Curcusona A-D; Curculatirano Ay B, jatrofolona Ay B,

caniojana; jatrofolol; jatrofalactama.

- Flavonoides: Nobiletina.

En el latex se han identificado compuestos tales como:
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- Péptidos: Curcaciclina Ay B.
- Enzimas: Curcaina.
- Alcaloides: Jatrofano y Jatrofina.

En las semillas se han identificado compuestos tales como:

- Esteroles: R-sitosterol y su p-D-glucdésido

- Diterpenos: Factores C1-C6 “di ésteres nucleo tiglano 12 - deoxi — 16
hidroxiforbol”.

- AzUcares: Sacarosa Yy Dulcitol

- Proteinas: lipasa JL; curcina; Esterasa JEA, JEB.

2.2.3. Usos tradicionales de la planta Jatropha Curcas L. “piiién blanco”.
Jatropha es el nombre del género, el cual proviene del griego Jatrds que
significa “doctor” y trophé que significa “comida”.3

La planta Jatropha curcas es cultivada fundamentalmente para la produccion
de semillas, esto debido a que dichas semillas poseen un alto porcentaje de
aceite, 55-60% de rendimiento, ademas, cabe mencionar que puede ser
transformado como combustible sin ser refinado. Tradicionalmente, la J. curcas
es empleado como purgativo, hemostatico, depurativo, cicatrizante, salpullidos,
reumatismos, ictericia, inflamaciones, hernias, gonorrea, dermatitis,
neumonia.?

En el Perq, la Jatropha curcas L. es usada como purgante, antirreumatico,
analgeésico, anti ulceroso, para usos topicos en conjuntivitis, como antiséptico

y como cicatrizante.?

2.2.4. Estrés oxidativo y sistema de defensa antioxidante.
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Las enfermedades cronicas - degenerativas (ECD) son los primordiales
origenes de muerte en la humanidad. Las patologias mas comunes o problemas
de salud publicas mas comunes son la enfermedades cardiovasculares, HTA,
diabetes mellitus y distintos tipos oncologias, las cuales abundantes se
encuentran coligados a evolucién oxidativo que conllevan a la muerte celular.
Cabe mencionar que estas patologias estan asociadas a la edad, el
envejecimiento y la alimentacion del ser humano. 2

Basicamente, los seres vivos que usan oxigeno para la produccion de energia
liberan radicales libres (RL), estos radicales libres constituyen un mecanismo
molecular de siendo agentes tdxicos y generadores de patologias crénico
degenerativas. Sin embargo, a pesar que los seres vivos transigen incontables
factores exdgenos y factores enddgenos de estrés oxidativo (EO), igualmente
gozan de innumerables sistemas de amparo y proteccién que constituyen la
defensa antioxidante frente a especies reactivas de oxigeno (EROS). Sin
embargo esta barrera no siempre resulta efectiva. 2

Se considera que entre 2% y 5% del oxigeno total se transforma en especies
reactivas de oxigeno EROS.

2.2.4.1. Radicales libres o especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres (RL) o también conocidos como especie reactiva de
oxigeno (ERO) son moléculas que en su configuracion atébmica posee un e~
desapareado o dispar en el orbital externo, lo que le confiere una estructura
inestable. El oxigeno es un elemento indispensable en la vida, sin embargo,

como ya mencionamos es fuente de radicales libres, que si no se neutralizan de
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forma apropiada pueden tener efectos mortiferos sobre la funcion celular. En la
molécula de oxigeno se conocen las siguientes especies reactivas (EROS) 7

- Anién super 6xido (Oz) Este radical es el mas cuantioso y frecuente a nivel

celular. Es disefiado primordialmente en la sucesion de transporte de e” y
en la fagocitosis para ser utilizado como proteccion bactericida. Asi mismo,
este radical es producido en reacciones enzimaticas y de auto oxidacion en
distintos organoides celulares: como en reticulo endoplasmico; citosol y las
mitocondrias.?®

- Perdxido de Hidrogeno (H202): Cabe mencionar que este no es radical
libre, empero, es de gran significancia una forma reactiva, esto a causa de
que tiene la suficiencia de originar el radical OH cuando esta frente a un
hierro como metal. Esta especie reactiva de oxigeno es producida
mayormente en la matriz mitocondrial, no obstante también se produce en
otros organoides celulares como los peroxisomas, el citosol y el reticulo
endoplasmico.?®

- Radical hidroxilo (OH): Este radical posee una alta reactividad, y actla de
manera veloz e impreciso con blancos celulares méas limitrofes como el
ADN, carbohidratos proteinas y lipidos. Asi mismo, posee una capacidad
superior en causar dafio a nivel celular que las demas EROS; esto es
correspondiente a que las células no poseen un sistema enzimatico
antioxidante resistente a este radical OH. La constitucion de este radical a
nivel celular se da cuando es exhibida a irradiaciones ionizantes como por

ejemplo rayos gamma o rayos X.?®
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- Oxigeno singulete (O2'): Esta ERO tiene la capacidad de alterar distintas
moléculas constituyentes de los seres vivos como el ADN y ocasionar
trastornos en las proteinas mediante la oxidacion de algunos grupos
esenciales de aminoacidos como por ejemplo la histidina, el triptéfano,

residuos de cisteina y la metionina 2

2.2.4.2. Formacion de Radicales Libres(RL)

Los RL son formados por fuentes exdgenas y enddgenas, y el principal
productor de las ERO es la mitocondria, fuente endogena. La respiracion
celular se da al nivel de la mitocondria y que aproximadamente el 90% del O
inhalado es consumido en dicho lugar. Y el 2% del O reducido es
transformado en Radical anion stiper 6xido.?’

2.2.4.3. Estrés oxidativo (EO); su papel en el envejecimiento y sus patologias
Si ocurre un incremento del contenido intracelular de la especie reactiva de
oxigeno “ERO” y este excediese las defensas antioxidantes de las células habra
una produccion de estrés oxidativo “EO”. Esto producird dafios a los
corpusculos biologicos tales como las proteinas, lipidos y los acidos nucleicos.
El estrés oxidativo se puede presentar en diversas patologias en donde altararan
la funcionabilidad celular coadyuvando el progreso de estas patologias crénico

degenerativas.?

2.2.5. Compuestos fendlicos.

Los fenoles o compuestos fendlicos son la agrupacion mas amplio de
constituyentes no energéticos encontrados en los suministros de fuente vegetal.

La actividad de los compuestos fendlicos para modular el efecto de distintas
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enzimas, y obstaculizar los mecanismos de sefalizacion en diferentes
procesamientos celulares se debe a la particularidad fisicoquimicas de esta
composicion, que les posibilita intervenir en diversas reacciones celulares

metabdlicas de 6xido reduccién.®

Gracias al poder antioxidante que tienen los polifenoles, éstos presentan una
variedad de efectos benéficos y/o actividad bioldgica como lo son la capacidad
antioxidante, antimicrobiana, anticancer, antiinflamatoria, entre otras.*

2.2.6. Antioxidante.

Estas son sustancias sintéticas o naturales que impiden y evitan la oxidacion e
inhiben reacciones promovidas por oxigeno y peroxidos. Estos agentes
reductores a causa de su capacidad de dxido reduccion que presentan grupos
OH y correlaciones en su estructura en las distintas fracciones de su
configuracion el cual pondra fin a la reaccion, para luego estabilizar el atomo
que buscaba el emparejamiento para su electron desparejado. Los antioxidantes
desempefian sus cualidades benéficas impidiendo la formacién de RL y

contrarrestando o neutralizando los ya producidos.!

2.2.6.1. Clasificacion de los antioxidantes

Existen numerosas clasificaciones de los antioxidantes, sin embargo la méas
importante y significativa es la que se divide en dos grandes grupos:
antioxidantes que entran mediante la cadena alimentaria conocida como

exdgena y antioxidantes sintetiza la célula conocidos como enddgenos. 2
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Al reaccionar el antioxidante con el RL le cede un e  oxidandose y
convirtiéndose en un RL debil con insuficientes, escasos o nulas consecuencias
toxicas y que en algunos casos pueden depravarse a su perfil primario por la
actuacion de distintos antioxidantes. Asi mismo, posen distintos mecanismos
de accion, algunos imposibilitan la formacion de los Radicales Libres y/o
especies reactivas “sistema de prevencion”, otros impiden la accion de los
radicales libres “Sistema barredor” y otros benefician la reconstruccion de los

sistemas bioldgicos perjudicados conocido como “sistema de reparticion”. 3

2.2.6.1.1. Antioxidantes exdgenos. Aqui como ya mencionamos, éstas
ingresan mediante la cadena o serie alimentaria, los cuales son
vitaminas A, vitamina C y vitamina E, el Beta caroteno, los
polifenoles, licopeno y la melatonina.®*

2.2.6.1.2. Antioxidantes enddgenos. Los sistemas antioxidantes endégenos
principales son las enzimas superoxidodismutasa (SOD) que
cambian el radical Oz2en H202, asi como también la catalasa (CAT)
que altera el H.O; en agua y oxigeno. Y la glutationperoxidasa
(GPX) que oxida el glutation y reduce de esta manera el H20z. ,y
algunos metales como el zinc, cobre y el selenio.®

2.2.7. Capacidad Antioxidante: Métodos de obtencién.

Son diversos los métodos cromdgenos que existen para determinar la capacidad
antioxidante que contiene alguna parte de la planta, ya sea frutos; hojas; tallos;
semillas; etc que captan los RL. Tales como ABTS; DPPH (2,2- difenil-1-
picrilhidracil); DMPD; DMPO; FRAP. Sin embargo; son dos los méas usados,

el ABTS y DPPH *
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2.2.7.1. Método de decoloracion del radical DPPH

El DPPH es un radical nitrogenado organico y estable, el cual tiene un intenso
color parpura. Basicamente, este método sirve para determinar la capacidad
antioxidante con base en la disminucion de color, medida a 517 nm; por accion
de un compuesto antioxidante. Dicha actividad también puede medirse por
resonancia espin-electron. 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.

La reaccion del modelo de barrido que sucede entre el radical DPPH vy el

antioxidante seran descritos a continuacion®:

DPPH+AH —————— DPPH-H+A
DPPH+A ———— DPPH-A
A+A  —  A-A

Se forma un nuevo radical durante la interaccion del radical DPPH vy el
antioxidante, y las reacciones secundarias conducen y forman compuestos
estables

2.2.7.2. Porcentaje de captacion de radicales libres

El porcentaje de captacion de radicales libres se calcula usando la siguiente

formula:
% de captacion = (A inicial — A final / A inicial)

La capacidad y/o actividad antioxidante de los compuestos es medido en

funcion del grado de decoloracion que causan en la solucion del radical DPPHe.
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Por tanto; el método de decoloracion se basa en la capacidad que tiene la

sustancia de capturar un e- desapareado del radical o de liberar un proton.36

I11.  HIPOTESIS

El extracto metanolico de las hojas de Jatropha curcas L. “pindn blanco” tiene
un alto contenido de polifenoles, por lo tanto, presentan capacidad antioxidante.

IV. METODOLOGIA
4.1.Disefio de la investigacion

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

4.1.1. Obtencidn de la especie vegetal.

La muestra vegetal fue recolectada en éptimo estado de desarrollo vegetativo
durante el mes de mayo del afio 2019, en el distrito de Nuevo Chimbote cerca
al Paradero “N” (Av. Agraria HUP Nicolds Garatea), provincia Santa,
departamento de Ancash. El estudio se realiz6 de las hojas del material vegetal,
las cuales fueron seleccionadas, lavadas, aireadas a temperatura medio
ambiente, en sombra y luego llevadas a la estufa para su secado a una
temperatura de 40°C, durante 27 horas para ser pulverizadas en un molino de
cuchillas eléctrica, marca Oster y luego se almacen6 en un frasco color ambar

cubierto con papel aluminio hasta la fecha de prueba.

4.1.2. Preparacion del extracto metanolico (CH30OH 80%) por

extraccion exhaustiva. ¥’

Para la obtencidn del extracto metanolico se utilizé 0,2067g de hojas secas y

pulverizadas, ésta fue afiadida a un tubo de centrifuga. Se le afiadi6 como
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solvente 15 ml de metanol al 80% + acido formico al 0,1%. Seguidamente se
procedid a colocar una barra magnética para posteriormente llevarlo al agitador
magnético digital durante 30 minutos. Pasados los 30’ retiramos la barra
magnética del tubo de centrifuga y se llevé a la centrifuga universal a 6000 rpm

(revoluciones por minuto) durante 5 minutos.

Posteriormente, con sumo cuidado de no mover la muestra centrifugada
tomamos el sobrenadante con una pipeta graduada de 1 ml y traspasamos a una
fiola de 50ml la cual debié estar envuelto con papel aluminio para evitar
contacto con la luz. Dicho proceso de extraccion se realizd 03 tres veces.
Finalmente el extracto obtenido se llevo a congelador a 4° C hasta el momento

del andlisis.

4.1.3. Preparacion del 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 tener 0.06Mm.

4.1.3.1. Determinacién de la capacidad antioxidante a través del método de

2,2-Difenil-1- Picrilhidrazil (DPPH)%'

En una cubeta se adiciond 1450uL de DPPH a 0.06 mM, luego se llevo a leer a
espectrofotometro a una longitud de onda (A) de 515nm para obtener su
absorbancia a tiempo cero (DPPH t0), a continuacion a ello se le agregdé S0uL
del extracto metandlico de hojas y se dejé por 15 min. en obscuridad para que
reaccione, por ultimo se obtuvo la absorbancia A a tiempo 15 (DPPH t15). El

andlisis se realiz0 por triplicado para cada una de las muestras.
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Como estandar se utilizé el Trolox a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5,5, 7.5y

10 mM, para obtener la curva de calibracién.

El porcentaje % de inhibicion se determiné utilizando la siguiente formula:

Abs DPPH t0—Abs DPPH t15
Abs DPPH t0

%INH = x 100

Donde:

%INH: Porcentaje de inhibicion

Abs DPPH t0: Absorbancia del 2,2-Difenil-1- Picrilhidrazil a tiempo 0

Abs DPPH t15: Absorbancia del 2,2-Difenil-1- Picrilhidrazil a tiempo 15

Se realizd una curva de calibracion con Trolox para verificar que el extracto
metanolico de las hojas de Jatropha curcas L. “pifion blanco” posee capacidad

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

4.1.4. Determinacién de polifenoles totales por el método de Folin —

Ciocalteu.

En una fiola grado B con tapa Giardino de 10 ml se agrego 2,5 ml de agua tipo-
I1, después se afiadio el estdndar de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5;
5; 7.5y 10ppm (mg/L) para obtener la curva de calibracion, a las demas fiolas
se adiciond 50 uL de extracto metandlico al 80%, respectivamente a cada fiola.
Posteriormente se agregé 500 puL de Folin Ciocalteu y se dejé reposar por 5
minutos en oscuridad. Transcurrido este tiempo se agregd 2 ml de carbonato de
sodio al 10%, seguidamente se afor6 con agua tipo-11 e inmediatamente se llevo

a oscuridad por 90 minutos, EIl andlisis se realiz6 por triplicado para las
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muestras. Finalmente se realizo la lectura en el espectrofotdmetro UNICO 2800

UV/Vis a una longitud de onda de 700 nanémetros.®’

4.2.Poblacion y muestra
Poblacién vegetal: Hojas de Jatropha curcas L. “pindn blanco”

Muestra vegetal: Se emplearon 0,2067g de hojas.

Criterios de inclusion: las hojas en buen estado vegetativo Yy fitosanitario.

4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICA
CONCEPTUAL OPERACIONAL DOR
Capacidad Sustancia que al encontrarse a Se realiz6 a travésde  mM de
antioxidante bajos niveles de método de DPPH  Trolox

del extracto concentraciones en existencia segun capacidad de eq/gde

metanolico de de un sustrato oxidable, esta secuestro y/o  muestra
las hojas de retarda la oxidacion de la inhibicion de seca
Jatropha misma radicales libres de
curcas L. acuerdo a valores de
“pifion absorcion medida en
blanco”. el espectrofotometro

UV/IVIS.
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Contenido de Grupo heterogéneo de Se trabajo con el mgde

polifenoles del moléculas que comparten la reactivo Folin  catequin
extractodelas cualidad de poseer en su Ciucalteo, segin  aeg/g
hojas de estructura varios grupos valores de absorciébn  muestra
Jatropha bencénicos sustituidos por medida en el seca
curcas L. funciones hidroxilicas. espectrofotdmetro

“pifién UV/VIS.

blanco”

4.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utiliz6 la observacion directa, medicion y registro de las reacciones de
coloracion y otras caracteristicas que se observan en la medicion de las
concentraciones totales de polifenoles. Los datos obtenidos fueron registrados

en fichas de recoleccién de datos.

4.5. Plan de andlisis
Los resultados son presentados en tablas considerando medidas de tendencia

central promedio y desviacion estandar.
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4.6. Matriz de consistencia

TITULO DE LA FORMULACIO OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES TIPO DE DISENO DE POBLACION Y
INVESTIGACION N DEL INVESTIGACION INVESTIGACION MUESTRA
PROBLEMA
Capacidad ¢El extracto  Objetivo general El extracto 1. Variable Determinacion ~ Poblacién
antioxidante y metandlico  Determinar la capacidad metandlico de dependiente de polifenoles vegetal:
contenido de de las hojas antioxidante y contenidode las hojas de Capacidad totales segun el Conjunto de
polifenoles de Jatropha polifenoles totales del Jatropha curcas antioxidante de método de hojas
totales del curcas L. extracto metanolico de las L. “pifion las hojas de  Estudiode  Folin-Ciocalteu Jatropha
extracto “pifion hojas de Jatropha curcas blanco” Jatropha tipo no curcas L.
metanolico de blanco” L. “pifion blanco”. tiene un alto curcas L. experimental “pifién
las hojas de tendra Objetivos especificos contenido de “pifion blanco”
Jatropha capacidad Determinar el contenido de  polifenoles, por blanco”. Determinacion
curcas L. antioxidante polifenolestotalesde lasde lo tanto, 2.Variable de lacapacidad Muestra
“pinon y contenido las hojas de Jatropha presentan independiente antioxidante vegetal:  Se
blanco”. de curcas L. expresados en capacidad Concentracion segln el emplearon
polifenoles mg de catequina eg/g antioxidante. de Polifenoles meétodo de 0,2067g de
totales? muestra seca. del extracto DPPH. hojas.
) ) metanolico de
Det_ern_unar la capacidad las  hojas de
ant|OX|df31nte del ex_tracto Jatropha
metanolico de las h01a§ de curcas L
Jatropha curcas L. “pinon “pifién
blanco” expresado en mM blanco”.

de trolox eg/g muestra
seca.
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4.7.Principios éticos

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, se promueve la recuperacion
del conocimiento tradicional sobre el uso del 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.
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V. RESULTADOS

a. Resultados
Tabla 1.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES
DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS DE Jatropha curcas
L. “piiion blanco” EXPRESADOS EN mg DE CATEQUINA eq/g

MUESTRA SECA SEGUN EL METODO DE FOLIN-CIOCALTEU.

Parte de la Tipo de extracto  mg catequina
Muestra planta eq./g muestra
seca
Jatropha Hojas Metanélico 63.28 + 1.09
curcas
L.

Fuente: Datos propios de la investigacion.
Tabla 2.

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL
EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS DE Jatropha curcas L.
“piiién blanco” EXPRESADO EN mM DE TROLOX eq/g DE MUESTRA

SECA POR METODO DE DPPH.

Parte de la Tipo de extracto mM/Trolox eq g
Muestra planta muestra seca
Jatropha Hojas Metandlico 606.62 + 11.34
curcas
L.

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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5.1.2. Andlisis de resultados

En la Tabla 1. se muestran los resultados de la evaluacion del contenido de
polifenoles del extracto metanolico de las hojas de Jatropha curcas L. “pifion
blanco” expresados en mg de catequina eq/g muestra seca segun el método de

folin-ciocalteu, el cual fue de 63.28+1.09.

Oskoueian 3 et al. usando similar metodologia obtuvieron un 38.8+2.14 mg de
acido galico eg/g muestra seca de polifenoles totales en las hojas de J. curcas
L. Lo que demuestra que el extracto metandlico de las hojas de J. curcas L.
procedente del Distrito de Nuevo Chimbote, Ancash Per( tiene un contenido
de polifenoles superior respecto al extracto metanolico de las hojas de J. curcas

L. obtenidaen la granja de la Facultad de Agricultura, Universiti Putra Malasia.

Por otro lado, en cuanto a la determinacion de la capacidad antioxidante del
extracto metanolico de hojas de Jatropha curcas (L.) “pifién blanco” expresado
en mM de trolox eq/g de muestra seca segun el método DPPH se muestran en
la Tabla 2. lo cual indica que presentan una actividad de 606.62 + 11.34 mM
con respecto al trolox equivalente por gramo de muestra seca, datos que
difieren a los obtenidos por Quir6z'® donde usando la misma metodologia
obtuvo un promedio de 345.47 £ 29.06 mM con respecto al trolox equivalente
por gramo de hojas secas de Jacaranda acutifolia la cual pertenece a la misma
clase Magnoliopsida que la Jatropha curcas, considerandolo como una alta
capacidad antioxidante; lo que me permite concluir que el extracto metandlico
de las hojas de J. curcas L. procedente del Distrito de Nuevo Chimbote,

Ancash Per( posee una alta capacidad antioxidante para inhibir los efectos de
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radicales libres comparado a otras especies de la misma clase. Cabe mencionar
que el resultado obtenido mostrados en la tabla 2. respalda a Gaviria'* et al.
por lo mostrado en sus estudios, refiriendo que los extractos metanolicos de
las plantas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae obtuvo mayor capacidad

antioxidante frente a otras familias a diferentes extractos.

La presencia de compuestos fendlicos o también conocido como
fenilpropanoides o polifenoles se realiz6 bajo el método de Folin Ciucalteu en
el cual la propiedad de los fenoles de la estructura quimica de la planta
reacciona frente a agentes oxidantes como este reactivo. Este reactivo contiene
molibdato y tungstato sddico que al reaccionar con los compuestos fendlicos
presentes, forman complejos fosfomolibdico - fosfotingstico. Y estando éste
en un medio basico la transferencia de electrones reduce estos complejos a
oxidos de tungsteno (W O) y molibdeno (Mo O ), manifestando una coloracion
azul intenso que son proporcionales a la cantidad de grupos fenolicos presentes

en la molécula de interés.3®

En otras palabras los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu (RF-C) bajo condiciones basicas o alcalinas (ajustadas por la
solucion de carbonato de sodio a pH > 10). La disociacion del proton fendlico
permite la formacidn del idn fenolato, el cual es capaz de reducir el reactivo de
Folin-Ciocalteu (RF-C), lo que apoya la idea de que la reaccion ocurre a través

del mecanismo de transferencia de electrones. 3°

En el grafico 1. observamos que la curva de calibracion de polifenoles totales

tiene como coeficiente de determinacion 0.9966 mg de catequina equivalente/g
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de hoja seca de Jatropha curcas L. “pifion blanco”, teniendo absorbancia
versus concentracion de catequina en el que se muestra lineabilidad
demostrando la presencia de polifenoles en un promedio de 63.28 = 1.09 mg

catequina eg. /g de muestra seca siendo una cifra muy equivalente.

En la evaluacion fitoquimica de las semillas de la Jatropha curcas L.
determinadas por Shikhar'? et al encontraron dos compuestos fenélicos, acido
protocatecuico y acido galico presentes en la especie como antioxidantes

potenciales.

En la evaluacion del perfil fendlico por HPLC de las hojas de Jatropha curcas
L. determinado por Farouk, et al en el afio 2014 se encontrd que el contenido
total fendlico fue de 104,40 + 9,33 mg de acido gélico equivalente por gramo
de muestra seca en los cuales detectaron contenido de flavonoides, taninos,
saponinas, cumarinas, esteroles y compuestos de triterpenos; los flavonoides
tuvieron un predominio notable con un 64,17 + 0,51 mg de quercetina
equivalente por gramo de muestra seca. Por ende, la presencia de dichos
compuestos terapéuticos potentes presentes en las hojas de la J.curcas respalda
su actividad antioxidante. Cabe mencionar que en la estructura del grupo
flavonoides el poder antioxidante y la capacidad de eliminar radicales libres

radica en el hidroxilo funcional que estos grupos poseen.*°
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En cuanto a la determinacién antioxidante se realiz6 bajo el método DPPH, su
funcién principal de este reactivo, es que cuando se pone en contacto con una
sustancia que dona un atomo de Hidrogeno (antioxidante) se produce la forma
reducida DPPH-H o DPPH-R en el que da una pérdida de color amarillo palido.
El radical DPPH es ampliamente usado y esto se debe a que se obtiene los

resultados en un tiempo corto.?’

En la curva de calibracion de DPPH que mostramos en el grafico 2. tiene como
coeficiente de determinacion 0.9879 mM Trolox equivalente /g muestra seca,
teniendo absorbancia versus concentracion de Trolox en la que se puede
observar una linea recta, mostrando que el extracto metanolico 80% obtuvo una

alta cantidad (606.62+11.34) /mM Trolox eq./g en muestra seca.

De acuerdo a todo lo dicho anteriormente afirmamos que la capacidad
antioxidante estd relacionada a la concentracion de polifenoles; ya que en
diferentes bibliografias encontramos, que la capacidad antioxidante se
encuentra completamente ligada a los compuestos polifenolicos que se

encuentran en las hojas.
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VI. CONCLUSIONES

— El extracto metandlico de las hojas de Jatropha curcas L. “pi7ién blanco”
tiene contenido de polifenoles totales equivalente a 63.28 + 1.09 mg

catequina /g de muestra seca.

— Lacapacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Jatropha
curcas L. “pifion blanco ” fue equivalente a una concentracion de 606.62 +

11.34 expresado en mM de Trolox /g de muestra seca.

RECOMENDACIONES

— El presente estudio representa una base cientifica para futuros estudios acerca
de la capacidad antioxidante de la Jatropha curcas L. “pifién blanco”. Por lo
que se recomienda determinar cuél es la sustancia(s) que hacen posible esta
accion asi como los mecanismos que podrian estar asociados a sus efectos.

— Ampliar el estudio de la capacidad antioxidante de la Jatropha curcas L.

“pifidon blanco” con otros métodos.
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ANEXOS

Curva de Calibracién Polifenoles Totales
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Gréfico 1. Curva de calibracion de polifenoles totales del extracto metandlico

de las hojas de Jatropha curcas L. “pifion blanco”.

Curva de calibracién DPPH

_ 100.00
S y=111.01x+4.1357 9
=] 21
2 20.00 R =0.9879
=
£ 60.00
= o
% 40.00
= 1
§ 20.00
[=} .""
& poo
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concetracion Trolox equivalente

Graéfico 2. Curva de calibracion de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo) del

extracto metandlico de las hojas de Jatropha curcas L. “pifion blanco”.
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Figura 1. Diagrama de bloques del proceso de investigacion.
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EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA
NACIONAL DE TRUJILLO

Da Constancia de la determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Super Orden Rosanae

. Orden Malpighiales

. Familia Euphorbiaceae

. Género Jatropha
Especie J. curcas L.

2 Nombre comin:  “pifion blanco”

Muestra alcanzada a este despacho por HUAMAN FLORES G
identificado con DNI: 76850187, con domicilio legal en Urb. Nico
Lote "13° Nuevo Chimbote . Estudiante de la Facultad C
EscuelaProfeuomldeFummbequlmlcndolaU \
de Chimbote (ULADECH) Ccuya determinacion .
del Proyecto de investigacion para obtener

antioxidante y contenido de m del extracto
Jatropha curcas L “pifion blanco®

Se expide a presente Constanc
hubiera lugar.

Figura 2. Constancia de la determinacion taxondmica de Jatropha curcas L.

“piiidn blanco”.
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Figura 3. Recoleccion de la muestra vegetal hojas de Jatropha curcas L.

“pifion blanco” procedente del Distrito de Nuevo Chimbote, Ancash Peru.
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Figura 4. Descarte del material vegetal hojas de Jatropha curcas L. “pinén
blanco” procedente del Distrito de Nuevo Chimbote, Ancash Peru que no

cumplen con los criterios de inclusion.

Figura 5. Seleccién del material vegetal hojas de Jatropha curcas L. “pifién
blanco” procedente del Distrito de Nuevo Chimbote, Ancash Pert en 6ptimo

estado de desarrollo vegetativo y fitosanitario.
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Figura 6. Muestra vegetal hojas de Jatropha curcas L. “pifidon blanco” en

Optimo estado de desarrollo vegetativo y fitosanitario llevadas al horno de

convencion forzada a 40°C.

Figura 7. Pulverizacion de la muestra vegetal seca hojas de Jatropha curcas

L. “pifion blanco”.
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Figura 8. Procedimiento de preparacién del extracto metanélico (CH30H

80%) por extraccion exhaustiva.

Figura 9. Muestras problemas del extracto metandlico de las hojas de

Jatropha curcas L. “pifién blanco”.
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Figura 10. Colocacion del Na2CO3 al 10% a las tres fiolas con las muestras

problemas del extracto metandlico de las hojas de Jatropha curcas L. “pinon

blanco”.

Figura 11. Lectura de las tres muestras del extracto metandlico de las hojas de
Jatropha curcas L. “pifién blanco” en el espectrofotéometro UNICO 2800

UV/Vis.
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