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RESUMEN

Los polifenoles son el grupo de metabolitos secundarios que se encuentra con mayor
incidencia en las plantas medicinales, siendo actualmente material de estudio e
interés, debido a que poseen capacidad antioxidante por ser captadores de radicales
libres, siendo, por estas propiedades antioxidantes, motivo de implicacion en el
ambito preventivo de enfermedades degenerativas, El objetivo general de éste
trabajo de investigacion fue determinar la capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles totales de las hojas de Vaccinium corynbosum (Arandano azul) Para
lograr dicho objetivo se realizd una extraccion metandlica exhaustiva, infusién y
decocto de las hojas de Vaccinium corynbosum (Arandano azul). Para poder
determinar la capacidad antioxidante en las hojas se utilizd6 como método el ensayo
de DPPH “2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil” y para identificar la cantidad de polifenoles
totales se utilizo el método de “Folin-ciocalteu”. Se obtuvo como resultado que el
decocto de las hojas evidenciaba mayor capacidad antioxidante comparable a una
concentracion de 1147.95 +0.40 mM Trolox /g de muestra seca, asi mismo el
contenido mas alto de polifenoles totales se encontrd también en el decocto
obteniendo un resultado equivalente a 147.05+£2.07 24 mg. de catequina/g de muestra
seca. Se puede concluir que las hojas de Vaccinium corynbosum (Arandano azul)

presentan capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales.
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ABSTRAC

Polyphenols are the group of secondary metabolites that are found with the highest
incidence in medicinal plants, being currently study material and interest, because
they have antioxidant capacity to be free radical scavengers, being, for these
antioxidant properties, cause for involvement In the preventive field of degenerative
diseases, the general objective of this research work was to determine the antioxidant
capacity and total polyphenol content of the leaves of Vaccinium corynbosum
(Blueberry) To achieve this objective an exhaustive methanolic extraction, infusion
and decoction was performed of the leaves of Vaccinium corynbosum (Blueberry).
In order to determine the antioxidant capacity in the leaves, the DPPH test "2,2-
Diphenyl-1-Picrilhidrazil” was used as a method and the "Folin-ciocalteu™ method
was used to identify the amount of total polyphenols. It was obtained as a result that
the decocto of the leaves showed a greater antioxidant capacity comparable to a
concentration of 1147.95 + 0.40 mM Trolox / g of dry sample, likewise the highest
content of total polyphenols was also found in the decocto obtaining a result
equivalent to 147.05 £ 2.07 24 mg. of catechin / g of dry sample. It can be concluded
that the leaves of Vaccinium corynbosum (Blueberry) have antioxidant capacity

and total polyphenol content.
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l. INTRODUCCION:

Desde épocas antiguas y hasta la actualidad las plantas medicinales son un gran
recurso en el area de la medicina, siendo material de estudio por sus multiples e
importantes propiedades benéficas que deben su accidn a ciertos componentes
Ilamados principios activos; es un tema recurrente ya que cada vez es mayor la
importancia de las personas por productos que no contengan manipulacion
quimica. Se emplean, muchas veces, diversas partes de la muestra vegetal para el
analisis de sus diferentes metabolitos, a veces juntas o separadas, ya que su
utilizacion depende de donde se encuentre el metabolito con el que se quiere

trabajar.!

Se conoce como antioxidante natural a una sustancia que reduce o previene el
desbalance del sistema oxidativo, al producirse una oxidacion de biomoléculas de
forma excesiva da lugar al incremento de radicales libres, lo cual esta asociado a
diversas enfermedades degenerativas (diabetes, el cancer, problemas
cardiovasculares), el objetivo de una sustancia antioxidante es contrarrestar los
radicales libres, impidiendo de esta manera la oxidacion de diversas moléculas,
para ello sede atomos de Hidrogeno los cuales neutralizan y evitan el deterioro

de las células.?

La especie vegetal Vaccinium corymbosum es destacada por atribuirle diversas
propiedades como antioxidante y antiinflamatoria, es oriunda del hemisferio
norte, siendo cultivada en EE. UU, Chile y Perd, es un arbusto permanente, los
frutos que da por lo general son de color azul o rojizo oscuro, tiene forma

esférica y es de pequefio tamafio. Los frutos del genero Vaccinium evidencian



gran cantidad de compuestos fenolicos como flavonoides, flavones,
antocianidinas, proantocianidinas y glusidos por lo que se le atribuye actividad

antioxidante.®1®

En base a lo antes descrito se plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢Las
hojas de Vaccinium corynbosum (Arandano azul) tendran capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles? Se propone como objetivo principal de
la investigacion determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles
totales del extracto metandlico y acuoso de las hojas de Vaccinium corynbosum

(Arandano azul).

El trabajo de investigacion se realizd segin la metodologia experimental,
enfocado hacia un nivel de investigacién cuantitativo. Para lograr dicho efecto se
realizara la metodologia segun el método de DPPH, para poder determinar la
capacidad antioxidante de la especie vegetal se utiliz6 volimenes de muestra en
pL a los que se adicion6 metanol, teniendo como base que el radical libre DPPH
se torne de tono azulado, sustrayendo un atomo de H que es proveniente de un
agente donador de electrones, y consecuentemente se produzca una reduccion del

tono de color del DPPH.*



OBJETIVO DE LA INVESTIGACION:

OBJETIVO GENERAL.:

- Determinar la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales del
extracto metandlico y acuoso de las hojas de Vaccinium corynbosum

(Arandano azul)
OBJETIVOS ESPECIFICOS.:

- Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico y

acuoso de las hojas de Vaccinium corynbosum (Aréndano azul)

- Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandélico y acuoso de las

hojas de Vaccinium corynbosum (Arandano azul)
1. REVICION DE LA LITERATURA:
2.1. ANTECEDENTES

Gaviria, et al. En el afio 2009 realizaron una investigacion con el fin de
determinar el contenido de antocianinas, fenoles totales y actividad
antioxidante de Vaccinium meridionale (mortifio); la actividad
antioxidante se estudio por las metodologias DPPH, ABTS y FRAP y los
fenoles totales por el método de Folin Ciucalte, obteniendo como
resultado en el contenido de antocianidinas 200,6 + 10,2 mg eq de
cianidin — 3- glicosido/ 100g fruta fresca, en fenoles totales 609 + 31 mg
eq de &cido galico/ 100g de fruta fresca y en actividad antioxidante por el
metodo de DPPH 2404 +120 uM de Trolox/ 100g de fruta fresca, por el
metodo de ABTS 8694 +435 uM de Trolox/ 100g de fruta fresca y para

FRAP 581 +29 mg de acido Ascérbico/ 100g de fruta fresca.®



Segln Wang, et al. en el afio 2015 esta investigacion se realizé con el fin
de determinar la composicion de fenoles y actividad antioxidante en hojas
de cultivares de arandanos, emplearon hojas de 104 cultivares diferentes,
la actividad antioxidante fue estimada utilizando DPPH, ABTS y ensayos
FRAP utilizando metanol para la extraccion; los resultados del ensayo
DPPH indican que el cultivar '‘Bluerain' tenia el antioxidante mas alto
actividad (45.0 + 1.0 mg / g de peso seco) (M = SE), seguida de
‘Centurion’, "Vernon", "Britewell" y "Myers" con 44.9 £ 0.9, 44.3 £ 0.1,
43.2 £ 0.5y 43.1 + 0.3 mg /g de peso seco respectivamente, los hallazgos
de los ensayos ABTS y FRAP fueron similares, con ambos ensayos que
muestran que el cultivar ‘Vernon’ tenia la méas alta Actividad
antioxidante, a 257 + 4,3 mg /g de peso seco para ABTS 139 +4.8mg /g
de peso seco para FRAP.®

Segun Michel, et al. en el afio 2017 este estudio fue realizado para
determinar la variacion en el perfil polifenolico y la actividad antioxidante
in vitro de las hojas de la mora oriental (Gaultheria procumbens L.)
después del desarrollo foliar, encontraron muestras de hojas cosechadas
mensualmente a lo largo de la temporada de crecimiento en las
condiciones climaticas polacas, con el complementario “UHPLC - PDA-
ESI - MS3”, “HPLC - PDAfingerprint”, “Folin-Ciocalteau” y “n-butanol /
HCI”, ensayos de extractos de metanol-agua (75:25, v / v). los resultados
arrojaron polifenoles estructuralmente diversos (149.2-210.7 mg / g de
peso seco), los niveles fenolicos y pardmetros de actividad antioxidante

en el DPPH. (CE50, 15.0-18.2 mg de peso seco / ml) (0.95-1.16 mmol de



equivalentes de Trolox / g de peso seco) y FRAP (2.3-3.4 mmol de Fe 2
+ / g de peso seco) (86-1.26 mmol de equivalentes de Trolox/g de peso

seco)’.

2.2. BASES TEORICAS:
2.2.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se denomina antioxidante a "cualquier sustancia que retarda,
previene o elimina el dafio oxidativo hacia una molécula” o
bien, "a la capacidad que tienen determinados compuestos para
neutralizar los radicales libres". En este sentido, se ha observado
que los arandanos, comparados con otras frutas y vegetales,
tienen una alta capacidad antioxidante debido particularmente a
sus altas concentraciones de antocianinas como los compuestos
polifendlicos, el &cido ascorbico, los carotenoides y la vitamina
E.B

Enfermedades como el cancer son las principales causas de
muerte en la civilizacion, lo beneficioso de los alimentos
vegetales se atribuye principalmente a sustancias con actividad
antioxidante, el vino tinto, el arandano (Vaccinium
corymbosum) y la uva de mesa (Vitis vinifera) se han
promovido mucho como alimentos que previenen la
arterosclerosis y el cancer, por su alto contenido de compuestos

polifendlicos. 2



2.2.2. RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO:

Para las células de nuestro organismo la respiracion en presencia
de oxigeno resulta esencial, pero ello trae como consecuencia la
produccion de unas moléculas denominadas “radicales libres”,
las cuales producen con el paso del tiempo efectos negativos
para la salud por la capacidad que tienen de alterar el DNA, las

proteinas y los lipidos o grasas.®

En nuestro cuerpo hay células que se renuevan continuamente
como las células del intestino o de la piel y otras que no como
las neuronas. Con el tiempo, los radicales libres pueden
ocasionar alteraciones genéticas, aumentando de esta manera el
riesgo de padecer enfermedades degenerativas como el cancer, y
reducir la funcionalidad de las células que no se renuevan

desencadenando el envejecimiento.?

Los radicales libres actian sobre el DNA mitocondrial, el cual al
ser muy susceptible causa la oxidacion de diversas moléculas
produciendo el estrés oxidativo y existe evidencia de que este
mecanismo est& implicado en procesos carcinogénicos. También
conlleva a la desfiguracion estructural de las proteinas y a la
peroxidacion lipidica que produce a la alteracion de la
permeabilidad de la membrana celular y el correspondiente dafio

y muerte celular.®

Los radicales libres son todas aquellas especies quimicas,

cargadas 0 no, que en su estructura atémica presentan un



2.2.3.

electron desapareado o impar en el orbital externo que les da
una configuracion espacial generadora de gran inestabilidad; son
muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actlan

cerca del sitio en que se forman y son dificiles de dosificar.!!
SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE
Sistema Enzimatico

Los organismos que viven en aerobiosis han desarrollado
enzimas con funcion antioxidante, que incluyen “superoxido
dismutasa”, “catalasa”, “glutation peroxidasa” y “DT-diaforasa”.
La enzima Superdxido Dismutasa esta encargada de la rx de
desmutacion de O» a agua, luego de ello, otra rx catalizada a
través de catalasa o de glutation peroxidasa desintoxicard dicho
producto obteniendose agua y O». Esta catalasa es encontrada
especificamente en los “peroxisomas”, y Ssu caracteristica
fundamental es eliminar el agua generado dentro de la beta
oxidacién de 4&cidos grasos, por otro lado, la glutation
peroxidasa se encarga de degradar el agua presente en el

citoplasma. La funcion de DT - diaforasa, es reducir la quinona
en quinol.®

Sistema No Enzimatico

Nuestras celulas suelen utilizar una cadena de antioxidantes en
donde estan incluidas: la Vitamina C, Vitamina E, zinc,

betacaroteno, ferritina, selenio, acido drico, glutation reducido,

ubiquinona, ceruloplasmina, manganeso, flavonoides, siendo



2.2.4.

estos Ultimos de una importancia Unica al ser extraidos de
ciertos alimentos. El efecto que proporcionen serd dependiente,
de vez en cuando, de una directa interaccion entre las especies
reactivas para proporcionar complejos estabilizados o una
reactividad muy disminuida, mientras que en otros actia como
un co-sustrato dentro del movimiento catalitico de algunas
enzimas, por ejemplo, el glutation reducido es el tiol citosélico
maés grande que actua como un "secuestrador" de OH o un co-
sustrato de la glutatién peroxidasa. En ultima instancia, muchos

de estos antioxidantes provienen externamente.*®
ANTIOXIDANTES EXOGENOS

Vitamina C: Es un inhibidor de la oxidacion de los lipidos,
posee ademas, efecto eliminador de radicales y regenera la

vitamina E.%

Vitamina E: Es el principal antioxidante exdgeno, se encuentra
presente en la membrana celular manteniendo la integridad,
protegiendo la destruccion de la vitamina A y retardando el

envejecimiento de las células.

B-Caroteno (pro-vitamina A): sus propiedades como
antioxidantes estan determinadas por las caracteristicas de su
estructura, la geometria molecular asegura una correcta funcion
como protector del ADN, deteniendo el deterioro de los

tejidos.t®



2.2.5.

Polifenoles: Los grupos funcionales de los compuestos
fenolicos son los que le otorgan su potencial para captar los
radicales libres. Algunos parametros que le otorgan la capacidad
antioxidante son: grado de metoxilacion, tipo de compuesto y

cantidad de hidroxilos en su estructura quimica.?

Oligoelementos Selenio (Se), Zinc (Zn), Manganeso (Mn),
Cobre (Cu): Conforman el nucleo energético de las enzimas
antioxidantes, mantienen en buenas circunstancias las funciones
del higado, corazon, funciones reproductoras, y actlan como

protectoras frente a enfermedades degenerativas.!®%

MECANISMO DE ACCION ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes son moléculas que sirven para neutralizar los
radicales libres ya que éste libera un electron, el cual es captado
por la molécula inestable (radical libre), convirtiéndose en
molécula estable.'?

La mayoria de métodos para corroborar la actividad
antioxidante se encuentran basados en la generacion de radicales
libres. Estos radicales formados reaccionan con la muestra en
estudio dependiendo de su capacidad ésta ejerceria su accion
como inhibidor del radical. De esta manera, se determina
realmente el “efecto antioxidante” que la muestra pueda
proporcionar, ya que no se puede medir la “actividad
antioxidante” directamente. La manera idonea de medir la

actividad antioxidante seria midiendo por separado la actividad



2.2.6.

2.2.1.

de cada componente de la muestra natural en estudio, es muy
compleja la determinacion de la concentracion y nimero de los
compuestos antioxidantes presentes en la materia de estudio.
Las medidas de la actividad como antirradical se pueden hacer
por medio de dos diferentes estrategias, en funcion de la

informacion que se quiere encontrar. 1!

METODO PARA LA CUANTIFICACION DE

POLIFENOLES
Folin-Ciocalteu:

Este método estd basado en la capacidad que poseen los
compuestos fenoles para reaccionar con algun agente oxidante.
El molibdato y el tungstato de sodio presentes en el reactivo,
reaccionan con todo tipo de fenoles, en medio basico forman
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico reducidos, dando lugar
a oxidos de tono azulado de wolframio “WgO23” y molibdeno
“MogO23”. Presentdndose esta coloracion de acuerdo a la

variedad de hidroxilos presentes de la molécula.?*
METODOS PARA LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE.

Se han establecido diversos métodos para determinar la
capacidad antioxidante de plantas y alimentos, como FRAP,
DMPD, DPPH, DMPO y ABTS, de los cuales los més aplicados

son el ABTS y el DPPH, siendo este tltimo el mas usado.?

10



2.2.8.

DPPH «2.2-difenil-1 picrilhidrazil”

Su enfoque y metodologia se basa totalmente en la reduccién de
los radicales libres de DPPH que da como resultado la
decoloracion. La muestra con actividad antioxidante provoca la
eliminacion de la coloracion dentro del reactivo en metanol a un
volumen de 60 uM. En esta concentracion, la mezcla alcanza de

inmediato una absorbancia de 0.7 a 517 nm.%

MUESTRA EN ESTUDIO
Vaccinium corvmbosum(Arandano azul

Esta especie vegetal es originaria de América del Norte,
perteneciente a la familia “Ericaceae” y es uno de los tantos
grupos de frutas llamadas comunmente como “berries”. La fruta
de esta planta es una baya de forma esférica que tiene un tono de

color que va de azul hasta negro. * 3

Clasificacion Taxonémica:
— Reino: Plantae

— Divisién: Magnoliophyta
— Clase: Magnoliopsida

— Orden: Ericales

— Familia: Ericaceae

— Subfamilia: Vaccinioideae
— Tribu: Vaccinieae

— Geénero: Vaccinium

— Especie: Vaccinium corymbosum?®

11



Descripcion botanica

Todas las plantas pertenecientes a la familia de las “Ericacea”
son en su mayoria arbustos ascendentes que pueden llegar a
medir en su punto mas maduro hasta 7 metros de altura, el
tamafio de sus hojas puede variar de 1 cm a 8 cm de largo,

tienen una forma ovalada y son de tono verduzco.*

Tiene hojas simples y estan distribuidas de forma aleatoria en
todo el largo de la rama, miden aproximadamente 5 -7 cm de
longitud, su color mas caracteristico es el verde palido, pero
dependiendo de ciertos cultivares y de algunas épocas del afio
(otofio) pueden tornarse rojizas. En el arandano el crecimiento y
desarrollo son constantes, por ende, el establecimiento se da
entre el primer y segundo afio de establecimiento, sus primeras
cosechas se dan a partir del tercer afio, logrando mantener una
produccion constante a los 6 a 7 afios después de la siembra.*
tradicional

El género Vaccinium es tradicionalmente empleado como
alimento y también como planta medicinal, sobre todo se utiliza
en el tratamiento de las infecciones del tracto urinario (ITU) y
también como preventivo, es consumida por los pobladores por
poseer un efecto antioxidante, por ende, protege a las células y

brinda proteinas.®®

12



Composicion guimica

El género Vaccinium posee metabolitos secundarios como los
flavonoides, los cuales son metabolitos que se encuentran en
gran cantidad de especies vegetales, posee también picmentos
tipo antocianinas como la epi-catequina, delfinina, petunidina,
cianidina, proantocianidinas, malvidina, hiperésido y peonidina;

presenta también taninos, acidos polifendlicos.'> 16

Los flavonoides presentes en el género de la especie vegetal
acttan protegiendo el organismo de quien la consume del dafio
que pueda producir algin agente oxidativo, como por ejemplo la
contaminacion del ambiente o los rayos UV, debido a ello, se le

otorga la propiedad antioxidante.’

Los compuestos polifendlicos que posee el género Vaccinium
han sido muy estudiados por la farmacologia en diversas
especies; ya que estos compuestos poseen actividad antioxidante
y antimicrobiana en enfermedades como las infecciones
urinarias, en los frutos de las especies vegetales Vaccinium
mirtillus y Vaccinium macrocarpon se ha encontrado presencia
de metabolitos como las proantocianidinas, las cuales se
encargan de irrumpir la adhesion fimbrial de la E. coli

uropatdgena.’®

Los Taninos y acidos polifendlicos se caracterizan por poseer la

actividad antioxidante, anti agregacion plaquetaria, coadyuvante
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en la  microcirculacion retiniana, microcirculacion en

general y reduccion en la insuficiencia venosa crénica.®

I1I.  HIPOTESIS:
Hipdtesis implicita.
IV. METODOLOGIA
4.1. Disefo. del trabajo de investigacion:
El disefio de la presente investigacion es de tipo descriptivo.
4.2. Poblacion y muestra
4.2.1. Obtencion de la droga vegetal
La especie vegetal fue recolectada en la localidad de Chao en el
Departamento de La Libertad, ubicada aproximadamente a unos
65 kilometros al sur de Trujillo, en optimo estado vegetativo
durante el mes de Julio del 2018. (Anexo 4)
El estudio se realizd con aproximadamente 500 gr hojas de
Vacciniun corymbosum (Arandano azul), estas fueron secadas
en estufa a 45° C, posteriormente pulverizadas en un Molino de

cuchillas y almacenadas hasta la fecha del ensayo. (Anexo 5)
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

Preparacion del extracto metanolico 80% por extraccion
exhaustiva ®® (Anexo 6)

Para la obtencion del extracto metandlico se procedié a pesar
0.2534 g de muestra seca y pulverizada, esto se colocd en un
tubo de centrifuga (envuelto con una capa de aluminio) y se
adicion6 15 mL de metanol al 80% + acido formico al 0,1%,
luego se colocd sobre un agitador magnético durante 30
minutos, posterior a ello se llevo a centrifugar a 6000 RPM
(revoluciones por minuto) por 5 minutos, el sobrenadante se
separ0 y se coloco en una fiola de 50 mL (envuelto con una capa
de aluminio), el procedimiento se repitid por tres veces, por
Gltimo se llevé a volumen con el solvente y se conservé a -8°C
hasta el momento del andlisis.

Preparacion del extracto por infusion (Anexo 7)

Se agreg6 200 mL de agua destilad en un vaso de precipitacion,
se llevo a calor hasta su ebullicion, luego se retiro de la fuente
de calor y se agregd 1.02 g de muestra seca y pulverizada,
posteriormente se cubrié con aluminio en papel, se dejé en
reposo durante 5 minutos y finalmente se filtro y se dejo enfriar
para su posterior analisis.

Preparacion del extracto por decoccion: (Anexo 7)

Se afiadié 200 mL de agua destilada en un vaso de precipitacion
méas 1.01 g de muestra seca y pulverizada, se llevé a ebullicion

por 10 min se cubridé con aluminio en papel, después de este

15



4.2.5.

tiempo se filtrd y se dejé enfriar para su posterior analisis.

Determinacion de capacidad antioxidante por el método
DPPH 23 (Anexo 8)

Se prepard 100 mL del reactivo a 0.06 mM, para ello se utilizd
2.3 mg de DPPH vy se aford con metanol a 100 mL.

En una cubeta se adicion6 1450uL de DPPH a 0.06 mM, luego
se llevd al espectrofotémetro y se ley6 a una longitud de onda
de 515 nm obteniendo asi la absorbancia a tiempo cero (DPPH
t0), a continuacion, a ello se le agregd 50 pL del extracto y se
dej6 por 15 minutos en oscuridad para que se produzca la
reaccion, por ultimo, se obtuvo la absorbancia a tiempo 15
(DPPH t15). El analisis se realizo por triplicado.

Se utilizo el Trolox como estdndar a concentraciones de 0.5, 1.0,
2.5,5, 7.5y 10 mM, para obtener la curva de calibracion, ya que
la concentracion del Trolox como estandar fue equivalente a la
capacidad que poseen los extractos utilizados para neutralizar al
radical DPPH.

Para determinar el porcentaje de inhibicion se utiliz6 la

siguiente formula

% Inhibicion = DPPH t0 — DPPH t15 X 100

DPPH t0

DPPH t0: absorvancia obtenida a tiempo 0
DPPH t15: absorvancia obtenida a tiempo 15
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4.2.6. Determinacion de polifenoles por el método de Folin —
Ciocalteu % (Anexo 8)
Se agreg6 2,5 ml de agua destilada en una fiola de 10 mL,
después se adiciond el estandar de catequina a concentraciones
de 0.5; 1; 2.5; 5; 7.5 y 10 ppm (mg/L) para obtener la curva de
calibracion, a las demads fiolas se adicion6 50 pL de extracto
metandlico al 80%, 50ul del extracto acuoso por infusion y 50
pl del extracto acuoso por decoccion respectivamente a cada
fiola. Posteriormente se agregd 500 puL de Folin Ciocalteu y se
dej6 en reposo y oscuridad por 5 min. Transcurrido el tiempo
establecido se agregd 2 mL de carbonato de sodio 10%,
posteriormente se aford con agua destilada e inmediatamente se
llevé a oscuridad por 90 minutos, El analisis se realizd por
triplicado para cada una de las muestras. Finalmente se realizo
la lectura en el espectrofotometro UNICO 2800 UV/Vis a una

longitud de onda de 700 nanémetros.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variables Definicion. conceptual Definicion Indicador.
operacional.
Capacidad
antioxidante de Sustancia que al
Capacidad de
los extractos de encontrarse con un
secuestrar y/o inhibir mM trolox

las hojas
Vaccinium
corymbosum

(Arandano Azul)

sustrato oxidable, esta
retarda la oxidacion de la

misma.

radicales libres.

(DPPH)

eq./g muestra

Contenido de
Polifenoles en los
extractos de hojas

de Vaccinium

corymbosum

(Arandano Azul)

Son un grupo de sustancias
heterogéneos que
compartan uno 0 mas
grupos fenol por molécula,
una caracteristica comun

en su estructura molecular

Folin-ciocalteu

mg catequina
eq./g muestra

Seca

4.4. Técnicas e instrumentos. de recolecciéon de datos

Se evalud tomando como dato el valor de absorbancia medida en el

espectrofotdbmetro y observacion directa. Los datos que se obtuvieron

fueron registrados en fichas de acumulacién de datos

4.5. Plan de analisis.

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

promedio, desviacion estandar, en Microsoft Excel. Regresion lineal

para la calibracion del patron.
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4.6.Matriz de consistencia

TITULO DE LA FORMULACION OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES TIPODE METODOLOGIA
IVESTIGACION DEL PROBLEMA INVESTIGACION
Capacidad (Las hojas de | OBJETIVO GENERAL Capacidad Diseiio de
antioxidante v | Vaccinium Determinar la capacidad antioxidante y el antioxidante en los Investigacion:
contenido de | corynbosum contenido de polifenoles totales del extractos de las hojas e Determinacién de
polifenoles totales del | (Arandano azul) | extracto metanélico y acuoso de las hojas de Vaccinium polifenoles  totales
extracto metanolico v | tendran capacidad | de Vaccinium corynbosum (Arandano Implicita corynbosum 1 Descriptivo segun el método de
acuoso de las hojas de | antioxidante v | azul) (Arandano azul) Folin-Ciocalteu
Vaccinium contenido de | OBJETIVOS ESPECIFICOS e Determinacién de
corynbosum polifenoles? e Determinar el contenido de Contenido de capacidad
(Arandano azul) polifenoles totales del extracto polifenoles totales en antioxidante segin
metandlico v acuoso de las hojas de los extractos de las el método de DPPH.
Vaccinium corynbosum (Arandano hojas de Vaccinium
azul) corynbosum
e Determinar la capacidad (Arandano azul)

antioxidante del extracto metandlico
v acuoso de las hojas de Vaccinium

corynbosum (Arandano azul)
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4.7.Principios éticos
Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, se incentivara a la
recuperacion del conocimiento tradicional acerca de la utilizacion de plantas
medicinales, para que su legado cultural permanezca, para consignar
informacion relevante y evidenciar de manera cientifica los beneficios
terapéuticos que proporcionan, ello sera de gran utilidad para la generacion de
nuevos medicamentos y otros beneficios para la sociedad. En el caso del
manejo de animales de experimentacion se realizara con respeto de su
bienestar de acuerdo a los propoésitos de la investigacién, promoviendo su

adecuada utilizacion y evitandoles sufrimiento innecesario.
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V. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS

Tabla 1: Promedio y desviacion estandar de la capacidad antioxidante expresado en

concentracion de mM Trolox / gr de muestra de acuerdo al tipo de extracto de las hojas de

Vaccinuim corymbosum

Partes de la Tipo de Capacidad antioxidante (mM
Muestra
planta extracto Trolox Eq./1 g muestra seca)
Vaccinuim corymbosum Hojas Exhaustiva 194,51 £3.63
(Metanol 80%)
Vaccinuim corymbosum Hojas Infusion 886.91+4.93
Vaccinuim corymbosum Hojas Decoccidn 1147.95 £0.40

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 2: Promedio y desviacién estandar del contenido de polifenoles totales expresados

en mg de catequina eq /g de muestra seca de acuerdo al tipo de extracto de las hojas de

Vaccinuim corymbosum

Partes de la ) Polifenoles totales (mg de
Muestra Tipo de extracto ]
planta catequina eq./g de muestra seca )
Exhaustiva
Vaccinuim corymbosum Hojas 128.54+0.21

(Metanol 80%)

Vaccinium corymbosum Hojas Infusion 100.84 + 4.35

Vaccinium corymbosum Hojas Decoccidn 147.05+2.07

Fuente: Datos propios de la investigacidn
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5.2.Andlisis de resultados
Para poder determinar la capacidad como antioxidante de las hojas de
Vaccinium corymbosum se utilizé el método de DPPH, el cual es un método
enfocado en la reaccion de los radicales del DPPH con la muestra
antioxidante.?
Se obtuvieron resultados acerca de la capacidad antioxidante, los cuales se
evidencian en la Tabla 1, siendo el extracto acuoso por decocto el que obtuvo
una mayor inhibicion (1147.95 +0.40 mM Trolox / g muestra seca) seguido del
extracto acuoso por infusién (886.91+4.93 mM Trolox Eq./ g muestra seca) y
finalmente el extracto MeOH 80% (128.54+0.21 mM Trolox Eq./ g muestra
seca) el cual tuvo la menor capacidad de inhibicion.
Esto se compara con un estudio realizado por Michel, et al. en el 2017 a
Gaultheria procumbens L la cual es una planta perteneciente a la familia de la
especie en estudio, uno de los objetivos principales fue determinar la capacidad
antioxidante de las hojas de dicha planta. mediante el método de DPPH, para
ello utilizaron un extracto de metanol-agua (75:25, v / v) y trolox como
estandar, obteniéndose como resultado una capacidad antioxidante comparable a
0.95-1.16 mM trolox / g de peso seco.” Evidenciandose una diferencia
significativa del extracto en comparacion frente al extracto MeOH 80% de las
hojas de Vaccinium corymbosum.
Por otro lado se realiza una comparacion de la capacidad antioxidante de la
planta en estudio frente a la capacidad antioxidante de otra especie oriunda del
departamento de La Libertad, Dalea strobilacea B. (Hierbaichil) teniendo una

capacidad antioxidante en el extracto acuoso por decoccion equivalente a una
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concentracion de 129.60 + 8.31 190.57 +49.04 mM trolox /g de hojas secas, en
el extracto acuoso por infusion 206.09 + 2.10 mM trolox /g de hojas secas, y
finalmente en el extracto MeOH 80% su capacidad antioxidante fue equivalente

a2 932.40 + 71.89 mM trolox /g de hojas secas. %

Gaviria C, et al. realizaron un estudio para determinar la capacidad antioxidante
de Vaccinium meridionale SW (Mortifio) mediante la misma metodologia,
donde se evidencia una capacidad antioxidante comparable a una concentracion
de 2404 +120 uM de Trolox/ 100g de fruta fresca. Estos datos son relevantes
por tratarse de una planta del mismo género, mas no son comparables por ser
expresados en diferentes unidades de medida.>

Para determinar el contenido de polifenoles totales en las hojas de Vaccinium
corymbosum se procedié a utilizar el método de Foling-Ciucalteu, este metodo
estd enfocado en la capacidad de los compuestos fenolicos para reaccionar con
algun agente oxidante. La presencia de molibdato y el tungstato de sodio en el
reactivo, forman fosfomolibdico-fosfotingstico reducidos, formando Oxidos de
color azul de wolframio y molibdeno.?*

Expresando los resultados que se obtuvieron en la Tabla 2 se evidencia que el
mayor contenido de polifenoles totales fue obtenido en el extracto acuoso por
decocto (147.05+2.07 mg. de catequina eg./g. de muestra seca) seguido del
extracto de MeOH 80% (128.54+0.21 mg de catequina eg./g de muestra seca) y
por ultimo el extracto acuoso por infusion el cual obtuvo un menor contenido de

polifenoles totales (100.84 + 4.35 mg de catequina eq./g de muestra seca).
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Esto se compara con Dalea strobilacea B. (Hierbaichil) planta oriunda de la
misma zona que la planta en estudio, cuyo contenido de polifenoles en el
extracto acuoso por decoccion fue equivalente a 52.45+1.40 mg de catequin /g
de muestra seca, en el extracto metandlico fue 77.97 £ 0.90 mg de catequina Eq.
/g de muestra seca y en el extracto acuoso por infusion en hojas fue 47.59 + 1.07
mg de catequina Eq. /g de muestra seca.?

En el estudio de Gaviria C y otros autores realizada a Vaccinium meridionale
SW (Mortifio) se determind fenoles totales por el método de Folin — Ciocalteu
obteniendo un resultado equivalente a 609 + 31 mg de acido galico/ 100g de
fruta fresca. Los datos del estudio presentados no pueden ser comparables, ya
que los resultados fueron expresador en diferentes unidades y tuvieron como
estandar &cido galico en lugar de trolox.®

Gavrilova, et al. en el afio 2011 realizaron la separacion, caracterizacion y
cuantificacion de compuestos fendlicos en arandanos y grosellas rojas y negras
por HPLC-DAD-ESI-MSn, donde determino polifenoles en Vaccinium
corymbosum y otros tipos de arandano, tales como quercetina, rutina,
miricertina, catequina (epigalocatequina) y otros compuestos fenolicos?®. Kader
F, et al. en el afio 1996 realizaron el fraccionamiento e identificacion de
compuestos fenolicos en ardndanos (Vaccinium corymbosum, L.) utilizando
HPLC y TLC, determinando también quercetina, ademas de kaempfenol, acido
galico, acido siringico y acido vanilico?®. Estudios demuestran la capacidad
antioxidante que tienen los polifenoles, un ejemplo de ello es el estudio
realizado por Gordon, et al. que en el afio 1998 determinaron la actividad

antioxidante de miricertina y quercetina, ademas de o tocoferol en liposomas, se
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almacenaron los polifenoles mencionados a una temperatura de 30°C dando
como resultado que la miricertina resulto tener la mayor capacidad antioxidante,
seqguida de la quercetina y por Gltimo el a tocoferol %7,

La capacidad antioxidante que poseen los polifenoles frente a los radicales libres
podria deberse a los grupos OH presentes en su estructura, ya que existe
evidencia de polifenoles como los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos
en posiciones 3'y 4' en el anillo B que han mostrando una mayor actividad
como antioxidantes, ello es potenciado por el doble enlace presente entre el C2

y el C3, por el grupo OH libre en posicion 3, como es el caso de la quercetina.?®
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VI.

CONCLUSIONES

Las hojas de Vaccinium corymbosum (Arandano Azul) poseen capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles totales “in vitro”, siendo mayor, tanto
la capacidad antioxidante como el contenido de polifenoles en el extracto

acuoso por decocto de ambos.

La capacidad antioxidante “in vitro” del extracto metanolico y acuoso las
hojas de Vaccinium corymbosum (Arandano Azul) mediante el método de
DPPH fue equivalente a una concentracion de 1147.95 £0.40 mM Trolox
Eq./ g de muestra seca en el extracto acuoso por decocto 886.91+4.93 mM
Trolox Eq./ g de muestra seca en en el extracto acuoso por infusion y 194.51

+3.63 mM Trolox Eq./ g de muestra seca en MeOH 80%.

El contenido de polifenoles totales en el extracto metanolico y acuoso hojas
de Vaccinium corymbosum (Arandano Azul) mediante el método de Folin —
Ciocalteu fue equivalente a 147.05+£2.07 mg de catequina /g de muestra seca
en el extracto acuoso por decocto, 128.54 + 0.21 mg de catequina eq./g de
muestra seca en MeOH 80% y 100.84 + 4.35 mg de catequina eq./g de

muestra seca en el extracto acuoso por infusion.
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Anexo 1

Certificado de la planta

ANEXOS

NACIONAL DE TRUJILLO.

Clase:
Subclase:
Superorden:
Orden:

Familia:
Género:
Especie:
Nombre comun

e o o o o o o o

Facultad de Ciencias de |

antioxidante y contenido de

que hubiera lugar.

Trujillo

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD

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

Equisetopsida
Magnoliidae.
Asteranae
Solanales
Solanaceae
Vaccinium

V. corymbosum L.
“arandano azul”

Muestra alcanzada a este despacho por GRACE GIOVANA MINAYA CORVERA,
Identificada con DNI 76552729, con domicilio legal en La Unién Jr. Cahide Mz. A,
Lote 7, Chimbote. Estudiante de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica,

a Salud, de la Universidad Privada Los Angeles de

Chimbote (ULADECH), cuya determinacion taxonémica servira para la realizacion
del proyecto de investigacion para obtener el grado de bachiller: Capacidad

Polifenoles totales del extracto metandélico y acuoso de

las hojas de Vaccinium corymbosum “arandano azul”

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines

T ¥ il
X

, 22 de noviembre del 2019.
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Anexo. 2

Gréfico 1: Curva de calibracion DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)

Curva de calibracién DPPH
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Fuente: Datos de la investigacion

Anexo 3

Gréfico 2: Curva de calibracién Polifenoles Totales

Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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-
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Fuente: Datos de la investigacion
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Anexo. 4:

Fotografia de la planta (hojas) Vaccinuim corymbosum

Fuente: Bustillo A. El cultivo del arandano (Vaccinium
corymbosum) y su proyeccion en Colombia. Bogota:
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA);
2018
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Anexo. 5:

Recoleccion y secado de las hojas de Vaccinuim corymbosum

Ta LY.
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37



Anexo. 6:

Molienda de las hojas de Vaccinuim corymbosum
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Anexo. 7:

Obtencion del extracto metanolico de las hojas de Vaccinuim corymbosum

Anexo. 8:

Obtencidn de la infusion y decocto de las hojas de Vaccinuim corymbosum




Anexo. 9:

Determinacion de la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales de las hojas

de Vaccinuim corymbosum
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