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RESUMEN.

Los compuestos fendlicos presentan una amplia ubicuidad en la naturaleza,
son responsables del buen funcionamiento de las plantas y su relacion con el
hombre, para su extraccion se utilizan solventes polares cuyo extracto
posteriormente se concentra. El presente estudio evalué el contenido de
compuestos fendlicos en flor de Senna reticulata, determinada por
espectrofotometria usando el método Folin- Ciocalteu y utilizando &cido
galico como referencia. Los resultados muestran que la cantidad encontrada
fue de 8.69 = 1.27 mg de acido galico/g de flor seca. La Senna reticulata

presenta un alto contenido de polifenoles totales.
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ABSTRACT

Phenolic compounds have a wide ubiquity in nature, are responsible for the proper
functioning of the plants and their relationship with man, for removal polar solvents
are used which subsequently concentrated extract. This study evaluated the content
of phenolic compounds in flower Senna reticulata , determined by spectrophotometry
using the Folin Ciocalteu method and using gallic acid as reference. The results show
that the amount found was 8.69 + 1.27 mg gallic acid / g dry flower. The Senna

reticulata has a high content of total polyphenols.

Keywords: polyphenols, Folin - Ciocalteu, Senna reticulata
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. INTRODUCCION:

El reino vegetal representa un enorme potencial de moléculas para ser
descubiertas, ya que se estima que méas del 90% de las especies vegetales no
han sido aun estudiadas. En el Pert, donde somos privilegiados con las
condiciones climaticas, contamos con especies vegetales muy variadas, entre
esta gamma de variedades tenemos plantas con propiedades medicinales las
cuales no se han difundido debido al escaso conocimiento cientifico que se

tiene de ellas. @2

El uso de las plantas con fines terapéuticos es de gran utilidad, ya que de ellas
son obtenidas innumerables sustancias quimicas. La investigacion, en este
sentido, brinda la oportunidad de encontrar nuevos principios activos
desde el punto de vista farmacoldgico, a partir de una materia prima

mas econdmica y natural. ¢4

Un punto muy importante en la investigacion de plantas medicinales, es la
busqueda de ensayos capaces de guiar al investigador en la purificacion vy el
fraccionamiento del extracto vegetal en estudio, por lo que se prefiere usar
sistemas in vitro para analizar los componentes quimicos o denominados
fitoconstituyentes de los extractos vegetales, a quienes se les atribuye la
actividad terapéutica, ya que los resultados de las pruebas, se obtienen en
forma mas rapida y econdmica que las pruebas in vivo. Ademas, estas pruebas

siempre deben ser previas a la investigacion preclinica y clinica. ©



Los compuestos fendlicos son un grupo muy comun de metabolitos
secundarios presentes en las plantas, estos incluyen a los fenoles simples,
polifenoles, flavonoides, taninos, entre otros. Los flavonoides son el mayor
grupo de fenoles vegetales y los mas estudiados. Los compuestos fendlicos son

un gran grupo de antioxidantes naturales 6.

Los polifenoles son moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su
estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas; se
encuentran en muchas plantas, algunas de uso comun y por sus propiedades

antioxidantes merecen mayor atencion. ©

Actualmente el, interés en los compuestos fendlicos ha aumentado debido a la
evidencia con respecto al papel importante de estos compuestos con actividad
antioxidante en la salud humana. Especificamente se han encontrado varios
efectos preventivos en diferentes enfermedades como la prevencion de céncer,
las enfermedades coronarias del corazon, los desordenes inflamatorios, la

degeneracion neuroldgica, envejecimiento, etc ®

Los polifenoles, al exhibir una gama de cualidades beneficiosas para la salud,
pueden incluirse entre los productos de origen natural con aplicaciones

valiosas en la medicina tradicional. ©®



La Retama, Senna reticulata es una especie que crece en forma silvestre, en
los valles andinos y en ciudades de ceja de selva. Se menciona que muchas
variedades de Retama se distribuyen en el Perd, en la parte sierra como
Cajamarca, Huancayo, Abancay y Urubamba. Las cuales son la Retama de
Tintoreros (GenisiaTintoria), contiene propiedades diuréticas al tomar
infusiones de flores. Retama comun (Retama sphaerocarpaBoissier) que
contiene alcaloide retamina en un 0.40%. Retama negra (Cytisusscoparius) la
cual presenta esparteina, se utiliza como infusion de ramas o flores, contiene

flavonoides los cuales estan en todos los 6rganos. 19

La Senna reticulata presenta flores papilionadas de simetria irregular, la
prefloracion de la corola es imbricada descendente y presenta estambres

soldados unidos por sus filamentos. 9

Este interés ha hecho necesario el desarrollo de nuevos procedimientos
analiticos capaz de manejar matrices mas complejos en que estos compuestos
se descubren, teniendo como base la informacion procedente de la bibliografia
etnobotanica, pretendemos tentar la posibilidad de que esta especie vegetal
pueda ser utilizada de forma racional como alternativa terapéutica segura y
con minimos efectos adversos en el tratamiento de enfermedades; asi mismo
contribuir con datos e informacion para futuras investigaciones, asi mismo,
mediante estudios que brinden a la poblacion un mayor rango de seguridad
para su empleo tradicional ya que pueden tener una funcion similar a los

antioxidantes endogenos producidas por el organismo, lo que sugiere que al



consumirlos se puede prevenir enfermedades asociadas al estrés oxidativo.

El estudio plantea como problema de investigacion: ¢Que cantidad de

polifenoles totales contienen las flores de Senna reticulata?

El estudio esta orientado especificamente:

Objetivo general

Determinar la cantidad de polifenoles totales en flor de Senna reticulata

Objetivo especifico:

1. Establecer la curva de calibracion (o estandar) del acido galico (AG)
como patrén de los polifenoles

2. Determinar la cantidad de polifenoles en la flor de Senna reticulata

expresados en mg de acido galico (AG)/ g de flor seca



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Senna reticulata, se le conoce en el Per( con el nombre vulgar de retama. En
la amazonia como medicina tradicional se emplea como antirreumatica,
contra enfermedades tdpicas, diurético, laxante, hipertension y estrefiimiento.
Cabe destacar su uso como insecticida y repelente. Por lo general,
dependiendo de las indicaciones del tratamiento, las partes utilizadas son las
hojas, las semillas y raices. En el PerQ, esta especie es usada en forma de
emplasto para tratar inflamaciones y heridas. En forma de cataplasma para el
tratamiento de abscesos. Asi mismo, se emplea frotando areas afectadas con

un extracto alcohdlico para tratar el reumatismo. ¢V

En el estudio de la actividad cicatrizante y antiinflamatoria del extracto
alcohdlico de las hojas de Senna reticulata, *® se determind que hay
metabolicos secundarios mediante la marcha fotogquimica, identificando
flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas y glicosidos. Efectuaron el
screenig cromatografico y realizaron lecturas en el espectrofotometro.
Prepararon una crema en base cold — cream, a la cual se le afiadié 5%,10% y
20% del extracto, realizando el estudio antiinflamatorio y cicatrizante en
ratones albinos de 25 a 30g. Comparandolo con diclofenaco 1%, dando
resultados no significativos. Mostro accion cicatrizante significativa
confrontando con Neomicina — Bacitracina, glisina, L- cisteina, DL —
treonina; obteniendo mayor efecto con la crema al 20%, luego la crema al

10% vy luego la de 5% del extracto etanolico.



Estudios del efecto de la Senna reticulata en la glicemia de ratones
normoglicemicos e hiperglicemicos”, *? logr6 evaluar el efecto del extracto
acuoso de Senna reticulata sobre los niveles de glicema de ratones de ambos
sexos, normales y con diabetes inducida por aloxano, con el fin de observar su
posible efecto hipoglicemiante. Las medidas de glicemia se hicieron en
ayunas, en las horas 0, 2, 4, 6 y 24. Demostrando que en la administracion del
extracto en ratones normoglicemicos no produce la disminucién
estadisticamente significativa de los niveles de glucosa sanguinea; solo la
glibenclamida tuvo este efecto a la hora 24. En los ratones hiperglicemicos se
observo una disminucion con significancia estadistica (p<0,016) de los
niveles de glicemia con la administracion de
Senna reticulata y glibenclamida a la hora 6 de la medicién. Las pruebas

fitoquimicas mostraron concentraciones de flavonoides, taninos, cumarinas.

2.1 BASES TEORICAS

COMPUESTOS FENOLICOS EN LAS PLANTAS

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos
fenolicos. Estos compuestos podemos denominarlos polifenoles. Se originan
principalmente en las plantas, que los sintetizan en gran cantidad, como
producto de su metabolismo secundario. Algunos son indispensables para las
funciones fisioldgicas vegetales. Otros participan en funciones de defensa

ante situaciones de estrés y estimulos diversos. Existen varias clases y



subclases de polifenoles que se definen en funcién del nimero de anillos
fenolicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos
anillos. Los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos (derivados
del acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos,

alcoholes fendlicos y flavonoides. %)

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del
reinovegetal. Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comun difenilpirano (C6-C3-C6), compuesto por dos
anillos fenilo (Ay B) ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico.
Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas en sus anillos aromaticos,
y son por lo tanto estructuras polifenolicas. Los principales subgrupos de
compuestos  flavonoides  son:  flavonoles, flavonas, flavanonas

(dihidroflavonas), isoflavonas, antocianidinas y flavanoles. ¢4

Algunos polifenoles son especificos de determinados alimentos (flavanonas
en citricos, isoflavonas en soja). Otros, como la quercetina, se pueden
encontrar en un gran numero de plantas (frutas, vegetales, cereales,
leguminosas, te, vino, etc.). Generalmente, los alimentos contienen una
mezcla compleja de polifenoles. Ademéas, numerosos factores
medioambientales como la luz, el grado de madurez o el grado de
conservacion, pueden afectar al contenido total de polifenoles. El clima
(exposicion al sol, precipitaciones, etc.) o factores agronomicos (diferentes

tipos de cultivos, produccion de fruta por el arbol, etc.) juegan un papel



fundamental. La exposicion a la luz es, en particular, uno de los principales

condicionantes para determinar el contenido de la mayoria de los polifenoles.

(15)

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS FENOLICO

Como antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las células contra el dafio
oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades degenerativas
asociadas al estrés oxidativo causado por los radicales libres. El estres
oxidativo se define cominmente como el desequilibrio entre las especies

oxidantes y reductoras a nivel celular en un organismo. 617

En los ultimos afios ha cobrado especial interés, el estudio de la actividad
bioldgica de los polifenoles y en especial la evaluacion de la capacidad
antioxidante asociada a ellos. Los polifenoles en vegetales, frutas y té pueden
prevenir enfermedades degenerativas, incluyendo canceres, con la accion
antioxidante. Estos efectos son fundamentalmente consecuencia de sus
propiedades antioxidantes que pueden usualmente justificar sus acciones
vasodilatadoras y vasoprotectoras, asi como sus acciones antitrombaticas,
antilipémicas, antiateroscleroticas, antiinflamatorias y antiapoptéticas.
Numerosos estudios han avalado estas propiedades bioldgicas de los

polifenoles. 1822



Los polifenoles poseen acciones molusquicidas, antihelminticas,
antihepatotoxicas, antinflamatorias, antidiarreicas, antitlcera, antivirales,
antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha verificado que inhiben la replicacion del
virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV) y del virus simplex humano
(HSV), inhiben las glucosil transferasas del Streptococcus mutans (caries
dental), inhiben la autoxidacion del ascorbato, también inhiben efectos
citotoxicos, la promocion del crecimiento tumoral y la enzima xantina
monoamina oxidasa. La actividad antioxidante de los fenoles es el origen de
funciones biologicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y

antienvejecimiento. 2

Se ha probado, tanto epidemioldgica, asi como experimentalmente, la relacién
existente entre una ingesta aumentada de antioxidantes en la dieta, asi como
de vitaminas C y E, y B-caroteno y la prevencion de la enfermedad coronaria.
Hertog determind que la ingesta de flavonoides en la dieta, la mayoria a partir
de té, se asocid con una reduccion de las muertes por enfermedades
coronarias. Los flavonoides de las plantas, especificamente los del té, son
poderosos antioxidantes, comprobados in vitro en un sistema de oxidacién de

lipoproteinas (LDL) simulando lo que ocurre en el cuerpo humano. )

Un aumento en la ingesta de antioxidantes fendlicos naturales se correlaciona
con una reduccion de las enfermedades coronarias. Dietas ricas en
compuestos fenolicos se asocian con mayor expectativa de vida. Estas

propiedades incluyen actividad anticancerigena, antiviral, antinflamatoria,



efectos sobre la fragilidad capilar; y habilidad para inhibir la agregacion de las
plaquetas humanas. Estos compuestos pueden moderar la peroxidacion de los
lipidos involucrados en la aterogénesis, trombosis y carcinogenesis. Sus
propiedades conocidas incluyen la captura de radicales libres, fuerte actividad
antioxidante, inhibicion de las enzimas hidroliticas y oxidativas (fosfolipasa

A2, cicloxigenasa, lipoxigenasa) y accion antinflamatoria. ¢%

CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Técnica de Folin-Ciocalteu (FC) &)

La determinacion de fenoles totales no estd directamente relacionada con la
medicion de actividad antioxidante, pero puede ser util para tales estudios, en
especial si se combinan con métodos para medir actividad antioxidante. Entre
los métodos para la medicion de fenoles totales se encuentra el de
FolinCiocalteu, uno de los métodos mas antiguos para determinar el contenido
de fenoles totales. Esta prueba consiste en mezclar tungstato y molibdato en
un medio altamente basico (Na2COs al 5-10 %, acuoso). Los polifenoles son
facilmente oxidables en medio basico quienes reaccionan con el molibdato
formando éxido de molibdeno MoO, este compuesto puede ser identificado y
cuantificado por espectroscopia de UV/VIS debido a que absorbe a una
longitud de 750 nm. Aunque, si bien el método de FC no esta relacionado con
la medicion de actividad antioxidante, parece ser uno de los mejores métodos
para estimar esta actividad antioxidante en alimentos, con la excepcién de que

la muestra no contenga una cantidad de proteinas significativa. En la literatura

10



se pueden encontrar diversos ejemplos de la aplicacién del método de
FolinCiocalteu con respecto a productos alimenticios como es el caso del vino

rojo y blanco, tés y jugos.

11



I1l. METODOLOGIA

3.1 Disefio de la investigacion

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo
descriptivo, observacional, con un nivel de investigacion de enfoque

cuantitativo.

3.2 Poblacién y muestra

La Retama, Senna reticulata es una especie que crece en forma silvestre, en los
valles andinos y en ciudades de ceja de selva. Se menciona que muchas
variedades de Retama se distribuyen en el Per(, en la parte sierra como
Cajamarca, Huancayo, Abancay y Urubamba.

Muestra vegetal: Se emplearon aproximadamente 1Kg de las flores de Senna
reticulata, luego las flores seran secadas a 60°C por 24 horas cada una en la
estufa luego seran licuadas y se obtendra un polvillo de aproximadamente

100g que sera utilizado para el extracto hidroalcohdlico.

Criterios de inclusién.

- Flor en buen estado vegetativo de Senna reticulata

12



3.3Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variables

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicador

Cantidad de polifenoles
de flor de Senna

reticulata

Cantidad de Polifenoles
totales expresados en mg. x

gr. de muestra

La cantidad de polifenoles se
determind mediante el método de
Folin Ciocalteau y a través del

espectrofotométrico.

mg de acido
galico/g de flor

seca.

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Obtencion del extracto hidroalcohdlico

El estudio se realizé con la flor de la planta, en 6ptimo estado de desarrollo

vegetativo y fitosanitario. Estas fueron secadas a 60°C en estufa por 24 horas

y pulverizadas en un molino hasta obtener particulas finas.

Se pes6 aproximadamente 100 g de polvillo, el extracto fue obtenido por

maceracion con etanol durante 15 dias, luego se filtré con papel filtro rapido y

con bomba al vacio, se concentré en un rotavapor a 50°C a 3,5 rpm y se

almacend a 4 ° C hasta su utilizacion.

Dado que los compuestos fenolicos son de naturaleza polar, para la muestra

se utilizO metanol para extraerlos,

13

se pesd en una balanza analitica




aproximadamente 1 g del extracto seco diluido en 10 mL de metanol, se tomd

una alicuota de 25 pL de la solucién como muestra.

Determinacion de polifenoles totales

En una fiola de 10 mL agregar 2.5 mL de agua desionizada, agregar las
muestras o estandar para la curva de calibracion. Luego adicionar 500 pL de
reactivo de folin y dejar en oscuridad por 5 minutos. Después agregar 2 mL
de carbonato de sodio al 10%, seguidamente aforar con agua desionizada y

dejar en oscuridad por 90 minutos. Realizar la lectura a A=700 nm.

Para cada una de las muestras, luego de hacer la prueba de la concentracion
para estar dentro de la curva de calibracién, como estandar de referencia se
utilizé &cido galico. Los estandares se prepararon a concentraciones de 0,5; 1;

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

El contenido de fenoles totales fue expresado en mg de acido galico (AG)/ g

de material seco. Todas las mediciones se efectuaron por triplicado.

3.5 Plan de analisis de datos

El analisis descriptivo se presenta a través de tablas y graficos. La
tabla indica el contenido promedio de polifenoles expresados mg de acido
galico AG/ g muestra y su desviacion estandar. El grafico muestra la curva

de calibracioén del estandar.

14



3.6. Consideraciones éticas
Se promueve la recuperacion del conocimiento tradicional sobre el uso del
Senna reticulata, no solo para preservar su legado cultural, sino también para
registrar informacién relevante y demostrar cientificamente sus efectos
terapéuticos que servirdn como nuevas fuentes de medicamentos y otros
beneficios para la humanidad. La finalidad es contribuir con la proteccién de

la biodiversidad, puesto que es un bien comdn.

15



IV.RESULTADOS

4.1 Resultados

Gréfico 1: Curva de calibracién de polifenoles totales utilizando &cido
galico como estandar.
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Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 1

Contenido de polifenoles totales expresados en acido galico por gramo de
flor de Senna reticulata

Senna reticulata mg acido gélico/g de flor seca
M1 9,92
M2 7,38
M3 8,78
Promedio 8,69
Desviacion estandar + 1,27
M= muestra

Fuente: Datos de la investigacion

17



4.2 Analisis de resultados:

La determinacion de fenoles totales es un estudio ampliamente utilizado que
permite conocer el contenido de polifenoles presentes, en esta investigacion se
realiz6 a través del método de Folin-Ciocalteu. Este método es
mundialmente utilizado para la  determinacion de  compuestos
polifendlicos en extractos vegetales y tiene muchas variaciones. Aun asi
los reactivos utilizados son idénticos en todos los casos, variando
Unicamente las cantidades usadas y el tiempo esperado para
realizar las  mediciones espectrofotométricas de las muestras. La
sencillez de este método asegura su reproducibilidad, volviéndolo un

método altamente fiable ¢4

Este método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes, ya que el reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato
y tungstato sddico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol,
formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-
fosfotlngstico en Oxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno
(W8023) y molibdeno (Mo08023), siendo proporcional este color al

numero de grupos hidroxilo de la molécula.®®

18



La curva de calibracion para el presente estudio se presenta en el grafico 1,
tiene un coeficiente de determinacién 0.99 mg acido galico/g de flor seca,
segun “absorbancia versus concentracion” de acido galico, que muestra

linealidad en la curva de calibracion.

En lo que respecta a la presencia de compuesto fendlicos, los resultados en la
tabla 1 muestran que la flor contiene 8,69 + 1,27/ g de &cido galico flor seca,

lo que se considera como cantidad poco significativa de polifenoles totales.

Si bien no existe una categorizacion que permita establecer si los contenidos
de fenoles totales en frutas y vegetales son altos o bajos, si existen algunas
referencias en la literatura respecto a un contenido aceptable de fenoles. Por
ejemplo valores finales de 60 mg Eq AG /g de muestra son considerados
“moderado contenido” de fenoles cuando se usa el reactivo de Folin-

Ciocalteau para medir reduccion de la capacidad antioxidante.

19



. CONCLUSIONES

La flor de Senna reticulata analizado posee un contenido de polifenoles
totales poco significativos.

La curva de calibracion en relacion al cido galico presenta un coeficiente
de determinacion de 0.99 mg de &cido gélico/ g flor seca.

La flor de Senna reticulata contiene 8,69 + 1,27 mg/ g mg de acido

galico de flor seca.
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