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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se ejecuto en los laboratorios del Area de
Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, en el Centro de Desarrollo, Andlisis y
control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF).

El objetivo fue determinar el contenido de fenoles totales, antocianinas y
actividad antioxidante del extracto atomizado de las flores de Brachyotum
naudinii Triana “gihwncha”. En tal sentido, se recolecté dichas flores en la
comunidad de Huaraca a 3800 m.s.m del distrito de Vinchos, provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho. Los metabolitos principales presentes
en el extracto atomizado fueron: flavonoides, taninos, antocianinas, cumarinas,
cardiotdnicos, quinonas y saponinas. Asi mismo, presenta una coloracion fucsia,
olor sui generis, sabor acido; posee un aspecto de polvo fino. El contenido de
fenoles totales fue de 216.0 mg. EAG/g.EA. Mientras el contenido de las
antocianinas fue 75,47 mg/100 g de cianidina. Finalmente se determiné la
actividad antioxidante del extracto atomizado de las flores de Brachyotum
naudinii Triana “gihwncha”, mediante el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo), ABTSe<+ [del acido 2,2 "-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)]
y FRAP (Poder de reduccién antioxidante del hierro). La concentracion inhibitoria
50 (CLsp) del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana
“gihwncha” sobre el radical DPPH, ABTS y FRAP fueron de (80,6 + 0,85* ug/mL;
2446 + 3,93* ug/mL y 64,8 £ 3,09* ug/mL) respectivamente. Finalmente se
concluye que, el extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana
“gihwncha” presenta compuestos bioactivos con propiedades antioxidante.
Palabras claves: Brachyotum naudinii Triana, fenoles, antocianinas,
antioxidante, DPPH, ABTS, FRAP.
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l. INTRODUCCION
Las plantas medicinales han acompafiado la evolucion del hombre
histéricamente y han estado ligadas a la forma de curar ancestralmente. Es por
ello que forman parte de lo que ahora se conoce como medicina tradicional®.
Este es el caso del Bosque de Piedras de la comunidad de Waraca, provincia de
Vinchos; que, sin la intervencién humana, tiene una gama de plantas propias del
lugar, que sin duda alguna poseen propiedades benéficas para la salud. Por otro
lado, se debe tener en cuenta que las flores de algunas plantas poseen
compuestos con accién terapéutica y, por esta razon, podrian ser considerados
alimentos funcionales por sus compuestos biactivos?. Ademdas, estos
compuestos se asocian con la prevencion de enfermedades cronicas
degenerativas que, en los Ultimos tiempos, estan en aumento entre la poblacién?.
Por otro lado, el interés por los pigmentos antocianos en investigaciones
cientificas se han incrementado en los ultimos afios, debido no solo al color que
confieren a los productos que las contienen sino a su probable papel funcional
en la reduccion de las enfermedades coronarias, cancer, diabetes, efectos
antiinflamatorios, mejoramiento de la agudeza visual y comportamiento cognitivo;
estos efectos terapéuticos positivos, estdn asociados con sus propiedades
antioxidantes®. Quimicamente las antocianinas son glucésidos de las
antocianidinas®. Actualmente, el estudio de antioxidantes naturales tiene un
importante impacto cientifico y econémico®, en tal sentido, nuestro pais tiene un
abundante riqueza en cuanto a las plantas silvestres con potentes efectos
antioxidantes y pigmentos naturales que bien podrian ser utilizadas en la
industria dermocosmética y en la industria alimentaria. Como antioxidantes, los
polifenoles se consideran compuestos bioactivos que pueden proteger a las
células contra el dafio oxidativo ya que pueden eliminar especies RSO, donar
hidrogeno, inhibir la enzima lipooxigenaza y quelar metales de transicion que

desempefian un papel vital en el inicio de este tipo de reacciones y captar los



radicales libres por lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades
degenerativas asociadas al estrés oxidativo®. Por otro lado, el estrés oxidativo
surge en sistemas biolégicos después de una prolongada exposicion a
oxidantes, o a una disminucion de la capacidad antioxidante del sistema, o0 a
ambas; y esta frecuentemente asociado con la generacién de radicales libres
como las especies reactivas oxigenadas (EROSs), las cuales estan fuertemente
implicadas en la patologia de enfermedades como el cancer, enfermedades
cardiacas, arterosclerosis; enfermedades cerebrales y el envejecimiento
prematuro, entre otras’. Es asi que, en los Ultimos afos, los antioxidantes
naturales provenientes de plantas han sido frecuentemente usados en diferentes
campos de la industria farmacéutica como preservantes en alimentos y en
medicina’. Brachyotum naudinii Triana, conocido vulgarmente como “gihwncha”
es una planta silvestre que abunda en zonas alto andinas, principalmente en la
comunidad de Waraca. Dicha planta no cuenta con estudios, por lo tanto, éste
seria el primer trabajo realizado para la comunidad cientifica. Es asi que se
decidi6 llevar a cabo su estudio en los laboratorios de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, cuyos resultados fueron
plasmados en este informe, como resultado de un estudio minucioso y
descriptivo. Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos.

Objetivo general:
Determinar el contenido de fenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante

del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”,

Ayacucho- 2018

Objetivos especificos:

o Determinar los metabdlicos principales del extracto atomizado de las flores
de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”.

e Evaluar los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudini Triana "qgihwncha”.

e Cuantificar fenoles totales del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudini Triana "gihwncha”.

e Cuantificar las antocianinas del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudini Triana "gihwncha”.

e Determinar la actividad antioxidante del extracto atomizado las flores de

Brachyotum naudini Triana "qgihwncha”.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio
Hasta la actualidad no se ha encontrado ningun trabajo de investigacion
farmacoldgico ni quimico de las flores de Brachyotum naudinii Triana, pero si se
reportaron algunos trabajos de investigacion sobre algunas de las 71 especies
del mismo género.
Ibafiez et al’., realizaron un estudio cuyo titulo es “Busqueda de Colorantes
Naturales en el Valle de Zongo con Posibles Propiedades Antioxidantes y/o
Fotoprotectoras” en el ano 2016; donde se estudiaron once plantas las cuales
fueron colectadas en el Valle de Zongo, siguiendo un criterio de colecta
organoléptico y quimio-taxonémico para encontrar especies con propiedades
colorantes y fotoprotectoras. Entre ellos mencionan a Brachyotum microdon,
Monnina bridgesii y Souroubea fragilis; donde estas especies presentan
prometedores atributos como colorantes. Ademas, B. microdon, Rumex
acetosella y Fuchsia boliviana muestran importantes absorciones en la regién de
UV-B mientras que S. fragilis, Orthaea boliviensis, Senecio floccosus y Baccharis
pentlandii poseen absorciones en UV-A y UV-B. Una serie de ensayos
fitoquimicos fueron realizados para conocer el perfil de metabolitos secundarios
en las especies colectadas.
Torres®, realizé un estudio en el afio 2015, cuyo titulo es “Etnobotanica y
Bioprospecciébn en Paramos y Bosques de Neblina del Norte Peruano:
Conocimiento Tradicional Para La Ciencia e Innovaciéon”, donde se realizé6 una
investigacion participativa en los paramos (3,000 a 3,600 msnm) y bosques de
neblina (2,400 a 2,900 msnm) de Ayabca y Huancabamba, donde se ha
implementado por acuerdos de Asamblea de las Comunidades Campesinas que
han demandado esta investigacién. El registro de conocimientos etnobotanicos
implicé la identificacibn de 95 personas reconocidas en sus conocimientos
expertos en el uso de plantas. El analisis fitoquimico muestra la importante

presencia de compuestos fendlicos, taninos, cumarinas, flavonoides, esteroides



y saponinas, resultados coherentes con el efecto ambiental propio de los
paramos que registra gran radiacion ultravioleta por exposicion y altitud. Mas del
50% de las especies seleccionadas por los expertos locales poseen 70% o0 mas
de las principales sustancias bioactivas analizadas en un tamizaje fitoquimico
orientados a este tipo de analisis de propiedades medicinales y otras vinculadas
a la salud.

Finalmente el estudio concluye que, la planta “pega pega” (Acaena ovalifolia), es
la especie mas promisoria por mostrar importante actividad analgésica,
antibacteriana y antioxidante, ademas en pequefias dosis, es decir en minimas
cantidades de la planta; seguida de “zarcilleja” (Brachyotum sp) como
antibacteriana y antioxidante, “Chupicaure” (Muehlenbeckia hastulata) como
antioxidante y analgésico y con niveles elevados de actividad antibacteriana y
antioxidante la hoja de la especie mas consumida como bebida el “lanche”
(Mirciantes raphaloides) y del fruto silvestre mas consumido por nifios, la “ushpa”
(Pernetia prostrata)

Parra y Aarez!., en el afio 2013; realizaron una investigacion cuyo titulo es
“‘Evaluacion del Efecto Antiinflamatorio de los Extractos (Miconia
pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensis) en ratas (Rattus
novergicus)”. El trabajo de investigacion se realizé en el Bioterio, Laboratorio de
fitoquimica - Facultad de Ciencias- ESPOC. La metodologia utilizada en la
preparacion de extractos fue primero por maceracion del vegetal fresco con
etanol concentrado a un 1/8 del volumen refrigerado, los sub extractos obtenidos
por extraccion con cloroformo, eliminado el solvente, los residuos obtenidos se
analizaron las propiedades fisicas y quimicas, la aplicacion por via oral a Rattus
Novergicus en seis lotes por triplicado para cada vegetal, previo a la induccion
de edema plantar por carragenina 0,5%, la disminucion de la medida plantar en
cm? indica efectividad. Los resultados obtenidos fueron: Brachyotum ledifolium,
humedad 49%; cenizas 4,07; rendimiento Extracto 78,6%; liquido transparente;
verde amarillento herbal; ligeramente dulce; pH 14,18; indice refraccion 1.355,
densidad 0,91 g/mL; metabolitos, Flavonoides, alcaloides, quinonas, triterpenos;
la actividad antiinflamatoria 39.27%

Arellano et al®. En el afio 2015; realizaron un estudio titulado “Evaluacién de los
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de tres colores de pétalos de
mastuerzo (Tropaeolum majus L.)”, donde se evalué el contenido de compuestos

fenolicos y capacidad antioxidante en tres colores de pétalos de mastuerzo



(Tropaeolum majus L.). Los pétalos de los colores de mastuerzo rojo, anaranjado
y amarillo se secaron a temperatura ambiente; luego se acondicionaron para la
extraccion de sus componentes bioactivos, los que se cuantificaron mostrando
diferencia significativa (p<0,05) entre colores. La mayor concentracion de fenoles
totales se encuentra en el color anaranjado, seguido por el rojo y el amarillo
(917,05; 799,35 y 442,02 mg AGE/g de muestra). Con respecto a la capacidad
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS, el mayor contenido se encuentra en
el color anaranjado, seguido por el rojo y amarillo (3928,226; 3286,163 vy
2500,887 uM TE/g de muestra), (622,92; 608,15 y 587,01 uM TE/g de muestra).
Agudo?’?, realizd un estudio cuyo titulo es “Técnicas para la determinacion de
compuestos antioxidante en alimentos” en el afio 2010; donde mencionan que,
los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en distintos
sistemas generadores de radicales libres. Dichos radicales reaccionarian con la
muestra y en virtud de la capacidad antioxidante de esta se inhibiria la
generacion de los primeros. Asi, lo que se determina realmente es el efecto
antioxidante ya que la actividad antioxidante no se puede medir de forma directa.
Lo ideal seria medir la actividad antioxidante de cada componente de la muestra
por separado, sin embargo, y sobre todo en el caso de muestras naturales, es
muy dificil determinar el numero y concentracion de los compuestos
antioxidantes presentes en la muestra. Asi mismo, menciona los diferentes
métodos tales como: DPPH, ASTS, FRAP y ORAC.

2.2. Aspectos botanicos de Brachyotum naudinii Triana. “gihwncha”
2.2.1. Clasificacion sistematica

Segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist A. de 1988 (Anexo 3) es como

sigue:
DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ROSIDAE
ORDEN : MYRTALES
FAMILIA : MELASTOMATACEAE
GENERO : Brachyotum
ESPECIE : Brachyotum naudinii Triana.
N. V. : “gihwncha”

Fuente: Certificado emitido por el Herbariun Huamangensis — 2018



2.2.2. Descripcion botanica

Arbusto de hasta 1.5 m de alto, con follaje ralo, usualmente con varios tallos
generados desde la base. Hojas simples y opuestas, de tamafo pequefio, se
caracteriza por tener tres nervios paralelos e impresos; también, pelos diminutos.
Flores solitarias 0 en pequefios grupos, pero muy vistosas de color rojo vivo
hasta morado, con la corola grande y llamativa; son péndulas y tubulares.

Frutos globosos, pequefios de color oscuro ha morado negruzco, con varias

semillas diminutas®?.

bt .
. "' N
Figura 1. Imagen de Brachyotum naudinii Triana (fuente propia)

2.2.3. Descripcién geogréfica

Zona andina entre 3000 — 4500 msnm, muchas veces en lugares inhdspitos y
sometidos a heladas?®.

2.3. Compuestos fenélicos

Quimicamente los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo
aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo incluyendo derivados funcionales
(ésteres, metil esteres, glicésidos, etc.). La naturaleza de los polifenoles varia
desde moléculas simples como los 4cidos fendlicos hasta compuestos altamente
polimerizados, como los taninos. Se presentan en las plantas en forma
conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos,
aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas entre una
molécula de azlcar y un carbono aroméatico. Por ello, la forma méas comun de
encontrarlos en la naturaleza es la forma de glicésidos, siendo solubles en agua
y en solventes organicos. Los azlcares asociados a los polifenoles pueden ser



monosacaridos, disacéaridos o incluso oligosacaridos. Los compuestos a los que
se encuentran unidos con mas frecuencia son: D- glucosa, D-galactosa, D-
arabinosa, L-ramnosa, D-xilosa y &cidos D-glucoronico y D-galacturdnico.
También pueden encontrarse unidos a &cidos carboxilicos, acidos orgéanicos,
aminas, lipidos, y a otros compuestos fendlicos.'? Asi mismo, los compuestos
fenolicos o polifenoles son sustancias organicas que constituyen una de las
principales clases de metabolitos secundarios de las plantas, donde
desempefian diversas funciones fisiolégicas. Poseen un anillo benceno
hidroxilado, los cuales agrupan un amplio intervalo de sustancias que difieren en
el nimero de atomos de carbono, que las constituyen en conjunto con el
esqueleto fendlico basico, ademas del numero y posicién de los sustituyentes

hidroxilo. Su clasificacion se observa en la Figura 2314

Flavonoides
Polifenoles Estilbenos
Hidrolizados
Taninos
Compuestos
fendlicos Condesados
— Hidroxicinamico
Fenoles Acidos
simples fendlicos
Hidroxibenzoico

Figura 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos. 1314

La actividad antioxidante se debe a la presencia del ortodiol o catecol en la
estructura de los diversos compuestos, esto les da la capacidad de quelar
metales, interceptar radicales libres y modular la actividad enzimatica®.

Algunos de los principales efectos bioldégicos que les confieren actividad

antioxidante son:

e Suprimen la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad.
¢ Presentan antagonismo hacia receptores carcinogénicos.
e Modulan la secrecion de las citocinas, asi como la expresion de las cinasas

proteicas en la proliferacion de tumores.



e Inducen la expresion de enzimas anticarcinogénicas o inhiben la induccién
de enzimas promotoras de cancer.

e Tienen propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y antifungicas.

La mayoria de los polifenoles presentes en alimentos estan en sus formas
conjugadas, los fenoles libres se encuentran Gnicamente en tejidos muertos.

Los flavonoides que incluyen a las flavanonas, flavonoles y taninos
condensados, funcionan como gquelantes de metales, atrapan radicales libres,
inhiben la xantina- oxidasa asociada a la formacion de especies reactivas del
oxigeno y la proliferacion de células cancerigenas en pulmones, estdbmago y
colon, ademéds, previenen enfermedades coronarias. Los flavonoles se
distribuyen en sus formas sin conjugar lo que les da una significancia
metabdlical®.

Segun Marquez, los compuestos fendlicos se pueden agrupar en diferentes
clases dependiendo de su estructura quimica basica, describiéndose a
continuacion aquellas con mayor interés nutricional:?

2.3.1. Flavonoides

Las plantas superiores sintetizan una amplia variedad de compuestos fendlicos
durante su crecimiento y desarrollo, entre ellos, los flavonoides. Estos
compuestos productos de la ruta biocinética del acido fenilpropanoico,
intervienen en los vegetales en la formacion de pigmentos, en la proteccion
frente a la radiacion ultra violeta, en la defensa durante la interaccion planta-
patdbgeno vy, posiblemente, modificando la accién de distintas hormonas
vegetales (auxinas y citoquinas). Se ha demostrado, ademdas, que los
flavonoides de las plantas causan la activacion de los genes bacterianos
implicados en la formacién de nddulos (Rhizobium) y en la transformaciéon de
plantas (Agrobacterium)?®.

2.3.1.1. Importanciay clasificacién

Los flavonoides son compuestos fendlicos, metabolitos secundarios producidos
por las plantas. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como
vino y cerveza. Se han identificado mas de 5,000 flavonoides diferentes, estan
presentes en los vegetales y protegen al organismo del dafio producido por
agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la contaminacién ambiental,
sustancias quimicas presentes en los alimentos, entre otros. El organismo
humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que

deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos. Asi



mismo, los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable
de grupos hidroxilo fendlicos, son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comin de difenilpiranos (C6-C3-C6). Las distintas
clases de flavonoides se diferencian en los sustituyentes del anillo C (Figura 4),
mientras que los compuestos individuales, dentro de cada uno de estos grupos,
se distinguen por la diferente sustitucion de los anillos A y B26,

OH (0]

Figura 3. Estructura bésica de los flavonoides
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Figura 4. Tipos de flavonoides. Los flavonoides se diferencian en los
sustituyentes del anillo C, mientras que los compuestos individuales, dentro de
cada uno de estos grupos, se distinguen por la diferente sustitucién de los anillos
Ay B,

2.4. Antocianinas.

El termino antocianina fue utilizado por Marquat en 1835 para designar a los

pigmentos azules de las flores. Mas tarde se descubrié que no solo el color azul,



sino que también el purpura, violeta, magenta, y que todos los tonos de rojo,
rosado, escarlata, que aparecen en muchas flores, frutos y algunas hojas y
raices de plantas, se deben a pigmentos quimicamente similares a las
antocianinas de Marquat®’.

En 1913, Willstatter y Everest propusieron que el termino antocianina se aplicara
para el glicosido y el de antocianidina para la aglicona®’.

La palabra antocianina deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro). Las
antocianinas son las responsables de los colores rojos, azulados o violetas de la
mayoria de los frutos o flores, es el pigmento mas importante, después de la
clorofila, que es visible al ojo humano.® Las antocianinas representan los
principales pigmentos solubles en agua visibles al ojo humano. Pertenecen al
grupo de los flavonoides y su estructura basica es un nucleo de flavon, el cual
consta de dos anillos aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos. El
nivel de hidroxilacién y metilacién en el anillo “B” de la molécula determina el tipo
de antocianidina, que es la aglicona de la antocianina. Aunque se han descrito
doce diferentes antocianidinas, las mas comunes en plantas son: pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina. Las tres primeras son
mas frecuentes en frutos, en tanto que el resto lo son en flores. En las plantas
las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma glucosilada; esto
es, unidas a algun azdcar y en cuyo caso se denominan antocianinas. El aztcar
presente en la molécula les confiere una gran solubilidad y estabilidad,
generalmente se une a la antocianidina en la posicion 3 del grupo fendlico, pero
puede también hacerlo en las posiciones 5y 7.

Con base en el niumero de azUcares presentes en su estructura, las antocianinas
se clasifican en: monoglucésidos (un azulcar), diglucésidos (dos azlcares) y
triglucésidos (tres azlcares). Los tipos de azlcares presentes pueden ser:
monosacaridos, disacaridos o trisacaridos. Los monosacaridos mas comunes
son: pentosas como arabinosa y xilosa, o bien hexosas, de las cuales la D-
glucosa es la mas frecuente, aunque también pueden estar presentes galactosa
o ramnosa. Los disacaridos mas frecuentes son gentobiosa, soforosa,
sambubiosa y rutinosa®*.

2.4.1. Estructura de las antocianinas y color

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de

los flavonoides, compuestos por dos anillos arométicos A y B unidos por una
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cadena de 3 C. Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis
antocianidinas conocidas (Fig. 5). *®

Aglicona Sustituyentes A max (nm)

R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCHs OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHs OCHz3 510 (azul-rojo)

Figura 5: Estructura y sustituyentes de las antocianinas?®

El color de las antocianinas depende del niumero y orientacion de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacién producen
desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las
metoxilaciones producen coloraciones rojas. En la naturaleza, las antocianinas
siempre presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5 con mono,
di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Dentro de los sacaridos
glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa,
rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible variacién en la
estructura es la acilacion de los residuos de azucares de la molécula con acidos
organicos. Los acidos organicos pueden ser alifaticos, tales como: malénico,
acético, malico, succinico u oxalico; o aromaticos: p-coumarico, caféico, ferdlico,
sinapico, galico, o p-hidroxibenzéico. Stintzing et al., 2002, demostraron que el
tipo de sustitucion glicosidica y de acilacion producen efectos en el tono de las
antocianinas; es asi como sustituciones glicosidicas en la posicion 5 al igual que
acilaciones aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades

purpura®,
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2.4.2. Factores que alteran la estabilidad de las antocianinas

Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas. La
estructura de éstas puede verse afectada en cualquier etapa de un proceso
tecnolégico, como por ejemplo un proceso de extraccién de antocianinas de un
material vegetal, como asi también durante un tratamiento térmico o durante el
almacenamiento de un producto que las contiene. A continuacion, se exponen
los factores mas relevantes que afectan a la estabilidad de las antocianinas.

a) Efecto del pH. Este es uno de los factores mas importantes. Las antocianinas
son mas estables en un medio 4cido que en un medio neutro o alcalino. En
medio &cido la forma predominante es la del ién flavilio, el cual da el color rojo,
cuando esta es sometida a pH bésico o alcalino, el ion flavilio es susceptible al
ataque nucleofilico por parte del agua, produciéndose la pseudobase carbinol,
esto es a pH 4.5 y seguido se forma la chalcona, las dos formas son incoloras.
Conociendo esto, las antocianinas tienen su maxima expresion de color a pH
acidos (pH=1), y su forma incolora se produce a pH neutros o alcalinos, debido a
esta caracteristica

se utilizan a las antocianinas a pH &cido o ligeramente neutro en la industria
alimenticia. En la Figura 6 se muestra el comportamiento de la antocianina a

diferentes pH’s?®.

chalcona, amarilla

base quinoidal, azul
Figura 6. Estructuras de las antocianinas a diferentes pH’s (Fuente: Giusti y

Wrolstad, 2001).
b) Efecto de la temperatura. La antocianina es destruida por el calor durante el
procesamiento y almacenamiento. Un incremento logaritmico en la destrucciéon
de la antocianina ocurre con un incremento en la temperatura. Timberlake y

Henry en 1986 observaron que el equilibrio entre las estructuras es endotérmico,
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en una direccion de izquierda a derecha: Base quinoidal - Cation flavilio -
Pseudobase carbinol - Chalcona. A altas temperaturas el equilibrio cambia hacia
chalconas. El retorno de chalconas a flavilio es lento *°.

2.5. Estrés oxidativo

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen un desbalance entre las sustancias o factores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento
exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno. Todo esto trae
como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcion en cualquier
organo, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se reconoce como
mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la
evolucion de un numero creciente de entidades y sindromes de interés médico-
social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos®,
2.5.1.Estrés oxidativo y rol de los antioxidantes en la salud

Durante los ultimos afios, el estrés oxidativo ha sido implicado en el desarrollo
de diferentes patologias, como diabetes y enfermedades cardiovasculares. Este
estrés oxidativo se produce cuando existe un desbalance entre la generacién de
especies reactivas del oxigeno (ERO) y los sistemas de defensa antioxidante de
nuestro organismo, los cuales se ven sobrepasado. Las ERO contribuyen al
envejecimiento celular, mutagénesis, carcinogénesis y enfermedades coronarias,
posiblemente a través de la desestabilizacion de membranas, dafio al ADN y
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)?'. Un antioxidante es una
sustancia capaz de neutralizar la accién oxidante de los radicales libres, los
cuales, al ser atomos o0 grupos de atomos con un electrén desapareado, son
muy reactivos ya que tienden a captar un electron de moléculas estables con el
fin de alcanzar su estabilidad electroquimica?..

2.5.2. Radicales libres

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies
guimicas, cargadas o no, que en su estructura atbmica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial
gue genera gran inestabilidad, sefializado por el punto situado a la derecha del
simbolo. Son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actian

cercano al sitio en que se forman. Desde el punto de vista molecular son
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pequefias moléculas ubicuas y difusibles que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la
cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y
las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al
interactuar con las principales biomoléculas del organismo. Los radicales libres
del oxigeno tienen una funcion fisiolégica en el organismo como la de participar
en la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, favorecen la sintesis de
prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis
de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la biomembrana y
favorecen la quimiotaxis. Existe un término que incluye a los radicales libres y a
otras especies no radicalarias, pero que pueden participar en reacciones que
llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes: Especies Reactivas del
Oxigeno (ERO)Y’

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:
Radical hidroxilo (HO«).

o Peroxido de hidrégeno (H202)

e Aniodn superdxido (O?)

e Oxigeno singlete (105)

e Oxido nitrico (NO)

o Peroxilo (ROO

e Semiquinona (QH)

e Ozono O3

La capacidad que tenga cada radical libre para actuar como agente oxidante
estd determinada por factores como su reactividad, especificidad, selectividad y
difusibilidad. Son responsables del dafio oxidativo de macromoléculas biolégicas
como el DNA, lipidos, carbohidratos y proteinas. Participan en los mecanismos
fisiopatoldgicos de muchas enfermedades, como algunos tipos de cancer,
diabetes, patologias cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias
gastroentéricas, afecciones broncopulmonares o procesos neurodegenerativos.
También estan implicados en procesos fisioldgicos como el envejecimiento, el
dafo causado por el ejercicio fisico agotador y otros™.

2.6. Antioxidantes

En un sistema biol6gico, los antioxidantes pueden definirse como compuestos
capaces de retrasar significativamente o inhibir la oxidacion de otras moléculas

cuando estan presentes en concentraciones bajas en comparacion con el
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sustrato oxidable. El sustrato oxidable puede ser cualquier molécula presente en
materiales bioldgicos y alimentos, incluyendo carbohidratos, ADN, lipidos vy
proteinas. Los antioxidantes pueden actuar de formas distintas; son capaces de
disminuir la concentracion de oxigeno, prevenir la formacion de la reacciéon en
cadena secuestrando los radicales de iniciacion, union a los iones metalicos
catalizadores y descomposiciéon de los productos primarios de oxidacion;
ademas, previenen la unién a proteinas, la mutacion del ADN vy el dafio a tejido®2.

2.6.1. Mecanismo de accién de los antioxidantes:

Previniendo la formacion de ROS.

¢ Interceptando el ataque de ROS.

e Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos

e reactivas.

e Facilitando la reparacion del dafio causado por ROS.

e Manteniendo un ambiente favorable para la actuacion de otros antioxidantes.

e Amplificando la resistencia de las dianas bioldgicas sensibles al ataque de
ROS%,

2.6.2. Antioxidante primario

Los antioxidantes primarios son aquellos que previenen la formacion de nuevas

“Especies Reactivas de Oxigeno” (ERO) y las transforman en otras menos

perjudiciales antes de que reaccionen. En este grupo se destacan las enzimas

superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), ferritina,

ceruloplasmina de tipo ferroxidasa y catalasa?.

2.6.3. Antioxidante secundario

Capturan los radicales y evitan las reacciones en cadena. Algunos ejemplos de

ellos son la vitamina E y C, [3-caroteno y sustancias endégenas con capacidad

antioxidante, entre las que se encuentran el glutation urato, bilirrubina,

ubiguinona, albiimina y acido Grico?.

2.6.4. Antioxidante terciario

Los antioxidantes terciarios son los encargados de la reparacion de las

biomoléculas dafadas. Se incluyen las enzimas endonucleasa

apurinica/apirimidinica y polimerasa B, reparadoras del ADN y la metionina

sulféxido redutasa®.

2.6.5. Beneficios que se obtienen de una dieta rica en polifenoles.

Son numerosos los estudios que han mostrado que los polifenoles poseen

propiedades antioxidantes, inhibiendo la peroxidacion lipidica y captando
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radicales libres hidroxilo, supéroxido y alcoxi. Protegen de la oxidacién a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) desempefiando un papel clave en la
prevencion del aterosclerosis. También pueden prevenir la trombosis, inhibiendo
la agregacion plaquetaria, la permeabilidad y fragilidad capilar. Son considerados
reguladores del sistema inmune y como antiinflamatorios, probablemente debido
a la modulacion del metabolismo del &cido araquidonico, reduciendo los niveles
de tromboxano. Modulan la actividad enzimatica de la ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, fosfolipasa A2, hialuronidasa, e inhiben la accién de la
angiotensina convertasa, mieloperoxidasa (que produce el hipoclorito y otros
prooxidantes) y xantinooxidasa (que produce los radicales superéxido). Hay que
destacar el potencial anticarcinégeno, ya que pueden estimular el bombeo de
ciertos agentes cancerigenos hacia el exterior de las células o bien activar a las
enzimas de detoxificacion?®.

2.6.6. Clasificacién de los antioxidantes

Con respecto al mecanismo de accion, los antioxidantes se pueden dividir en los

siguientes siete grupos.

Tipo de antioxidante Mecanismo de accién Ejemplo de antioxidante

Los antioxidantes que Estos son compuestos Fenoles
rompen las cadenas por reductores con relativamente Naftoles
reaccion con radicales enlaces O-H y enlaces N-H Hidroquinonas
peroxilo débiles, que reaccionan Aminofenoles
facilmente con los radicales Diaminas
peroxilo para la formacion de
radicales intermedios de baja
actividad.

Los antioxidantes que Estos son compuestos, que Quinonas

rompen las cadenas por aceptan facilmente los Nitronas

reaccion con radicales radicales alquilo. Estos Radicales estables nitroxilo y

alquilo. antioxidantes son eficaces en nitrocompuestos
concentraciones muy bajas carotenoides

de di-oxigeno y en polimeros

solidos.
Antioxidantes gue Estos son compuestos que Sulfuros
descomponen reaccionan con Fosfitos
hidroperoxido. hidroperdxidos sin la Carbamatos

formacion de radicales libres.  Algunos complejos de

metales
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Proteinas

Aminoécidos
Antioxidantes que Ligando compuestos Oxidos de hidroperdxidos
desactivan metales. metalicos a compuestos Diaminas
inactivos Hidroxiacidos

Cadenaciclica, terminacion En  otras  palabras, la aminas aromaticas, los
por los antioxidantes. terminacion de la cadena se radicales nitroxilo, y

produce como un proceso compuestos que poseen

ciclico catalitico (los metales de valencia variable

antioxidantes se regeneran
en las reacciones de
terminacion de la cadena). La
terminacion de la cadena
mdltiple puede tener lugar,
por  ejemplo, en los

polimeros.

Los inhibidores de la Algunos antioxidantes Antraceno

pueden interactuar

Tabla 1. Mecanismos de accion de algunos antioxidantes (fuente determinacion
de actividad antioxidante de extractos y fracciones de Hojas de Chromolaena
perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson.)?

2.6.7. Medicion de la actividad antioxidante

Existen numerosos métodos para medir la capacidad antioxidante de los
compuestos, los que se clasifican en dos categorias: La primera, mide la
inhibicion de la oxidacién en un sistema modelo por monitoreo a los cambios
asociados usando medios fisicos, quimicos o instrumentales?. La segunda,
involucra a los ensayos captadores de radicales, los cuales incluyen métodos
basados en mecanismos de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) o
transferencia de electrones (ET). Los ensayos ORAC (capacidad de absorber
radical oxigeno) y TRAP (parametro antioxidante que atrapan los radicales
totales), son los mejores métodos utilizados para medir el HAT. Los ensayos
TEAC (capacidad antioxidante equivalente a Trolox), FRAP (poder antioxidante
reductor férrico) y el DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) representan a los métodos
basados en ET?.

Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (ET).
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Tabla 2. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de
reaccion ET?.

ENSAYO CATEGORIA

4cido 2,2"azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS™)

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)

Ensayos basados
Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP) en la transferencia

de electrones (ET)
N, N- dimetil-p- fenilendiamina (DMPB)

Capacidad de reduccion antioxidante del cobre (CUPRAC)

Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrogeno
(HAT)

Tabla 3. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de

reaccion HAT?.

ENSAYO CATEGORIA

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC)

Ensayos basados

Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP) en la transferencia

de atomos de
Inhibiciéon de la oxidacion del acido linoleico hidrégeno (HAT)

Inhibicion de la oxidacion de los lipidos de baja densidad (LDL)

2.6.7.1. Método ABTS

El método ABTS se basa en la capacidad de captura que tiene el anion radical
ABTSe+ [del acido 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] de vida larga.
El ABTSe es oxidado por los radicales peroxilo u otros oxidantes a su forma de
radical cation ABTSe+ de color intenso. La capacidad antioxidante de los
compuestos de prueba se mide como inhibicién Gptica complementaria a la
absorbancia (disminucién del color), al reaccionar directamente con el radical
ABTSe+. Los resultados de los compuestos analizados se expresan como
equivalentes de trolox?.

El método permite expresar los resultados de acuerdo a la capacidad del
antioxidante para donar un hidrogeno y estabilizar al radical ABTS. La
decoloracion que la solucion de ABTS experimenta en la reaccion, se compara

con la decoloracion hecha por un antioxidante patron derivado de la vitamina e
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conocido como trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico),
mediante una curva de calibracidn. Por esta razoén el resultado se expresa como
capacidad antioxidante en equivalentes trolox o TEAC (del inglés: Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity)®2.

s SO, + Antioxidante
SEE s /Nw KSOs
—N
o~
N
CoHs
ABTS™ (verde- azul) s SO5
O3S s /Nw
T

N
CoHs

ABTS (incoloro)
Figura 7. Mecanismo de reaccion para el ensayo ABTS?®

2.6.7.2. Método FRAP

Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el Fe*" a
Fe?* que es menos antioxidante. El complejo férrico-2,4,6-tripiridel-s-triazina
(TPTZ) incoloro es reducido al complejo ferroso coloreado?.

Se mide la densidad éptica (DO) del Fe?*. Asi, cuanto mas antioxidante es la
sustancia objeto de estudio, mayor es la reduccion y mayor concentracion de
Fe?* y mas alta la sefial de absorbancia. El complejo va a poder ser reducido por
productos con potenciales redox menores a 0.7 V (potencial redox del Fe®" -
TPTZ):.

Debido a que el potencial redox del Fe*" - TPTZ es comparable con el del ABTS
se pueden analizar compuestos similares con ambos métodos, aunque las
condiciones de la reaccion sean distintas. EI mecanismo del FRAP es de
transferencia de electrones, a diferencia de otros métodos donde se produce
captura de radicales libres, segun esto, el FRAP puede ser util, en combinacion
con otros métodos, en la determinacidbn de la capacidad antioxidante de
productos que contengan distintos tipos de antioxidantes?:.

La reaccion mide la reduccion del complejo férrico-2,4,6, tripiridil-s-triazina
(TPTZ), en la cual el hierro férrico (Fe** - TPTZ) se reduce a i6n ferroso a bajo
pH, causando la formacién de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado (Fe

2*-TPTZ), que absorbe a? una longitud de onda de 593 nm?°,
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Fe™-TPTZ +antioxidante reductor —>  {'2TPTZ (azul intenso a 593 nm)

Figura 8. Reaccion involucrada en el ensayo FRAP?°

El patrén utilizado para comparar los resultados sera el trolox.

2.7. Proceso de atomizacién

El proceso de secado por atomizacion es una operacion basica que consiste en

la transformacion de una suspension o disolucibn en un material seco

particulado, mediante la atomizacion del primero en un medio caliente y seco. El

secado por atomizacibn de gotas es utilizado en muchas aplicaciones

industriales de los sectores ceramico, quimico, alimentario, farmacéutico. Cada

proceso industrial y uso posterior del polvo atomizado obtenido requiere de unas

propiedades determinadas, que sean dptimas para la aplicacion en cuestion®.

2.7.1.Ventajas del proceso de secado por aspersion

La evaporacion de agua enfria el contenido de las particulas permitiendo
usar varias temperaturas de aire de secado sin afectar las cualidades del
producto.

Proceso continuo y constantemente controlado

Homogeneidad de productos

Excelente presentacion de los productos

Tiempos de secado cortos.

Secado de materiales termosensibles, exponiéndolos a tiempos cortos.

El producto final es un polvo fluido y soluble!
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion
El presente trabajo investigacion, se llevd a cabo en el Centro de Desarrollo,
Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
(CEDACMEF) de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga.
3.2. Poblaciéon y muestra.
3.2.1. Poblacion
Flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”, que crecen en zonas andinas,
del centro poblado de Huaraca, distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho.
3.2.2. Criterios de inclusion y exclusion.
Se tomd en consideracion las flores de “gihwncha”, que estén en buen estado
excluyendo las que estén dafiadas o en mal estado.
3.2.3. Muestra
98 g de Flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”,
3.2.4.Unidad de analisis
Extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”,
3.2.5.Sistema de muestreo
Libre por conveniencia.
3.3. Métodos instrumentales para la recoleccién de datos
3.3.1. Recoleccién y preparacion de la muestra.
Se recolectaron al azar las flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha” en
horas de la mafiana, luego fueron lavadas y secadas a temperatura ambiente, en
un lugar con buena ventilacién, cambiando el papel de soporte y removiendo el
vegetal para evitar su descomposicion, por un periodo de 7 dias. Luego se

procedi6 a seleccionar los pétalos para su posterior molienda.
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3.3.2. Obtencion del extracto atomizado de las flores de Brachyotum
naudini Triana "qihwncha”

Se selecciond las flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha” cerciorandose

de que no tuvieran dafio en las flores, que sean de similar tamafio y color.

Una cantidad de 98 g de muestra se sometieron a maceracion con 1500 mL de

etanol al 70° acidulado con acido citrico a pH 3,18, se homogeniz6 por 30 min en

un vortex para luego macerar durante 24 h. a tempera ambiente. Transcurrido

este tiempo se homogeniz6 nuevamente y fueron filtradas al vacio, el

sobrenadante se concentré en un rotavapor a 60°C durante 8 min®2,

Finalmente se atomiz6 para obtener un polvo fino utilizando el atomizador Mini

Spray Dryer B-290 y el producto obtenido se envasé en un recipiente

herméticamente cerrado, ya que el extracto atomizado es muy higroscopico®.

De esta manera, se obtuvo un total de 34 g de muestra solida (polvo fino).

3.3.3.ldentificacién de compuestos quimicos del extracto atomizado

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos del extracto atomizado

de las flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”, fueron realizadas

siguiendo los procedimientos de Olga Lock de Ugaz®*.

3.3.4.Evaluacioén de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado.

Una vez obtenido el extracto atomizado, se evaluaron los pardmetros fisico -

guimicos, que a continuacion se sefala.

a) Determinacién de las caracteristicas organolépticas

Color: Se colocé la muestra en un tubo de ensayo hasta las tres cuartas partes y

se obtuvo el color, la transparencia, la presencia de particulas y la separacion en

capas®.

Olor: Se tomo6 una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho

por 10 cm de largo e introdujo en un extremo de la muestra del ensayo.

Determinando si corresponde con las caracteristicas del producto. Los términos

para describir los olores de la droga son: aromatico, aliaceo, alcanforado,

nauseabundo, desagradable, a especia, etc®.

Sabor: Se tomd una cantidad suficiente y se colocé en una luna reloj, luego

hacer contacto con la lengua y determinar el tipo de sabor (dulce, amargo, acido,

salino, astringente, punzante, nauseabundo, aromatico, etc).

Aspecto: Se tomd cantidad suficiente de muestra y se coloc6 en una luna de

reloj, se observd y se determiné el aspecto de la muestra®3,
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b) Determinacion de la solubilidad

Para determinar la solubilidad de extracto seco se pes6 un gramo de muestra y
se vacio en un tubo de ensayo, el cual se le adicioné 1 mL de disolvente (agua,
alcohol o cloroformo), agitar y observar, en caso de no disolverse aumentar el
disolvente a 10 mL, asi sucesivamente para 30 mL, 100 mL, 1 L y mas de 10 L.*®
c) Determinacion de pH

La medicién del pH se llevo a cabo mediante el pH-metro de mesa, para ello se
preparé una solucion reguladora de pH, para rango de 0-7. Una vez preparada la
soluciéon reguladora, se ajusté el equipo al rango en que se realizé la
determinacién. Posteriormente se determiné el valor del pH de la muestra®.

d) Determinacion del contenido de humedad

Se peso 2 g. de la muestra de ensayo con desviacion permisible de 5 mg y se
transfiri6 a una capsula de porcelana previamente tarada y desecada,
seguidamente se deseco a 105 oc durante tres horas. La capsula se colocé en la
desecadora donde se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa,
colocandose nuevamente en la estufa durante una hora, volviéndose a pesar,

hasta obtener una masa constante®.

Donde:

Hg = Pérdida en peso por desecacion (%)

M = Masa de la capsula vacia (g)

M1 = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)

M2 = Masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)

100= Factor matemético.

e) Determinacién del contenido de cenizas.

Se pesé no menos de 2 g ni mas de 3 g de la muestra de ensayo, con una
desviacion permisible de 5 mg en un crisol de porcelana o platino previamente
tarado. Se calienta suavemente la muestra de ensayo aumentando la
temperatura hasta carbonizar y posteriormente incinere en una mufla a una
temperatura de 700 a 750°C, si no se sefala otra temperatura en la norma
especifica, durante dos horas. Se enfria el crisol en una desecadora y se pesa,
repitiéndose el proceso hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de
cinco mg por g para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento
y pesada son de 30 min. Si el residuo presenta trazas de carbon, se le afiaden

unas gotas de solucion de peroxido de hidrogeno concentrado, acido nitrico o
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soluciéon de nitrato de amonio al 10 % m/v y se calienta hasta evaporar los
solventes. Al enfriar el crisol el residuo es de color blanco o casi blanco.*®
Célculo:

M2 - M1

=37 * 100
Dénde:
C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada
M = masa del crisol vacio (g)
M1 = masa del crisol con la porcién de ensayo (g)
M2 = masa del crisol con la ceniza (g)
100 = factor matematico
3.3.5. Determinacion de contenido de fenoles totales
La determinacién de contenido de fenoles totales se realiz6 mediante el método
de espectrofotometria de Folin-Ciocalteu, para lo cual se utilizé el acido galico
como el compuesto fendlico de referencia®.
Este método se fundamenta en su caracter reductor y seguida neutralizacion.
Consiste en la mezcla de la muestra a analizar y el reactivo de Folin-Ciocalteau,
el cual tiene la capacidad de reaccionar con los compuestos polifendlicos, dando
como resultado un cambio de coloracion de amarillo a azul, y su intensidad
depende del contenido de fenoles presentes en la muestra. En seguida se mide
esta coloracion en el espectrofotdmetro®’.
Procedimiento: Se tomaron 100 uL de las muestras convenientemente diluidas,
500 pL del reactivo Folin — Ciocalteu 1:10, 400 uL de una solucién de carbonato
de sodio al 7,5%. Se mezclaron en un tubo de ensayo y se deja reaccionar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se medira la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 765 nm utilizando un espectrofotometro. El
contenido de fenoles totales se expresa en miligramos de equivalentes de acido
galico (GAE) por gramo de material vegetal seco, a partir de una curva de
calibracion del estandar acido galico de 10 a 60 pg/mL%’.
El extracto obtenido anteriormente contiene la antocianina de interés, pero a su
vez contiene interferencias para su analisis tales como fendlicos, azlcares y
acidos por lo que para eliminarlas se utilizé el siguiente método:32
3.3.6. Determinacion de la concentracion de antocianinas mediante el
método pH diferencial

Para la obtencion de la concentracion de la antocianina se utilizé el método de

pH diferencial. La antocianina experimenta una transformacion reversible con los
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cambios de pH manifestado por un llamativo cambio en la absorbancia. La forma

oxonium predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 4.5. El pH diferencial es un

método basado en esta reaccién, y permite una rapida y exacta medida de la

antocianina total, incluso en la presencia de pigmentos degradados

polimerizados y de otros compuestos interferentes. Este método fue utilizado

primero por Fuleki y Francis (1968) para medir el contenido de antocianina en

arandano®,

Materiales

e Buffer pH1 (0.025 M Cloruro de Potasio)

e Buffer pH4.5 (0.4 M Acetato de Sodio)

e Celdas de cuarzo para UV- Visible

e Agua destilada

e Espectrometro de UV-Visible

e Pigmento

e Pipeta

e El método se describe en la Figura 9.

e Para la obtencion de la concentracion de antocianina se utiliza la formula de
pH diferencial:

A= (A )

-A -(A -A
Avis-max }\700) pH1 ( A vis-max A700 pH 4.5

En donde A vema €S la lectura del pico mas altoapH 1y pH 4.5,y A oo

es la lectura a 700 nm, tanto para pH 1 como pH 4.5 Para calcular la

concentracion en la muestra original se sigue la siguiente formula:

Antocianina monomeérica (mg L_l) = (A * Peso molecular * FD * 1000) / (€ * 1)

A = Es la absorbancia antes calculada

FD = Es el factor de dilucion

€ = El coeficiente de extincion molar

3.3.7. Determinacion de la actividad antioxidante

3.3.7.1. Método de radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Se realizé la evaluacion cuantitativa de la actividad antioxidante siguiendo la
metodologia descrito por Sousa et al., (2007), con modificaciones menores, el
seguimiento del consumo de radical DPPH por las muestras, mediante la
disminucion de la absorbancia de las soluciones a diferentes concentraciones.
Estas mediciones se realizaron en UV-Vis a una longitud de onda de 515 nm, se

utilizé el Trolox como control positivo®e,
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Los resultados se pueden expresar como ICsoy de captacion, % de actividad
antirradicalaria, o equivalentes a trolox o equivalentes a vitamina C (cuando es
comparado con estandares)
Procedimiento
Se procede a preparar 50 mL de la solucién madre DPPH en etanol 96° a una
concentracion de 40 mg/mL, posteriormente se mantiene en refrigeracion y
protegido de la luz, se realizaron diluciones de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1 pg/mL.
La curva de calibracion se construye a partir de los valores de absorbancia
obtenidos a 515 nm de todas las soluciones (1 a 40 pug/mL), medidas en una
cubeta de vidrio con el camino 6ptico de 1cm y teniendo como “blanco” el
etanol.®®
El extracto etandlico de las flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”, y el
control positivo (trolox) en etanol 96°, fueron diluidos a concentraciones de 250,
200, 150, 100, 50 y 25 mg/mL. Las medidas de absorbancia de las mezclas de
reaccion (0,3 mL de solucion de muestra y 2,7 mL de la solucion madre de
DPPH a la concentracion de 40 pg/mL) se realizaron a 515 nma 1, 5y 10
minutos, cada 10 minutos hasta 1 hora. Se utilizé una mezcla de etanol (2,7 mL)
y 0,3 del extracto como blanco®.
Célculos:

e Calcular el porcentaje de actividad antioxidante

{[Abscontrol - (Absmuestra - Absblanco)]X]-OO}

%AA =
Abscontrol

Donde:
Abs controi: @bsorbancia inicial de la solucion metandlica de DPPH,
Abs muestra: @bsorbancia de la reaccion del DPPH con la muestra.

e Calcular la concentracion media inhibicion de la actividad antioxidante, de la
ecuacion lineal del porcentaje de actividad antioxidante versus
concentracion Trolox y extractos atomizados, utilizando el software Excell %,

3.3.7.2. Método del Radical 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS)

Preparacion de la solucion madre de ABTS: Se prepard una solucién madre de

ABTS (7Mm), para ello se pes6 exactamente 0,09601 g de ABTS (2,2'-azino-bis

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, 98%) y se disolvié en

25 ml de agua bidestilada®.
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Preparacion de la solucion de per sulfato de potasio: Se preparé una solucién de
per sulfato de potasio (2,45Mm), para ello se pes6 0,0165 g de K;S;Os y se
disolvié en 25mL de agua destilada **.
Preparacion del radical ABTS™
En un frasco ambar, se coloco 3 mL de la solucién madre ABTS (7 mM) y 3 mL
de la solucion de Per sulfato de Potasio K»S;0s (2,45 mM), se homogenizé y se
cubrié con papel aluminio. La solucién se incub6 de 12 a 16 horas a temperatura
ambiente (£25°C) antes de su utilizacion.
La solucién tiene un periodo de uso de 2 dias en refrigeracion.
Una vez formado el radical ABTS++ se diluyé con etanol 96° hasta obtener un
valor de absorbancia comprendido entre 0,70 (£0,02) a 754 nm (longitud de onda
de méaxima absorcion)®.
Procedimiento
Se coloco6 20 uL de las soluciones de los extractos a concentraciones de 50 a
250ug/mL en tubos de vidrio y se haran reaccionar con 980 uL del radical
ABTS".
Se mide la densidad 6ptica de la mezcla de reaccién al minuto 6 a 734 nm, los
ensayos se realizaron por triplicado.
Se construyd la curva de calibracion con Trolox a concentraciones de 50 a
250ug/mL, y se determin6 el porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente
ecuacion: 2
Calculos:

e Calcular el porcentaje de actividad antioxidante

{[Abscontrol - (Absmuestra - Absblanco)]X]-OO}

%AA =
Abscontrol

Donde:
ADbS controi: @bsorbancia inicial de la soluciéon de ABTS

ADbS muestra: @absorbancia de la reaccion del ATBS con la muestra.

e Calcular la concentracion media inhibicidon de la actividad antioxidante, de la
ecuacion lineal del porcentaje de actividad antioxidante versus
concentracion Trolox y extractos atomizados, utilizando el software Excel-

3.3.7.3. Método poder reductor antioxidante Férrico (FRAP)
Este ensayo se basa en el poder de un compuesto o extracto para reducir la

2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ). Un antioxidante potencial puede reducir el
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ion férrico (Fe3') a ion ferroso (Fe?*); esta Ultima forma un complejo azul
(Fe?*/TPTZ), cuya absorbancia se lee a 590 nm, La reaccion debe llevarse a
cabo en condiciones acidas (pH 3,6) para conservar la solubilidad del hierro. El
poder reductor esta relacionado con el grado de hidroxilacion y la conjugacion en
los fenoles®.
Desarrollo del método
Solucion de &cido clorhidrico HCI 40 mM. Se diluye 535 uL de HCI (37%) en 100
mL de agua destilada.
Solucion TPTZ 10 mM. Se pes6 0,0312 g del reactivo TPTZ y se disolvié en un
matraz de 10 mL con HCI 40 mM.
Solucion de cloruro férrico 20 mM. Se pes6 0,1352g de cloruro férrico, se disolvio
en 25 mL de agua destilada.
Tampoén acetato 0,3 mM; pH 3,6 para 250 mL. Se disolvié 0,00615 g de acetato
de sodio en 200 mL de agua destilada. Ajustar el PH a 3,6 utilizando HCI 40 mM
y completar hasta los 250 mL con agua destilada®.
Preparacion de solucién de trabajo diario FRAP
Mezclar 25 mL del tampén acetato 0,3 mM, 2,5 mL de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-
triazine 10 mM preparado en HCl 40 mM y 2,5 mL de cloruro férrico 20 mM. Esta
preparacion debe mantenerse durante todo el proceso en bafio maria a 37°C
Procedimiento
Se coloco 20 uL de las soluciones de los extractos a concentraciones de 50 a
250 ug/mL en tubos de vidrio y se hacen reaccionar con 980 uL de la solucion de
trabajo.
Se medira la densidad 6ptica de la mezcla de reaccion al minuto 30 a 593 nm,
los ensayos se realizaran por triplicado?.
Célculos

e Calcular el porcentaje de actividad antioxidante

{[Abscontrol - (Absmuestra - Absblanco)]Xloo}

%AA =
Abscontrol

Donde:
ADbS contro: @absorbancia inicial de la solucion de FRAP,

ADbS muestra: @absorbancia de la reaccion del FRAP con la muestra.

28



e Calcular la concentracion media inhibicion de la actividad antioxidante, de la
ecuacion lineal del porcentaje de actividad antioxidante versus
concentracion Trolox y extractos atomizados, utilizando el software Excel %,

3.4. Tipo y disefio de investigacion

3.4.1.Tipo de investigacion

Descriptivo®’. Porque, describe todos los fenémenos ocurridos durante su
tratamiento. Asi mismo, analiza e interpreta ciertos fenbmenos que presenta las
flores de Brachyotum naudini T.

3.4.2. Disefio de investigacion

Disefio descriptivo simple®.

Donde:

M: muestra

O: informacién (observaciones)*.

3.5. ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados mediante el programa
Microsoft Excel y el Software OriginPro. Para identificar diferencias significativas
de las muestras fueron evaluadas mediante el andlisis de varianza (ANOVA),
comparaciones multiples del Duncan y t-Student para muestras independientes ,
donde fueron evaluados los valores de Clso entre el trolox y las muestras, con un

nivel de confianza de 95% (para ello se utilizo el programa SPSS version 19.0)%2,
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Identificacion de metabolitos secundarios del extracto atomizado de las
flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho, 2018

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
secundarios

Flavonoides Shinoda ++ Coloracién rojo- rosado
Antocianinas Antocianidina ++ Coloracién fucsia y naranja
transparente
Fenoles y/o Cloruro Feérrico +++ Coloracién azul oscuro (tipo
Taninos piragalotanicos)
Cumarinas Baljet + Se observo un precipitado y
cambio de coloracién a marrén
oscuro
Cardiotonicos Kedde ++ Coloracién violacea en la
parte inferior
Quinonas Borntrager +++ Fase superior presentd un
color rojo y la fase acuosa
transparente
Saponinas Espuma +++ Formacion de espumas
Leyenda:

(+): Poco / leve
(++): Regular / moderado
(+++): Abundante / intensa
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho, 2018

Parametros Ensayos Resultados
Organoléptico Color Fucsia
Olor Sui géneris
Sabor Acido
Aspecto Polvo
Agua Altamente soluble
N Metanol Soluble
Solubilidad Acetona Insoluble
Cloroformo Poco soluble
Butanol Insoluble
Etanol Poco soluble
pH Extracto hidroalcohdlico 3,18
Humedad Perdida por desecacion 0,0305%
Cenizas totales Cenizas totales 8,085%
Rendimiento Solidos totales 37,08%
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Tabla 6. Contenido de Fenoles totales del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho, 2018

Muestra X
M1 215,7 +/-2,11
M2 221,5 +/-1,90
M3 210,7 +/-5,29
X 216,0 +/-1,55 mg EAG/ g, EA
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Tabla 7. Contenido de antocianinas totales del extracto atomizado de las flores
de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho, 2018

Muestra Total de antocianinas(mg/100g de cianidina)
M1 75,47
M2 76,31
M3 74,64
X 75,47 +/-2,07
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Figura 9. Porcentaje de actividad antioxidante por el método de DPPH del
extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”.
Ayacucho, 2018
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Figura 10. Porcentaje de actividad antioxidante por el método de ABTS del
extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”.
Ayacucho, 2018.
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34,41 +4,10 55,74+0,32 68,12 + 0,71
Brachyotum

naudinii T. 28,00+ 0,00 44,36 3,70 60,11 +0,22

Figura 11. Porcentaje de actividad antioxidante por el método de FRAP del
extracto  atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”.
Ayacucho, 2018.
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Tabla 8. Concentracion media inhibitoria (ICso%) de la actividad antioxidante
atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho,
2018.

Método Trolox B. naudinii T
(ug/mL)

DPPH 38,1+0,19" 80,6 + 0,85

ABTS 152.1 + 2,67 2446 + 3,93

FRAP 47,6 +3,14" 64,8 + 3,09
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V. DISCUSION
La biodiversidad es el banco de moléculas bioactivas que demanda la industria
de los productos farmacoldgicos, cosmecéuticos, nutricosméticos,
fitocosméticos, de perfumes, fragancias, sabores, aromas, alimentos
bifuncionales, plantas biocidas, repelentes y de pigmentos naturales®,
En tal sentido, las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de
salud de los paises en via de desarrollo. Aunque no existen datos precisos para
evaluar la extensién del uso global de plantas medicinales, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que méas del 80 % de la poblacion
mundial utiliza diariamente la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades en la salud, y que gran parte de los tratamientos tradicionales
implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos?,
Mediante el andlisis fitoquimico se pudo determinar cualitativamente la presencia
de flavonoides, compuestos fendlicos y/o taninos, antocianinas, cumarinas,
cardiotdnicos, quinonas y saponinas. Resultando positivo para estos metabolitos
y negativo para alcaloides, los triterpenos y/o esteroides y azlcares reductoras
por lo que este extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii T
“gihwncha”. presenta un alto contenido de compuestos fendlicos que le otorgan
propiedades terapéuticas para la salud, el cual se puede observar en la tabla 3.
Ibafiez et al®. Demostraron la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides,
antocianinas y antraquinonas en las flores de Brachyotum microdon, los cuales
le confieren el poder antioxidante y fotoprotector.
En las flores de Brachyotum naudinii T “gihwncha” la que mas destaca son los
flavonoides, fenoles, taninos del tipo pirogalotanicos, antocianinas, quinonas,
cardioténicos y finalmente la presencia de saponinas por mas de 10 min. Perez.,
et al.*®* nos mencionan que los flavonoides, antocianinas y taninos también
pueden usarse como una fuente natural de antioxidantes, para combatir

problemas tumorales y cancer. Asi mismo, indica que las quinonas poseen
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segun la dosis acciones variables como laxantes purgantes. Por otro lado, los
flavonoides y antocianinas presentan propiedades farmacolégicas, incluyendo la
actividad inhibidora de enzimas (hidrolasas, ciclooxigenasas, fosfatasa alcalina,
cAMP  fosfodiesterasas, ATP-asas, liasas, hidroxilasas, transferasas,
oxidoreductasas y kinasas), antiinflamatoria, anticancerigena, antibacteriano,
antitumoral y antiviral. Ademas, los taninos son polifenoles hidrosolubles,
astringentes tanto por via tdpica como interna, Antidiarreicos, antioxidantes
naturales, antisépticos y vasoconstrictores. Los cardioténicos tienen accion
inotropica positiva, es decir, incrementan las fuerzas de contraccion del masculo
cardiaco. Finalmente nos indica que, las saponinas tienen actividad
antimicrobiana y contra infecciones del tracto urinario; todo ello menciona en su
trabajo de investigacion: Estudio fitoquimico preliminar de plantas medicinales
del norte del Peru. En tal sentido, las flores de Brachyotum naudinii Triana
“gihwncha” nos presenta un gran potencial como colorante natural y antioxidante
por sus propiedades descritas en lineas arriba y sobre todo por los polifenoles.
En la tabla 4, muestra las caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado
de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Donde presenta un color
fucsia, olor sui géneris, sabor acido y posee un aspecto de polvo fino. Por otro
lado, es soluble es metanol y agua, y presenta un pH de 3,18

Del mismo modo, presenta cenizas totales en un 8,085%, la humedad en un
0,0305% y el rendimiento en un 37,08% el cual indica que las flores de
Brachyotum naudini tiene un alto potencial de rendimiento, es decir, de los 98 g
de pétalos se obtiene un 36,34 g de extracto atomizado. Segun Kuklinski**, la
solubilidad depende de la forma en que se encuentran; las agliconas libres, son
insolubles en agua, poco solubles en mezclas hidroalcoholicos y solubles en
disolventes organicos ya sean polares o apolares. Por su parte, los Heterdsidos
son solubles en agua y mezclas hidroalcoholicos e insolubles en disolventes
organicos apolares.

El procedimiento de Folin-Ciocalteu es un método ampliamente utilizado y
proporciona una estimacion rapida y atil del contenido de fenoles en extractos
vegetales®. Como se puede observar en la tabla 5, presenta los resultados del
contenido de fenoles totales en el extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”, donde se determin6 que dicha muestra
presenta fenoles totales, expresados en &cido galico por gramo de extracto de

216.0 mg. EAG/g.EA (p < 0,05). En la misma linea de investigacién Gracia M*.
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en su estudio cuantificacion de fenoles y flavonoides totales en extractos
naturales, reporta que la flor de manita presenta fenoles totales, expresados en
acido galico por gramos de extracto, de 221.481 + 0.630.

Tarhan et al.,*® en las flores de Curcubita pepo sefialan valores de 189 mg
AGE/g de muestra cuyos valores se encuentran muy por debajo de los
resultados obtenidos; el cual se debe a la diferencia de colores de pétalos, pero
gue evidencian la presencia de compuestos fenélicos.

Por su parte, Arellano et al.,’° en su trabajo de investigacion evaluacién de los
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de tres colores de pétalos de
mastuerzo (Tropaeolum majus L.), nos menciona que el Contenido de fenoles
totales, en los tres colores (amarillo, anaranjado y rojo) es de 442,02 + 5,09;
917,05 £10,36; 799,35 £ 10,77 respectivamente.

Muchas de estas flores contienen en sus pétalos componentes saludables. Esta
funcionalidad se debe sobre todo a su capacidad antioxidante que se relacionan
con su compuesto fendlico®.

En la tabla 6, se muestra el contenido de antocianinas totales del extracto
atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho,
2018, donde el contenido de antocianinas totolates de la muestra es de 75,47
mg/100 g de cianidina, el cual le confiere una coloracién rosado fucsia.

A comparacion con otras flores, las flores de Brachyotum naudini T, presenta
una cantidad baja de antocianinas que bien puede ser influenciado por su
inestabilidad.

Asi mismo, la baja cantidad encontrada de antocianinas puede ser por el tipo de
extraccion que se realizé a la muestra.

Zapata*’; menciona que, el método de extraccion debe ser el mas adecuado
para cada aplicacion concreta. Asi, en el caso de las antocianinas, se debe
maximizar la extracciobn de pigmentos, minimizar los compuestos adjuntos
extraidos y limitar la degradacién o alteracién del estado natural del extracto. El
conocimiento de los factores involucrados en su estabilidad y de los mecanismos
de degradacién es sumamente vital para una eficiente extraccion, purificacion y
uso de las antocianinas como colorantes de alimentos. En su estudio: Obtencion
de extracto de antocianinas a partir de ardndanos para ser utilizado como
antioxidante y colorante en la industria alimentaria.

Por otro lado, el uso de microencapsulante es un factor que afecta de manera

directa en el contenido de antocianinas; en el presente estudio no se empled
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ningun polimero. Por ello, una de las causas para obtener una baja cantidad de
antocianinas es la falta de uso de microencapsulante.

Guevara et al*®; mencionan que, el micro encapsulado favorece la conservacion
de sabores, aromas y compuestos como acidulantes, antioxidantes y vitaminas,
asi como algunos alimentos y materiales incluyendo aceites y microorganismos.
Asi mismo, la ME ayuda a proteger a distintos nutrientes y conservar
compuestos bioactivos o antioxidantes en frutas y vegetales, por lo que se han
realizado numerosos estudios donde utilizan esta técnica para la conservacion
de los compuestos mencionados.

Por su parte, Avendafio y Acevedo*’; mencionan que, la técnica de
microencapsulacion en las industrias alimentaria y farmacéutica, es un método
alternativo que se utiliza para incrementar la estabilidad de compuestos con
actividad biol6gica y preservar su actividad antioxidante en condiciones
ambientales adversas de calor, luz y humedad en el almacenamiento y
procesamiento. En su estudio: Proceso de microencapsulacion de colorantes
naturales presentes en la fresa (Fragaria vesca).

Por otro lado, Arrazola et al’®; evaluaron pigmentos microencapsulados de
antocianinas, mediante el secado por aspersion con 30 % de maltodextrina y 180
°C, los cuales presentaron buenas propiedades fisicoquimicas, con menores
contenidos de humedad (3.43 %) y actividad de agua (0.26) y mayores
porcentajes de solubilidad (93.61 %).

Entre los métodos mas aplicados para la determinacion de la capacidad
antioxidante estdn el ABTS y DPPH ambos presentan buena estabilidad en
ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias. EI DPPH es un
radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacién previa,
mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser
guimica, enzimatica, o también electroquimica®?.

La evaluacion de la capacidad antioxidante se realizé utilizando el reactivo 2, 2-
Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acuerdo a lo realizado por Brand-Williams?. Asi
mismo, se utilizé el método de ABTS y FRAP.

La actividad antioxidante es un parametro que mide el grado en que el
compuesto antioxidante evita que su sustrato se oxide. Si el valor es cercano a
100, la actividad del compuesto en cuestion es alta?.

En la figura 9, se presenta los resultados de la actividad antioxidante del extracto

atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”, evaluado
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segun el método DPPH. Para ello se tomaron diferentes concentraciones de 25
ug/mL, 50 ug/mL y 100 ug/mL, donde dicha muestra presentdé una actividad
antioxidante de 15,14 £ 0,52%; 28,57 + 0,42% y 49,74 * 0,42% respectivamente.
Mientras, que el Trolox, a las mismas concentraciones presenté una actividad
antioxidante de 24,15 + 1,11%; 49,67 + 0,60% y 95,63 + 0,24% respectivamente
(p < 0,05). Asi, la mayor inhibicion de las flores se observé a 100ug/ml con
49.74%

Solomén et al®?. sugieren que la capacidad antioxidante se debe a la
pigmentacion, ya que en el caso de algunos frutos se presenta mayor actividad
cuando tienen coloraciones oscuras. Coincidentemente las flores de Brachyotum
naudinii Triana “gihwncha” presenta una coloracion fucsia oscura por las
antocianinas, el cual de alguna manera tuvo influencia en la capacidad
antioxidante.

Asi mismo, Pineda et al®®; mencionan que la capacidad antioxidante depende del
tipo y concentracién de los antioxidantes involucrados. En las condiciones en
gue se encuentran varios de estos compuestos, el cual presentan diferente
capacidad antioxidante. En el estudio: Capacidad antioxidante y potencial de
sinergismo entre los principales constituyentes antioxidantes de algunos
alimentos.

Lara et al.,? reporta que, la mayor inhibicién (%DPPH) se observé con flores de
dalia de color purpura y guinda (24 %), y los valores mas bajos se registraron en
las flores color morado, rojo y blanco (17 %). En comparacion con las flores de
Brachyotum naudinii Triana “gihwncha” presenta menor porcentaje de inhibicién.
En la figura 10, se presenta los resultados de la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana, evaluados segun
el método ABTS. Se puede observar que el porcentaje de actividad antioxidante
de dicha muestra a las concentraciones de 150 ug/mL, 200 ug/mL y 250 ug/mL
fueron de 29,59 + 0,63%; 43,18 + 1,22% y 50,37 +1,10% respectivamente.
Mientras, que el Trolox, a las mismas concentraciones presenté una actividad
antioxidante de 47,59 + 0,00%; 6825 * 2,38b% y 79,37 = 2,98%
respectivamente (p < 0,05). Comparando con el Trolox, se puede observar que,
a todas las concentraciones, presenta actividad antioxidante con un 20% % de
diferencia, el cual significa que, a una concentracién de 250 ug/mL de muestra

se puede inhibir el 50% de los radicales libres.
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Al respecto, Kuskoski et al®*. Nos mencionan que, entre los métodos utilizados
para determinar la capacidad de un antioxidante para captar radicales libres, el
radical ABTS++ es uno de los mas aplicados, al considerarse un método de
elevada sensibilidad, practico, rapido y muy estable.

Por otro lado, si la capacidad antioxidante de los extractos atomizados se debe a
la presencia de &cidos fendlicos, flavonoides y otro tipo de polifenoles, como se
reporta generalmente en la literatura®, se debe tener en cuenta que el DPPH es
mas selectivo que el ABTS++ y, a diferencia de este ultimo, no reacciona con los
flavonoides carentes de grupos hidroxilo en el anillo B, ni con &cidos aroméaticos
gue contengan un solo grupo hidroxilo. Este hecho explica los valores de
porcentaje de actividad antioxidante inferiores en el método DPPH con respecto
al ABTS.

Ensayo FRAP (ferric reducing/antioxidant power): este método evalu6 la
capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para
reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe'?), que tuvo un maximo de
absorbancia a una longitud de onda entre 590-595 nm’.

En la figura 11, se presenta los resultados de la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana, evaluados segun
el método FRAP. Se puede observar que el porcentaje de actividad antioxidante
de dicha muestra a las concentraciones de 25 ug/mL, 50 ug/mL y 100 ug/mL
fueron de 28,00 + 0,00%; 44,36 = 3,70% y 60,11 *0,22% respectivamente.
Mientras, que el Trolox, a las mismas concentraciones presenté una actividad
antioxidante de

34,41 + 4,10 %; 55,74 + 0,32% y 68,12 * 0,71% respectivamente (p < 0,05).
Comparando la muestra con el Trolox, la actividad antioxidante de la muestra es
menor con tan solo 8,01% (100 ug/m) lo que significa que a la misma
concentracion puede inhibir los radicales libres igual que el Trolox. Por este
método se observé la mayor actividad antioxidante con respecto a la captadora
de los radicales DPPHe y ABTSe+.

Si bien estos ensayos valoran la capacidad de transferencia electronica, el pH
bajo el cual se realizan las mediciones es diferente, el ensayo FRAP requiere de
un pH acido, mientras que el ensayo de ABTS se realiza a un pH cercano al

neutro®®. Al incrementarse el pH del medio, los grupos ionizables donan radical
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hidrégeno a un determinado valor de pka, e implicitamente permiten la
transferencia de electrones mas facilmente®®.

Otros factores que contribuyen a la diferencia observada entre los ensayos es el
uso de diferentes estandares y la reactividad del mono catién radical ABTS™.
Asimismo, el método FRAP evalla la capacidad de diversos compuestos, como
los flavonoides, de atrapar el radical u oxidante, debido principalmente a la
presencia de un grupo catecol en el anillo B del flavonoide, un grupo hidroxilo en
el anillo C y una doble ligadura en los carbonos 2, 3 del anillo C**.

En ese sentido, las flores de Brachyotum naudini presenta propiedades
antioxidantes a través de las tres técnicas empleadas en el presente estudio y
cabe destacar que el método FRAP nos ofrece mayor porcentaje de actividad
antioxidante. A demas, la actividad antioxidante esta estrechamente relacionada
con el contenido de los polifenoles, los cuales, se consideran compuestos
bioactivos que pueden proteger a las células contra el dafio oxidativo ya que
pueden eliminar especies RSO, donar hidrogeno, inhibir la enzima lipooxigenaza
y quelar metales de transicion que desempefian un papel vital en el inicio de este
tipo de reacciones y captar los radicales libres por lo tanto limitar el riesgo de
varias enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo®.

De acuerdo al parametro, bajos valores de ICs reflejan una alta actividad para
inhibir radicales libres®, en tal sentido, en la tabla 7 nos muestra la
concentracion media inhibitoria de la actividad antioxidante del extracto
atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho
2018; donde la concentracién media inhibitoria por los métodos DPPH, ABTS y
FRAP fueron (80,6 £ 0,85* ug/mL; 244,6 + 3,93* ug/mL y 64,8 + 3,09* ug/mL)
respectivamente. A comparaciéon con el trolox que fue de 38,1 + 0,19* ug/mL;
152.1 + 2,67* ug/mL y 47,6 + 3,14* ug/mL.

El extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha” es
estadisticamente diferente en los tres métodos con un intervalo de confianza de
95% y una significancia menor a 0,05

Torres®. Nos muestra que, el andlisis de la actividad antioxidante de Brachyotum
Sp “zarcilleja” y otras familias, son especies ricas en compuestos fendlicos, el
cual dio como resultado una significativa actividad expresada en menos de 1 mg
de la planta para lograr la inhibicién del 50% de radicales libres, lo que expresa

alto poder antioxidante de cinco de las seis especies analizadas. Estos

pega pega’ y

resultados expresan que especies como “zarcilleja”, “payana
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“chupicaure” (Mehulembeckia sp) requieren menos de 0.8 mg para ejercer su
actividad antioxidante lo que sefala que son especies muy eficientes ya que se
requiere pequefas cantidades de la planta.
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VI. CONCLUSIONES

Los metabdlicos principales de las flores de Brachyotum naudini Triana
"gihwncha” son: los flavonoides, taninos, antocianinas, cumarinas,
cardiotonicos, quinonas y saponinas.

El extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana
“gihwncha”, presenta un color fucsia, olor sui géneris, sabor acido, posee un
aspecto de polvo fino; es soluble es metanol y agua y presenta un pH de
3,18

La cantidad de fenoles totales del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudini Triana "gihwncha”, es de 216.0 mg equivalentes al 4cido
galico.

El contenido de las antocianinas presentes en el extracto atomizado de las
flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”, es de 75,47 mg/100 g de
cianidina.

El extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudini Triana "gihwncha”
presenta actividad antioxidante, donde la concentracién media inhibitoria por
los métodos DPPH, ABTS y FRAP fueron (80,6 + 0,85* ug/mL; 244,6 + 3,93*
ug/mL y 64,8 £ 3,09* ug/mL) respectivamente. A comparacién con el trolox
que fue de 38,1 £ 0,19* ug/mL; 152.1 + 2,67* ug/mL y 47,6 + 3,14* ug/mL.
Por otro lado, el porcentaje de actividad antioxidante por el método DPPH a
diferentes concentraciones de 25 ug/mL, 50 ug/mL y 100 ug/mL, dicha
muestra present6 una actividad antioxidante de 15,14 + 0,52%; 28,57 *
0,42% y 49,74 = 0,42%, respectivamente. Mientras que el Trolox, a las
mismas concentraciones, presentd una actividad antioxidante de 24,15 *
1,11%; 49,67 £ 0,60% y 95,63 + 0,24%, respectivamente. Mientras que el
porcentaje de actividad antioxidante por el método ABTS a las

concentraciones de 150 ug/mL, 200 ug/mL y 250 ug/mL fueron de 29,59 *
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0,63%; 43,18 + 1,22% y 50,37 +1,10%, respectivamente. Mientras, que el
Trolox, a las mismas concentraciones presentd una actividad antioxidante de
47,59 + 0,00%; 68,25 + 2,380b% y 79,37 = 2,98%, respectivamente.
Finalmente, por el método FRAP a las concentraciones de 25 ug/mL, 50
ug/mL y 100 ug/mL fueron de 28,00 + 0,00%; 44,36 + 3,70% y 60,11 +0,22%
respectivamente. Mientras que el Trolox, a las mismas concentraciones,
present6 una actividad antioxidante de 34,41 + 4,10 %; 55,74 + 0,32% y 68,12 +

0,71%, respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES
Es recomendable realizar estudios mas profundos a través de otros métodos
adicionales sobre el extracto més activo, teniendo en cuenta la estabilidad de
las antocianinas.
Puede ser Gtil promover una mayor investigacion para relacionar la actividad
antioxidante y la cantidad de compuestos fendlicos con otras actividades
importantes, como, por ejemplo, la actividad antiinflamatoria, antibacteriana
que esta relacionada con otras especies como el Brachyotum microdon y B.
ledifolium, ya que en otros estudios sugieren una correlacion entre la
actividad antioxidante y la actividad antiinflamatoria.
Para la obtencién de antocianinas, es recomendable utilizar un polimero
como la malto dextrosa al momento de pulverizar, para fines de conservacion
y estabilidad de las mismas. Actualmente, el microencapsulado es una
técnica que se emplea frecuentemente, ya que el concentrado de
microencapsulado de antocianinas se puede emplear en la elaboracion de
alimentos funcionales y productos nutracéuticos.
Por otro lado, realizar un estudio de optimizacion de la obtencion de
extractos de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”, con la finalidad de

aprovechar el gran potencial y rendimiento que muestra dicha planta.
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Anexo 1. Flores de Brachyotum naudinii Triana.

- . . »
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Anexo 2. Certificado de clasificacion taxondmica

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA"

CERTIFICA

Que, & Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fito medicamentos “Marco A. Garrido Malo”, ha salictado la identificacion de
una muesira vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistama de Clasificacion
de Cronquist A 1888. y as comao sigus

DIVISION MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNCLIOPSIDA

SUB CLASE ROSIDAE

ORDEN MYRTALES

FAMILIA MELASTOMATACEAE
GENERO Brachyotum

ESPECIE Brachyotum naudinii Triana.
NV ‘gihwncha”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada para
los fines gue estime conveniente

Ayacucho, 2 de Junio del 2017
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento experimental del extracto atomizado de

las flores de Brachyotum naudini Triana “gihwncha”

4

Recoleccion las de
flores.

Identificacién botanica

i Seleccion y lavado de las
flores

secado a T° ambiente.

Seleccién y reduccion de
tamarfio de las muestras.

Pesaje de la muestra

Extraccion
hidroalcoholica y secado
por atomizado

Identificacion
fotoquimica

Evaluacién de los !

parametros
fotoquimicos

Cuantificacion de
fenoles totales.

Determinacién de la

Cuantificacién de |
antocianinas
totales

Actividad antioxidante por

{! tres métodos (DPPH, ABTS

y FRAP)
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Anexo 4. Procedimiento de la obtencion del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho 2018

| Bosque de piedras de | g
|_Vlrfh35 ____________ _,-l [ Recoleccién de !
la muestra.

La muestra se

agité y se dejo en Se utilizé etanol de 70

| . ]

Se pes6 98g de las

acidulado con Ac. I l P g l
I

I

| reposo por 24 h a L ; | flores de

| temperatura Citrico (pH 3:18) | Brachyotum |
ambiente =, - S e e /

~—

Se procede a su Se cubre con papel I

. | (.
| filtrado con el uso | ! aluminio por

| de la bomba al ! | inestabilidad a la |
| vacio | | luz |
S - PR -
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Anexo 5. Evaporacion del alcohol mediante el uso de rotavapor del extracto
atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho
2018

' . i !
| Equipo: - - Temperatura: 60° |

volumen I
final  del || rotavapor ,l ' Tiempo: 30min i

Se procede a medir el grado alcohdlico antes |

’ .
I i I

| del atomizado. Para ello, se tiene que tener en | I Concentrado final. -

| i

I

cuenta el grado de alcohdlico, el cual debera | Vol. 650m| !

ser inferior a 10° } ...............
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anexo 6. Procedimiento para la obtencion de un polvo fino por medio del secado
por aspersion del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana
“gihwncha”. Ayacucho 2018

/ X ! Dependiendo de la lr
| Equipo: atomizador BUCHI Mini Spray Driver B290 | | muestra, la T° se

| del Centro de Desarrollo y Andlisis y control de | | gl{gge manipular - a |
i Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos. | Lo )

De esta manera se

" obli Vo f | concentrada se
| obliene un polvo fino ) | atomizé por 3 horas

Peso de la muestra solida: 34 g

[ |
4 i ! | ¢ almacenar en un |
| Los extractos atomizados se : i
' colocan en tubos con tapa | ! desecador por su alta
| hermética y se procede a su | | higroscopicidad. |
| respectivo pesaje. | e -
L =
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Anexo 7. Resultados de la identificacion fitoquimica del extracto atomizado de
las flores de Brachyotum naudinii T. Ayacucho 2018

Esteroides
saponinas
Quinonas
Shinoda
Antocianinas

3
c
K
£
=1
O

Triterpenos y/o
Cardiotonicos

51

!

! f

-
Azucares reductoras
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Anexo 8. Cuantificacion de fenoles totales extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudinii T. Ayacucho 2018
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Anexo 9. Cuantificacidn de antocianinas totales del extracto atomizado de las
flores de Brachyotum naudinii T. Ayacucho 2018

e e g g g —_ . —.—. 1

.{ Se prepar6 las diluciones
| respectivas para cuantificar las
I

antocianinas. .
..................... Pl

Coloracién apH 1 Coloracion a pH 4,5

71



Anexo 10. Determinacién de la actividad antioxidante por el método de DPPH
del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii T “gihwncha”.
Ayacucho 2018

e —— —
— i ¥

[ulz'/?ﬁ g Blanco  %AA s %CV +- LS LI
25 0,000 1514 0211 1395 052 1567 14,62
50 0.006 2857 0168 0587 042 2899 2815
100 0004 4974 0168 0337 042 5016 4933
150 0.007 6859 0270 0393 067 6926  67.01
200 0,003 8198 0607 0740 151 8349 8047
250 0.006 8038 0128 0143 032 8970 8906
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Anexo 11. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de ABTS del
extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii T. Ayacucho 2018

[ulz'/?ﬁ g Blanco  %AA S %CV +- LS LI
25 0,003 695 0374 5384 093 7,88 6,02
50 0,002 975 0441 4529 1,10 10,84 8,65
100 0,001 2049 0283 1,380 0,70 21,19 19,79
150 0,000 2959 0255 0861 063 3022 2895
200 0 4318 0490 1,134 122 4439 41,9
250 0 50,37 0441 0876 110 5147 49,28
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Anexo 12. Flujograma del procedimiento para la preparacion de los reactivos del
método FRAP.

| METODO FRAP
s _l ....... I
! Preparacion de reactivos
e 4
————————— ) i_ ............. 1- i_ ............. 1
! A) buffer acetato de sodio | - A) buffer acetato de sodio | - A) buffer acetato de sodio |
03mMpH:36 | | 03mMpH36 | ! 03mMpH:36 |
. ] I ] N i
| Pesar 6,15 mg de acetato l | | | Pesar 1352 mg de!
| de sodio yaq|9|0nar 2 mL| | Pesar 78 mg de TPTZ y! | cloruro férrico y aforar a'
~de Ac, Acético glamal,i - aforar a 25 mL con HCI| 25 mL con agua|
! aforar la solucion q 250 . !40 mM I !destilada. I
| mL con agua destilada. | | ] | Ojo: preparar cada dia
| Alustar  pH sies e o—— d e —————— 4
. necesario. ]
e d

\4

—_—————— e — . — 1

|
Preparacion dela |

— | solucién de trabajo |

! e Mezclar 25 mL de buffer acetato de sodio + 2,5 mL de TPTZ y 2,5 mL FeCL3 6H20

| Calentar la solucion en bafio maria a 37°C y mantener a esa temperatura durante todo el
trabajo. |

.o HCI 40 mM ---------> 535 uL de HCl c en 100 mL de agua destilada |
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Anexo 13. Flujograma del procedimiento para la determinacion de la actividad

antioxidante del trolox por el método FRAP.

Diluir con 10 mL de agua

Pesar 5 mg de TROLOX destilada

[500 ug/ mL]

5mL L

5 mL [

1 20 uL de St. + 980 uL de sol. De trabajo FRAP

Incubar en la oscuridad por 30 min.
Leer las absorbancias a 593 nm.
Para el blanco: 20 uL de St. + 980 uL de alcohol de 96°
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| |

| osmL L1 osmL |
i [50 ug/mL] | | [25 ug/ mL] |



Anexo 14. Procedimiento para la determinacion de la actividad antioxidante por
el método de FRAP del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii
T. Ayacucho 2018

Pesar 12,5 mg del Diluir con 25 mL de

extracto atomizado. etanol de 70° acidificado
[500 ug/ mL]
]
S U R B L L e |
| 5mL I | 4 mL | I 3mL | 2mL I 1mL | 05mL
| | | | |
— A SR ) SR SR
| 10 mL L] 10 mL [ 10 mL [ 10 mL [ [ 1omL |
i [250 ug/ mL] | I [200 ug/ mL] | I [150 ug/ mL] | I [100 ug/ mL] | I | 1 [25ug/ mL] |

|
i 20 uL del extracto atomizado. + 980 uL de sol. De trabajo FRAP |
.o Incubar en la oscuridad por 30 min. I
|'e Leerlas absorbancias a 593 nm.

|

i e Para el blanco: 20 uL de St. + 980 uL de alcohol de 96°
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Anexo 15. Andlisis de varianza de la actividad antioxidante por el método de

Sumade Media

cuadrados gl cuadréatica F SIg.
Entre 12586,2 5,0 2517,2 27182,3 6,9 x 1024
grupos
Dentro de 11 12.0 01
grupos
Total 12587,3 17

DPPH del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii T. Ayacucho
2018

Si: sig. < 0,05: por lo menos uno de los tratamientos es diferente al resto
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Anexo 16. Comparaciones multiples de Duncan de las medias de actividad

antioxidante por el método de DPPH del extracto atomizado de las flores de

Brachyotum naudinii T. Ayacucho 2018

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N
1 2 3 4 5

B_naudinii 25 ug/mL 3 15,1
Trolox 25 ug/mL 3 24,2
B_naudinii 50 ug/mL 3 28,6
Trolox 50 ug/mL 3 49,7
B_naudinii 100 ug/mL 3 49,7
Trolox 100 ug/mL 3 95,6

Sig. 0 1,000 1,000 1,000 0,793 1,000
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Anexo 17. andlisis de varianza de la actividad antioxidante por el método de
ABTS del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii T. Ayacucho
2018

Sumade Media .
cuadrados gl cuadratica = Sl
Entre 4825,9 5,0 965,2 1351,5 4,5 x 10
grupos
Dentro de 86 12.0 07
grupos
Total 4834,4 17
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Anexo 18. Comparaciones multiples de Duncan de las medias de actividad

antioxidante por el método de ABTS del extracto atomizado de las flores de

Brachyotum naudinii T. Ayacucho 2018

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N
1 2 3 4 5 6

B_naudinii
150ug/mL 8 29.6
B_naudinii 200 3 43,2
ug/mL
Trolox 150 ug/mL 3 47,6
B_naudinii 250 3 50,4
ug/mL
Trolox 200 ug/mL 3 68,2
Trolox 250 ug/mL 3 79,4

Sig.

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Anexo 19. Andlisis de varianza de la actividad antioxidante por el método de
FRAP del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii T. Ayacucho
2018

Sumade Media .
cuadrados gl cuadratica = Sl
Entre 3623,6 5.0 724,7 574,6 7.5x 104
grupos
Dentro de 151 12.0 13
grupos
Total 3638,7 17
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Anexo 20. Comparaciones multiples de Duncan de las medias de actividad
antioxidante por el método de FRAP del extracto atomizado de las flores de
Brachyotum naudinii T. Ayacucho 2018

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N 7 > = 7 s -
Brachyotum naudinii 25 ug/mL 3 28,0
Trolox 25 ug/mL 3 34,4
Brachyotum naudinii 50 ug/mL 3 44,4
Trolox 50 ug/mL 3 55,7
Brachyotum naudinii 100 ug/mL 3 60,1
Trolox 100 ug/mL 3 68,1
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Anexo 21. Concentracion media inhibitoria de la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”.
Ayacucho, 2018.

DPPH ABTS FRAP
Repeticién
Trolox B_naudinii Trolox B_naudinii Trolox B_naudinii
X 38,1* 80,6* 152,1* 244.6* 47,6* 64,8*
S 0,078 0,340 1,073 1,582 1,262 1,243
+/- 0,19 0,85 2,67 3,93 3,14 3,09
%cv 38,1 80,6 0,71 0,65 2,65 1,92
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Anexo 22. Prueba de T de Student de la concentracion media inhibitoria de la
actividad antioxidante, segun el método DPPH del extracto atomizado de las
flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho, 2018.

Prueba de
Levene de . .
igualdad de pruebat paralaigualdad de medias
varianzas
95% de intervalo
de confianza de
. . . Diferencia la diferencia
. Sig. Diferencia
F Sig. t gl . . de error
(bilateral) de medias estandar
Inferior Superior
Se asumen
varianzas 15,45 0,0171 -13,46 4 0,000176214 -39,76333333 2,95 -47,96  -31,56
iguales
No se
asumen -13,46 2,001 00055  -39,76333333 2,95  -52,46  -27,06
varianzas
iguales
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Anexo 23. Prueba de T de Student de la concentracion media inhibitoria de la

actividad antioxidante segun, el método ABTS del extracto atomizado de las

flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho, 2018.

Prueba de
Levene de . .
igualdad de pruebat paralaigualdad de medias
varianzas
95% de intervalo
de confianza de
. . . Diferencia la diferencia
. Sig. Diferencia
F Sig. T gl . . de error
(bilateral) de medias estandar

Inferior Superior

Se asumen
varianzas
iguales

No se
asumen
varianzas
iguales

0,90 0,3964 -68,42 4

-68,42 3,516

2,73345E-07 -92,51333333 1,35 -96,27 -88,76

0,0000 -92,51333333 1,35 -96,48 -88,55
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Anexo 24. Prueba de T de Student de la concentracion media inhibitoria de la

actividad antioxidante segun, el método FRAP del extracto atomizado de las

flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”. Ayacucho, 2018.

Prueba de
Levene de . .
igualdad de pruebat paralaigualdad de medias
varianzas
95% de intervalo
de confianza de
. . . Diferencia la diferencia
. Sig. Diferencia
F Sig. t gl . . de error
(bilateral) de medias estandar

Inferior Superior

Se asumen
varianzas
iguales

No se
asumen
varianzas
iguales

0,00 0,9724 -13,72 4

-13,72 3,999

0,000163476 -17,18333333 1,25 -20,66  -13,71

0,0002 -17,18333333 1,25 -20,66  -13,71
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Anexo 25

Matriz de consistencia

TITULO: Con Contenido de fenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii
Triana “gihwncha”, Ayacucho- 2018.
TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES E DISENO METODOLOGICO
INDICADORES
Contenido  ¢Cuénto ser4 Objetivo general Descripcion  botanica de H°: el extracto a. Variable Nivel de investigacion
de fenoles el e Determinar el contenido de Brachyotum naudini Triana  gtomizado  de independiente  Basico- experimental
totales, Contenido fenoles totales, antocianinas Acr'l')t‘;'tgcg: hasta 15 m de alto, | flores  de  Antocianinas Poblacién: Flores de Brachyotum naudini
antocianina de fenoles y actividad antioxidante del . o follaje ralo usualmente con Brachyotum Polifenoles totales Triana "gihwncha”, que crecen en zonas
s totales extracto atomizado de 1aS  varios tallos generados desde la Ir'1a_udini ;I'riana Indicador andinas, del centro poblado de Huaraca, distrito
tividad toci b flores de Brachyotum naudinii  pase. Hojas simples y opuestas, gihwncha”, Equivalentes de de Vinchos, provincia de Huamanga,
ac '_V' _a antocianin Triana “gihwncha”, de tamafio  pequefio, se tienen ciandina (mg/ g) departamento de Ayacucho.
antioxidant as y Ayacucho- 2018° caracteriza por tener tres nervios  compuestos Equivalentes de Muestra: 98 g de Flores de Brachyotum naudini
e del actividad Objetivos especificos Palra'e(';??e t'mpresosi también,  fenglicos y é&cido galico (mg/g) Triana "qihwncha”,
: : . 20 pelos diminutos. iani i i & i i P
e R e L
! grupos, pero muy vistosas de . . . .
de las extracto atomizado de las flores de  color rojo vivo hasta morado, con ar’ltIOXIdante. Actividad Donde:
flores  de atomizado Brachyotum naudini Triana la corola grande y llamativa; son ~ Hi: €l extracto  antioxidante M: muestra
Brachvotu de las "gihwncha”. péndulas y tubulares. atomizado  de O: informacién (observaciones).
yd' . f de ° Evaluar los “parametros COMPUESTOS FENOLICOS las flores de Indicadores Andlisis de datos
m naudini ores € fisicoquimicos del extracto ~Quimicamente los compuestos  Brachyotum Porcentaje de Los datos obtenidos fueron procesados y
Triana Brachyotu atomizado de las flores de cndlicos 50”_” S“Sta“?'t_as QU€  naudini  Triana inhibicién (%), TEAC analizados mediante el programa Microsoft
“gihwncha” m naudinii Brachyotum naudini Triana Sﬁzeeg urr:]éasm grjgg?ar'ﬁgr’oiﬁg "gihwncha”, no Excel y el Software OriginPro. Para
, Triana "gihwncha”. incluyendo derivados funcionales tienen identificar diferencias significativas. de las
Ayacucho- “gihwncha” e  Cuantificar fenoles totales del ~ (ésteres,  metil  ésteres, ~COmpuestos muestras fueron evaluadas mediante el
2018. 2 extracto atomizado de las dlicosidos, etc). fendlicos y analisis de varianza (ANOVA),
flores de Brachyotum naudini ANTOCIANINAS. antocianinas, comparaciones mdltiples del Duncan y t-
iana "qi » ANTIOXIDANTES con  actividad Student para muestras independientes |,
Triana "qihwncha’. Los antioxidantes son b P

Cuantificar las antocianinas
del extracto atomizado de las
flores de Brachyotum naudini
Triana "gihwncha”.

Determinar la actividad
antioxidante del extracto
atomizado las flores de

Brachyotum naudini Triana

"gihwncha”.

componentes protectores que

consisten en un arreglo
enzimatico y nutrientes
esenciales (como vitaminas,
pigmentos) cuya funcién

principal es prevenir la formacién
de radicales libres e interceptar
los que ya se han generado.

antioxidante.

donde fueron evaluados los valores de CI50
entre el trolox y las muestras, con un nivel
de confianza de 95% (para ello se utilizé el
programa SPSS version 19.0)
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