


A C T A D E S U S T E N T A C I O N D E T E S I S 

RDN° 0 1 7 - 2 0 1 9 - F C S A - U N S C H - D 

B A C H I L L E R : J h o n n y Manuel V a s q u e z Gui l len 

E n la c iudad de A y a c u c h o , el d ia 09 de enero del aho 2 0 1 9 , a horas 10:15 a m , 

en el auditorio de la E s c u e l a Profes ional de F a r m a c i a y B ioqu imica de la 

Univers idad Nacional de S a n Cr istobal de H u a m a n g a , s e consti tuyeron como 

ju rados para recibir y cal i f icar el acto de sustentac ion los s iguientes docentes : 

Profesor J o s e Ale jandro Ya r l eque Mujica como presidente por de legat ion del 

Decano , Pro fesor E d g a r C a r d e n a s L a n d e o como miembro, Pro fesor Marco 

Ro lando A r o n e s J a r a como a s e s o r y Pro fesor Hugo Roberto L u n a Molero como 

cuarto jurado y secretar io docente. 

Segu idamen te , el presidente del jurado de eva luac ion y cal i f icacion, indico al 

secretar io docente a dar lectura a la Reso lu t i on D e c a n a l N° 0 1 7 - 2 0 1 9 - F C S A -

U N S C H - D , real izado es te acto, el presidente del jurado eva iuador y cal i f icador, 

indica al Bachi l le r Jhonny Manuel V a s q u e z Gui l len a que de inicio a la 

sustentac ion de s u tes is titulada: "Actividad antioxidante y contenido d e 

compues tos fenol icos y f lavonoides de Berberis Flexuosa R. & P . "tankar", 

Ayacucho 2018" , quien con es te trabajo pretende obtener el tftuio profesional de 

Qui'mico Farmaceu t i co . 

Cu lminado el p roceso de exposic ion por parte del sustentante, el presidente del 

jurado de eva luac ion y cal i f icacion, invita a los miembros del jurado a real izar s u s 

obse rvac iones y plantear las preguntas cor respondientes. 

Te rm inado es te proceso, e l presidente del jurado eva iuador y cal i f icador, invita a l 

sustentante y publico as is tente a abandonar momentaneamente el auditorio, a fin 

de real izar la cal i f icacion correspondiente, s iendo e s t a : 

J u r a d o Tex to Expos ic ion R e s p u e s t a Promedio 

- J o s e A . Ya r leque Mujica 18 18 17 18 

- E d g a r C a r d e n a s Landeo 17 16 15 16 

- Marco R. A rones J a r a 17 17 17 17 

- Hugo R. L u n a Molero 17 16 15 16 

P R O M E D I O F I N A L : 17 (D iec is ie te) 



E l promedio final a lcanzado por el sustentante e s de 17 (Diec is ie te) , dandose 

como aprobado el acto de sustentacion de la menc ionada tes is f inal iza s iendo 

las 11:40 am. del d ia miercoles 09 de enero de 2019 , y en ser ia l de conformidad, 

f irman a l pie de la presente los miembros del jurado cali f icador y evaluador: 



A mis queridos padres, quienes con 

su constante apoyo me supieron guiar 

por el camino del bien, este e s el 

producto de s u s lecciones. 



A G R A D E C I M I E N T O 

A mi Alma Mater, la Universidad Nacional de S a n Cristobal de Huamanga, por 

acogerme en sus au las durante mis estudios universitarios. 

A la Facultad de Cienc ias de la Salud, y en especial a la E s c u e l a Profesional de 

Farmac ia y Bioquimica, a los excelentes docentes que en ella laboran, quienes 

contribuyeron con mi formacion profesional por haberme dado s u s conocimientos 

y exper iencias profesionales. 

Un reconocimiento especial a mi asesor, el Mg. Q .F . Arones J a r a Marco Rolando, 

por permitirme recurrir a su capacidad y experiencia para que s e a posible realizar 

y culminar el presente trabajo de investigacion. 

Asf mismo a todas las personas por el apoyo brindado en la ejecucion de mi 

trabajo de investigacion. 

v 



INDICE G E N E R A L 

Pagina 

A G R A D E C I M I E N T O v 

IND ICE G E N E R A L vii 

I N D I C E D E T A B L A S ix 

I N D I C E D E F I G U R A S xi 

fNDICE D E A N E X O S xiii 

R E S U M E N xvii 

I. I N T R O D U C C I O N 2 

II. M A R C O T E O R I C O 3 

2 . 1 . Antecedentes del estudio 3 

2.2. Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 6 

2.3. Compuestos fenolicos 8 

2.4. Rad ica les libres 13 

2.5. Es t res oxidativo 13 

2.6. Antioxidantes 14 

2.7. Medicion de la actividad antioxidante 17 

III. M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 21 

3 . 1 . Ubicacion del trabajo de investigaci6n 21 

3.2. Definicion de la poblacion y muestra 21 

3.3. Metodologia y recoleccion de datos 21 

3.4. Tipo y diseno de investigacion 31 

3.5. Anal is is de datos 31 

IV. R E S U L T A D O S 33 

V. D I S C U S I O N 41 

V I . C O N C L U S I O N E S 47 

V I I . R E C O M E N D A C I O N E S 49 

VI I I . R E F E R E N C E S B I B L I O G R A F I C A S 51 

IX. A N E X O S 57 

vii 



INDICE D E T A B L A S 

Tab la 1. Ejempio de c lases de flavonoides, su estructura y parte de 
sustitucion. 

Tab la 2. Clasif icacion de los modelos de ensayo in vitro segun su 

modo de reaccion E T o HAT 

Tab la 3. Identificacion de metabolitos secundar ios presentes en el 

extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. 

& P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Tab la 4. Concentracion inhibitoria 50 (CI 5o) del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Pagina 

12 

17 

35 

40 

ix 



INDICE D E F I G U R A S 
Pagina 

Figura 1. Estructura de los acidos benzoicos. 10 

Figura 2. Estructura de los acidos cinamicos. 10 

Figura 3. Nucleo basico de un flavonoide. 11 

Figura 4. Mecanismos de reaccion por transferencia de electrones y 

transferencia de atomos de hidrogeno. 18 

Figura 5. Estructura del D P P H antes y despues de la reaccion con el 

antioxidante. 19 

Figura 6. Estructura del A B T S ' + antes y despues de la reaccion con 

el antioxidante. 20 

Figura 7. Contenido de fenoles totales y f lavonoides presentes en el 

extracto hidroalcoholico las hojas de berberis flexuosa R. & 

P. "tankar", Ayacucho 2018. 36 

Figura 8. Porcentaje de la actividad antioxidante in vitro por el 

metodo D P P H del extracto hidroalcoholico de las hojas de 

berberis flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion con el 

estandar Trolox, Ayacucho 2018. 37 

Figura 9. Porcentaje de la actividad antioxidante in vitro por el 

metodo A B T S del extracto hidroalcoholico de las hojas de 

berberis flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion con el 

estandar Trolox, Ayacucho 2018. 38 

Figura 10. Porcentaje de la actividad antioxidante in vitro por el 

metodo F R A P del extracto hidroalcoholico de las hojas de 

berberis flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion con el 

estandar Trolox, Ayacucho 2018. 39 

xi 



INDICE DE A N E X O S 

Anexo 1. Constancia de identificacion botanica de Berberis flexuosa 

R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 2. Recoleccion de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 3. Diagrama de flujo de obtencion del extracto seco de las 

hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 4. Procedimiento para obtencion del extracto hidroalcoholico 

de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 

2018. 

Anexo 5. Procedimiento para obtencion del extracto seco de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 6. Identificacion fitoquimica del extracto hidroalcoholico de las 

hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 7. Protocolo para la determinacion del contenido de fenoles 

totales del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 8. Protocolo para la determinacion del contenido de 

flavonoides del extracto hidroalcoh6lico de las hojas de 

Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 9. Protocolo para la determinacion de la capacidad 

antioxidante por el metodo D P P H del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 10. Protocolo para la determinacion de la capac idad 

antioxidante por el metodo A B T S del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 1 1 . Protocolo para la determinacion de la capacidad 

antioxidante por el metodo F R A P del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 12. Cu rva de calibracion de acido galico para la cuantificacion 

de fenoles totales, Ayacucho 2018. 

Pagina 

59 

60 

61 

62 

63 

64 

65 

66 

67 

68 

69 

70 

xiii 



Anexo 13. Curva de calibration de rutina para la cuantificaci6n de 

flavonoides, Ayacucho 2018. 

Anexo 14. Curva de calibration de Trolox para la evaluat ion de la 

actividad antioxidante, Ayacucho 2018. 

Anexo 15. Promedio de fenoles, desviacion estandar, coeficiente de 

variat ion, limite superior y limite inferior del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 16. Promedio de flavonoides, desviacion estandar, coeficiente 

de variat ion, limite superior y limite inferior del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 17. Anal isis de var ianza de la actividad antioxidante mediante la 

captacion del radical D P P H del extracto hidroalcoholico de 

las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 

2018. 

Anexo 18. Comparaciones multiples de Duncan de la actividad 

antioxidante mediante la captacion del radical D P P H del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa 

R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 19. Anal is is de varianza de la actividad antioxidante mediante la 

captacion del radical A B T S del extracto hidroalcoholico de 

las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 

2018. 

Anexo 20. Comparaciones multiples de Duncan de la actividad 

antioxidante mediante la captacion del radical A B T S del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa 

R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 2 1 . Anal isis de varianza de la actividad antioxidante mediante la 

reduction del ion ferrico F e + 3 a ferroso F e + 2 ( F R A P ) del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa 

R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Anexo 22. Comparaciones multiples de Duncan de la actividad 

antioxidante mediante la reduction del ion ferrico F e + 3 a 

xiv 



ferroso F e + 2 ( F R A P ) del extracto hidroalcoholico de las 

hojas de Berbens flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 80 

Anexo 23. Prueba t de Student de la actividad antioxidante mediante 

la captat ion del radical D P P H del extracto hidroalcoholico 

de las hojas de Berbens flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 

2018. 81 

Anexo 24. Prueba t de Student de la actividad antioxidante mediante 

la captat ion del radical A B T S del extracto hidroalcoholico 

de las hojas de Berbens flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 

2018. 82 

Anexo 25 . Prueba t de Student de la actividad antioxidante mediante 

la reduction del ion ferrico F e + 3 a ferroso F e + 2 ( F R A P ) del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de Berbens flexuosa 

R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 83 

Anexo 26. Matriz de consistencia, Ayacucho 2018. 84 

xv 



R E S U M E N 

E l presente trabajo de investigaci6n se realizo con el objetivo de evaluar la 
actiyidad antioxidante y el contenido de compuestos fenolicos y f lavonoides del 
extracto hidroalcoh6lico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", su 
ejecucion s e realizo en los ambientes del Centro de Desarrollo, Anal is is y Control 
de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos ( C E D A C M E F ) "Marco Antonio 
Garrido Malo", de la E s c u e l a Profesional de Farmac ia y Bioquimica de la Facultad 
de Cienc ias de la Salud de la Universidad Nacional de S a n Crist6bal de 
Huamanga. E l tipo de investigaci6n es basico - descr ipt ive E l contenido de fenoles 
totales y f lavonoides fueron determinados por los metodos de Folin-Ciocalteu y 
Cloruro de aluminio respectivamente; y la actividad antioxidante s e determino in 
vitro utilizando los metodos del radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo ( D P P H ) , 
metodo del radical acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulf6nico ( A B T S ) y la 
potencia antioxidante reductora ferrica ( F R A P ) . E l contenido de fenoles totales y 
f lavonoides fueron: 163,8 ± 0,98 mg Eq AG/g de extracto seco y 21,6 ± 0,20 mg 
E q Ru/g de extracto seco respectivamente. L a concentrat ion inhibitoria 50 (Clso) 
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 
sobre el radical D P P H , A B T S y F R A P fueron: para el D P P H mostr6 un Clso: 291,16 
± 1,40* ug/mL, para A B T S mostro un Clso: 561,53 ± 12,82* ug/mL y para F R A P 
mostro un Clso: 309,73 ± 15,30* ug/mL. Concluyendo que el extracto 
hidroalcoh6lico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", present6 baja 
actividad antioxidante en comparacion con los estandares utilizados. 

Palabras clave: Berberis flexuosa R. & P. "tankar", actividad antioxidante, 
compuestos fenblicos, flavonoides. 
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I. INTRODUCCION 

E n el Peru , el empleo de productos naturales principalmente de origen vegetal s e 

encuentra ampliamente difundido, debido a la existencia de una gran diversidad 

de flora en las distintas regiones del pais. 

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico 

pueden ser taninos, lignanos, esti lbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos 

fenolicos, f lavonas, f lavonoles, catequinas, antocianinas y proantocianinas los 

cua les debido a sus propiedades redox pueden actuar como donadores de 

hidrogenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades 

degenerat ivas. 1 

L a s evidencias experimentales sugieren que los radicales libres y las espec ies 

react ivas de oxigeno pueden estar relacionadas con un gran numero de 

enfermedades. 

Los radicales libres son moleculas inestables y muy react ivas que tienen 

electrones no apareados y que causan danos en el A D N , proteinas, lipidos, 

membranas celulares y estructurales. Para a lcanzar la estabilidad modifican a las 

moleculas de su alrededor provocando la aparicion de nuevos radicales, por lo 

que s e crea una reaccion en cadena que danara a muchas celu las y logra ser 

indefinida si los antioxidantes no intervienen. 2 

E n los se res vivientes existen s is temas de defensa antioxidante que tienen la 

propiedad de impedir la act ion nociva de los radicales libres, habiendose 

identificado compuestos con propiedades antioxidantes de naturaleza enzimatica 

como la ca ta lasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, etc., a s i como, 

sustanc ias no enzimat icas: ascorbato, ferritina, ceruloplasmina, polifenoles, 

antocianinas. Cuando la defensa antioxidante e s insuficiente para proteger el 

organismo del efecto danino de los radicales libres puede conducirlo al est res 

oxidativo, condition que esta estrechamente vinculado a una gran diversidad de 
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patologias como la psoriasis, cancer, diabetes mellitus, aterosclerosis, cataratas, 

hipertension arterial, artritis reumatoidea, formas de anemia . 3 

La actividad antioxidante ha despertado en los ultimos anos un gran interes 

cientifico, ya que diversos estudios han demostrado que los antioxidantes son 

moleculas que poseen la capacidad de retrasar o inhibir la oxidation ocasionada 

por las moleculas inestables conocidas como los radicales l ibres. 2 

El genero Berberis posee una fuente rica de compuestos fitoquimicos 

biologicamente potentes, por ejemplo, fenoles acidos, acidos fenolicos, quinonas, 

flavonoides, taninos, entre otros, lo que le confiere muchas propiedades 

medicinales. 

L a especie Berberis flexuosa R. & P. "tankar" no s e ha explorado completamente. 

Debido a esto el interes principal es continuar con las investigaciones de la 

especie, ya que posee diversas propiedades medicinales y la gran mayoria de 

es tas no han sido estudiadas, es por tal motivo que se propuso realizar el presente 

trabajo de investigacion para evaluar la actividad antioxidante y el contenido de 

compuestos fenolicos y flavonoides de las hojas de berberis flexuosa R. & P. 

"tankar". Por es tas consideraciones, los objetivos del presente trabajo de 

investigacion fueron los siguientes. 

Objetivo general. 

Evaluar la actividad antioxidante y el contenido de compuestos fenolicos y 

flavonoides del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", Ayacucho 2018. 

Objetivos especi f icos. 

• Identificar los metabolitos secundarios del extracto hidroalcoholico de las 

hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar". 

. Determinar la concentration de fenoles totales y flavonoides del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", utilizando 

como estandar el acido galico y rutina respectivamente. 

• Determinar la actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", por los metodos D P P H , A B T S y F R A P 

con equivalente Trolox. 
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II. MARCO T E O R I C O 

2.1. Antecedentes del estudio 

Meza K. 4 , en el ano 2008, realizo un trabajo de investigacion denominado: 

Quimica y actividad biologica de Berberis rotundifolia. E s t e trabajo de 

investigacion s e baso en la determinacion de la composicion alcaloidal de Berberis 

rotundifolia y la respuesta de extractos y f racciones frente a b ioensayos. Los 

compuestos fueron ais lados mediante la aplicacion de tecnicas cromatograficas y 

s e identificaron utilizando diversos experimentos espectroscopicos: 

Espectroscopia de resonancia magnetica nuclear- 1 H y Espect roscopia de 

resonancia magnetica nuc lea r - 1 3 C. Del estudio quimico s e puede informar la 

presencia de tres alcaloides del tipo bencilisoquinolinicos: pronuciferina, 

lambertina y berberina. Con el fin de evaluar la actividad biologica de extractos y 

metabolitos secundar ios mayoritarios, se evaluo la actividad antioxidante in vitro 

frente al radical D P P H y bioensayos de toxicidad general sobre Artemia sal ina y 

citotoxicidad en huevos fecundados de Loxechinus albus, observandose una 

notable actividad tanto para el extracto, como para los metabolitos secundar ios 

mayoritarios. 

S i lva C . 5 , en el ano 2010, realizo un trabajo de investigacion sobre la identificacion 

y cuantificacion de los alcaloides de Berberis halliii, mediante el estudio f isico-

quimico, realizando Cromatograffa de C a p a F ina y aplicando metodologias 

cualitativas c las icas como el Tamiza je Fitoqulmico; y tecnicas modernas como 

Espectroscopia UV, s e aislo tres compuestos de naturaleza alcaloidal a partir del 

extracto etan6lico de las ra lces de Berberis halliii. Resul tando tres metabolitos 

secundar ios cuantificados e identificados como Berberina, Lambert ina y 

Calafat ina, provenientes de una base bencilisoquinolinicos en comun. 

Garc ia e r a / . 6 , en el ano 2012, realizaron un trabajo de investigacion denominado: 

Compuestos fenolicos totales, flavonoides y actividad antioxidante en las flores de 
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Cratagus spp de Mexico. L a actividad antioxidante, se midi6 con el metodo D P P H 

(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y los flavonoides se identificaron con H P L C 

(Cromatografia Liquida de Alta Performance), la quercetina-3-0-glucosido, 

quercetina-3-ramnosido, quercetina-3-0-ramnosil-(1,6)-gluc6sido y quercetina-3-

0-ramnosil-(1,2)-ramnosil-(1,6)-gluc6sido. E l contenido de fen6licos fue mayor que 

los flavonoides. 

Stankovic et a / . 7 , en el ano 2012, realizaron un trabajo de investigaci6n 

denominado: Antioxidant activity, total phenolic content and flavonoid 

concentrations of different plant parts of Teucrium polium. Subsp. Polium. 

Determinaron el contenido fenolico total, la concentration de flavonoides y la 

actividad antioxidante in vitro de veinte extractos diferentes de la planta entera y 

partes de la planta (hojas, flores y tallos) de Teucrium polium, E l contenido total 

de fenoles oscil6 entre 14,57 y 157,84 mg de G A E / g de extracto. L a s 

concentraciones de flavonoides variaron de 6,48 a 139,87 mg de Ru/g de extracto. 

La actividad antioxidante se determin6 in vitro usando reactivo 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo ( D P P H ) y se expres6 como concentraci6n de cada extracto 

requerido para inhibir el radical en valores del 50% (CUo) que osci laban entre 26,30 

y 2190,75 ug/ml. E l extracto de hojas metanolicas contiene la mayor concentraci6n 

de compuestos fenolicos (157,84 mg de GaA/g) y mostrb una fuerte actividad 

antioxidante (Cl5o=26,30 ug/ml). Los extractos de Ginkgo y te verde s e analizaron 

para comparacion, y los resultados indicaron que algunos extractos de Teucrium 

polium eran iguales en actividad con el Ginkgo o te verde y algunos parecian tener 

mayor actividad. Los resultados obtenidos describen una fuerte actividad 

antioxidante y una gran contribuci6n de analisis separado para la maxima 

explotaci6n de compuestos fenblicos activos de Teucrium polium. Segun esta 

informacion, las partes de las plantas de esta planta son fuentes naturales de 

sustanc ias antioxidantes de gran importancia. 

Palomino et a / . 8 , en el ano 2009, realizaron un trabajo de investigaci6n 

denominado: Determination del contenido de fenoles y evaluacitin de la actividad 

antioxidante de propoleos recolectados en el departamento de Antioquia 

(Colombia). S e comparo la calidad del extracto etanblico de propbleos ( E E P ) 

provenientes de diferentes regiones de Antioquia (Colombia), mediante la 

determinaci6n del contenido de flavonoides y fenoles totales, y la actividad 

antioxidante in vitro, la cual es establecida empleando las tecnicas de captura de 

los radicates D P P H y A B T S - + y la capacidad reductora de hierro ( F R A P ) , se 
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determino el contenido de fenoles y flavonoides totales mediante metodos 

espectrofotometricos, y la actividad antioxidante. S e concluyo que los extractos 

etanolicos de los propoleos ( E E P ) provenientes de los municipios de Betania B R , 

y Ca ldas C T , exhibieron un mayor contenido de compuestos fenolicos, los cua les 

podn'an estar relacionados con la capacidad antioxidante de los mismos. E n B R 

tambien se detecto el mayor contenido de flavonoides. E n general , los propoleos 

con actividad antioxidante F R A P tambien exhibieron la mayor actividad captadora 

de los radicales D P P H y A B T S ; s e encontro una buena correlat ion entre es tas 

actividades y el contenido de fenoles de los extractos. 

Doroteo e r a / . 9 , en el ano 2013, realizaron un trabajo de investigation denominado: 

Compuestos fenolicos y actividad antioxidante in vitro de 6 plantas peruanas. E n 

dicho estudio evaluaron el efecto antioxidante de se is extractos hidroalcoholicos 

de Uncaria tomentosa (una de gato), Zea mays (maiz morado), Smallantus 

sonchifolius (yacon), Lepidium meyenii (maca) , Krameria triandra (ratania) y 

Physallis peruviana (aguaymanto). La actividad antioxidante in vitro de dichos 

extractos fue determinada por medio de los ensayos de inhibition de radicales 

D P P H , superoxido e hidroxilo; como tambien a traves de la medicion de su poder 

reductor y actividad antioxidante total. Los extractos con mayor actividad 

antioxidante fueron los de una de gato y ratania, lo cual puede deberse a s u s altos 

contenidos de acido asc6rbico, flavonoides y compuestos fenolicos totales. 

Va ldez R . 1 0 , en el ano 2014, realizo un trabajo de investigation denominado: 

Contenido de fenoles totales y flavonoides totales en Oenothera rosea Ait "yawar 

suqu", Baccharis salicifolia R&P "chilca" y Piper elongatum Vahl "matico". E l 

extracto hidroalcoholico s e obtuvo mediante el metodo Soxhlet. S e realizo el 

tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcoholicos mediante reacc iones de 

coloration y precipitation segun el procedimiento descrito por Miranda y Cuellar. 

E l contenido de flavonoides totales y fenoles totales s e realizo mediante los 

metodos de Zhishen et al y Singleton y Ross i . E s a s i que s e compara el contenido 

de fenoles y flavonoides totales de las tres muestras, en equivalentes de acido 

cafeico y quercetina. Baccharis salicifolia R.&P. "chilca", presento 12,62%, 

Oenothera rosea Ait "yawar suqu" 6 ,42% y Piper elongatum Vahl "matico" 3,88% 

de fenoles totales. E l contenido de flavonoides fue Oenothera rosea Ait "yawar 

suqu" 8,32%, Piper elongatum Vahl "matico" 6 , 2 1 % y Baccharis salicifolia R&P 

"chi lca" 9,96%. S e concluye que Baccharis salicifolia R.&P. "chi lca" presento 
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cantidades superiores de fenoles y flavonoides totales frente a Oenothera rosea 

Ait "yawar suqu" y Piper elongatum Vahl "matico". 

2.2. Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 

2.2.1. Clasif icacion taxonomica segun el s istema de Cronquist. A. 1988. 

DIVISION M A G N O L I O P H Y T A 

C L A S E M A G N O L I O P S I D A 

S U B C L A S E : MAGNOLI IDAE 

O R D E N R A N U N C U L A L E S 

FAMILIA B E R B E R I D A C E A E 

G E N E R O Berberis 

E S P E C I E Berberis flexuosa R. & P. 

N.V. "tankar" 

Fuente: Constancia emitida por el Herbario San Marcos (USM) del Museo de Historia 
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. (Anexo 1) 

2.2.2. Descripcion botanica 

L a s espec ies del genera Berberis son arbustos perennes o de hoja caduca, que 

crecen entre 1 y 5 metros de aitura. Presentan hojas que var ian en forma y 

tamano, dependiendo de la espec ie . 5 

Arbusto espinoso de hasta cuatro metros de aitura. E l tallo cilindrico ramificado; 

estructuralmente consta de los siguientes tejidos: peridermis, corteza con 

abundante materia colorante de color amarillo; madera o xi lema dura y medula . 1 1 

L a s hojas son ovoides alargadas, pequenas de cuatro centimetros de longitud en 

promedio, color verde palido, provisto de espinas apicales, reunidos en grupos 

alternos de 5 a 9 unidades por nudo acompanado en su base por tres esp inas . 1 1 

L a s flores son bisexuales amaril las, pedunculadas, pentameras, heteroclamideas 

y actinomorfas, agrupadas en racimos axi lares. E l caliz, con cinco sepalos libres 

de color amarillo palido. Androceo, cinco estambres libres. Gineceo unicapilar de 

ovario supe ro . 1 1 

Los frutos son bayas de 6 a 8 milimetros de diametro aproximadamente, 

ligeramente alargadas, cuyo mesocarpio y endocarpio carnoso poseen abundante 

materia colorante negro azulado a rojo violaceo. Contiene 4-5 semil las negras de 

4 mm de largo. 1 1 
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2.2.3. Caracter ist icas botanicas 

Una de las caracter ist icas botanicas importantes es la presencia de esp inas en las 

hojas y tallos de los arbustos, las cuales var lan en su morfologia. L a s flores y 

frutos s e pueden encontrar solos o en agrupaciones de racimos o umbelas. L a s 

flores usualmente son de color amarillo, naranjo o rojo anaranjado. E l perianto 

tlpicamente presenta 5 a 6 verticilos de 3 tepalos, los dos verticilos internos 

presentan dos glandulas nectarl feras en la superficie interna m a s baja, el o los 

verticilos restantes se encuentran hacia el exterior y son algo m a s grandes. Los 

frutos son de color purpura oscuro, azulado o negros y a v e c e s estan cubiertos de 

una capa ce rosa . 5 

2.2.4. Distribucion geografica. 

E l genero Berberis comprende cerca de 500 espec ies de arbustos y arboles de 

distribucion cosmopolita con la notable ausenc ia de espec ies en el continente 

australiano y Nueva Zelanda. E n Sudamer ica s e encuentran unas 178 espec ies 

de Berberis distribuidas principalmente en los andes desde Chile hasta Venezue la , 

con algunas espec ies presentes en las pampas del Sur Es te Sudamer icano. E n 

los paramos, la Berberis ha sufrido una notable diversif ication con un elevado 

numero de espec ies descri tas y aun por descr ibir . 1 2 

L a mayor parte de los arbustos del genero Berberis, s e encuentran local izadas en 

la parte andina del Peru ; entre los limites altitudinales de 2150 hasta 4000 

m.s.n.m., tanto en el Es te como en el Oeste de los andes, y de Cora Cora al Sur 

de las vertientes occidentales e s muy e s c a s a la presencia de estos arbustos. E n 

las a reas naturales de los cultivos vive asoc iada con Shinua molle, Opuntia sp., 

Agave americana, Piqueria peruviana, Caesalpinia spinosa, Pennissetum 

weberbaueriy Salpichroa glandulosa.n 

2.2.5. Composic ion quimica. 

E l genero Berberis posee una posicibn unica dentro de la familia Berber idaceae, 

debido al gran numero de espec ies que lo componen, siendo muchas de el las 

estudiadas por s u s propiedades medicinales. S e encuentra caracter izado por la 

presencia de alcaloides, a los que se les atribuyen muchas de las propiedades 

medicinales que presentan es tas espec ies . 5 

L a s espec ies del genero berberis producen un ordenamiento muy especia l de 

alcaloides isoquinollnicos, todos los cuales derivan biogeneticamente del amino-
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acido tirosina. Los ordenamientos que se mencionan se pueden clasificar en 

berbinas, aporfinas, bencilisoquinolinas, proaporfinas, protopinas, pavinas, (bis) 

benciltetrahidroisoquinolinas y dimeros (bis) bencilisoquinollnicos ( B B I ) , entre 

otros. 1 4 

Los alcaloides pertenecientes a los grupos bencilisoquinollnicos ( B B I ) y 

protoberberinas permanecen como los constituyentes predominantes en las 

Berbens. Los alcaloides protoberberinicos existen en el genero Berbens como 

sa les cuaternarias o como tetrahidroprotoberberinas, siendo berberina el principal 

representante de este grupo de alcaloides y el constituyente comun de todas las 

espec ies de Berbens.5 

Porotro lado, los alcaloides bencilisoquinollnicos (BB I ) constituyen el mayor grupo 

de alcaloides del reino vegetal, conociendose aproximadamente 250 dimeros de 

este tipo. L a mayoria de los alcaloides bencilisoquinollnicos ( B B I ) estan formados 

por la condensat ion de dos unidades de N-metilcoclaurina (coclaurina), mientras 

que un numero menor se origina por la condensat ion de una unidad de N-

metilcoclaurina con una unidad de reticulina. 5 

2.2.6. U s o en medicina tradicional 

L a s espec ies del genero Berbens se caracterizan por presentar una morfologla 

variada con una coloracion amarilla caracteristica en su madera, raiz y corteza; 

tradicionalmente usada para dar coloracion a los textiles; sus frutos son 

comestibles fermentados para producir bebidas alcoholicas y en cul inar ia. 1 5 

E n medicina tradicional se emplea para el tratamiento de enfermedades del 

s istema circulatorio, especialmente la ralz como hemostatico y febrifugo. 1 5 

L a infusion de las flores se utiliza para tratar la anemia y sus sintomas. Pa ra el 

s is tema linfatico como diuretico, tonico y diaforetico. Para el s is tema Digestivo en 

el tratamiento de disenteria amebiana, como purgante y analges ico. 1 5 

2.3. Compuestos fenolicos 

Son metabolitos secundarios producidos por todas las plantas, son un grupo de 

sustancias que poseen en comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes 

hidroxilos y que ocurren frecuentemente como glucosidos, combinados con 

unidades de azucar, son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, 

pueden ser detectados por el intenso color verde, azul o negro, que producen 

cuando s e les agrega cloruro fe r r ico . 1 6 ' 1 7 
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Los polifenoles s e pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad 

estructural, segun su estructura quimica tenemos dos grandes grupos. 1 6 

a) No flavonoides 

• Fenoles no carboxi l icos: C 6 , C 6 - C i , C6-C3 

• Ac idos fenoles: derivados del acido benzoico C6-C1 y derivados del acido 

cinamico C e - C 3 . 

b) Flavonoides ( C 6 - C 3 - C 6 ) 

Formados por 2 grupos bencenicos unidos por un puente tricarbonado. 

Subgrupos: 

• Antocianos. 

• F lavonas, f lavononas, f lavanoles y f lavanonoles. 

• F lavanoles, taninos condensados y lignanos 

2.3.1. Ac idos fenolicos 

Los acidos fenolicos constituyen un amplio grupo de compuestos organicos, 

distribuidos en la naturaleza y muestran un amplio espectro de act ividades 

farmacologicas; estos han reportado propiedades antioxidantes, antimutagenicas, 

antitumorales y ant icarcinogenicas. 1 8 

L a s estructuras fenolicas son metabolitos secundar ios que pueden proceder de la 

ruta del acido shikimico 0 de la ruta del acetato. 

• Proceden de la ruta del acido shikimico: fenoles senci l los, acidos fenolicos 

(benzoicos, cinamicos, etc.), cumarinas, lignanos, f lavonoides, antocianos y 

tan inos. 1 9 

• Proceden de la ruta de los acetatos 0 ruta del acido mevalonico, los siguientes 

derivados fenolicos: antraquinonas y heterosidos an t racen icos . 1 9 

Los acidos fenolicos tienen una funcion carboxil ica y un grupo hidroxilico fenolico, 

derivan del acido benzoico (anisaldehido, vanill ina, acido veratrico, acido anis ico, 

acido galico) y del acido cinamico (clorogenico, cafeico, ferulico y sinaptico, p-

cumarico, e lag ico) . 1 6 
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Acidos fenolicos derivados del acido benzoico 

COOH 
_BJ_ _&2_ 

R1 R2 

H H 
O C H 3 H 
OH OH 
OCH3 OCH3 

acido p-hidroxibenzoico 
acido vinillico 
acido galico 
acido siringico 

OH 

Acido p-hidroxibenzoico 

Figura 1. Estructura de los acidos benzoicos 

Fuente: Gimeno E . Compuestos fenolicos. 2004. 

• Ac idos fenolicos derivados del acido cinamico 

R1 ^ ^ .COOH 

HO 

R R2 

R2 

0 H 
OH H 
OCH3 H 
OCHs OCH3 

acido p-cumarico 
acido cafeico 
acido ferulico 
acido sinaptico 

Acido p-hidroxicinamico 

Figura 2. Estructura de los acidos cinamicos 

Fuente: Gimeno E . Compuestos fenolicos. 2004 

2.3.2. Flavonoides 

Los flavonoides fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gydrgy, quien en 

1930 aislo de la cascara del limon una sustancia, la citfina, que regulaba la 

permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se denominaron en un principio 

vitamina P (por permeabilidad) y tambien vitamina C 2 (porque se comprobo que 

algunos flavonoides tenfan propiedades similares a la vitamina C ) . Sin embargo, 

el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas 

denominaciones se abandonaron alrededorde 1950 . 1 7 Es tos pigmentos naturales 

presentes en los vegetales protegen al organismo del dano producido por agentes 

oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambientai, sus tanc iasqu imicas 

presentes en los alimentos, e tc . 2 0 2 1 

2.3.2.1. Distribucion 

Estan distribuidos ubicuamente entre los vegetales superiores vascu lares , siendo 

las rutaceas, poligonaceas, compuestas y umbeliferas las principales familias que 
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los contienen. Abundan, sobre todo, en las partes ae reas jovenes y m a s expuestas 

al sol , como las hojas, los frutos y las flores, ya que la luz solar favorece s u slntesis. 

S e encuentran generalmente en mezclas como, agl iconas y/o glicosidos, siendo 

mas comunes las f lavonas y flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia las 

isoflavonas, las chalconas y au ronas . 1 7 

2.3.2.2. Estructura quimica 

Los flavonoides contienen quince atomos de carbono en su nucleo basico y estan 

arreglado bajo un sistema C6-C3-C6, en el cual dos anillos aromaticos l lamados A 

y B estan unidos por una unidad de tres carbonos, que pueden 0 no formar un 

tercer anillo, que en caso de existir es llamado anillo C . S e forman 

biogeneticamente a traves de la ruta del shikimato y del acetato malonato, siendo 

la chalcona el flavonoide inicialmente formado, y a partir de la cual s e derivan las 

otras c lases por posteriores modificaciones que ocurren en var ias etapas. C a d a 

una de las c lases de flavonoides, suele encontrarse bajo la forma de glicosidos 

con una 0 tres unidades de azucar, generalmente en los carbonos 3 y/o 7, siendo 

los azucares mas comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xi losa y a rab inosa . 1 7 

Figura 3. Nucleo basico de un flavonoide 
Fuente: Lock De Ugaz O. Investigacion Fitoquimica.1994. 

2.3.2.3. Clasi f icacion 

Los f lavonoides s e clasif ican a partir de s u s var iaciones estructurales, 

modif icaciones como pueden ser: adicionar (0 reducir) grupos hidroxilos, la 

metilacion de grupos hidroxilos 0 del nucleo del flavonoide, metilacion de grupos 

hidroxilos en posit ion orto, dimerizacion (para producir bif lavonoides), formation 

de bisulfatos y la mas importante, glicosilacion de grupos hidroxilos (para producir 

f lavonoides O-glicosidos) 0 del nucleo del flavonoide (para producir f lavonoides C -

gl icosidos) 1 7 . L a s amplias gamas de flavonoides incluyen: f lavanonas, f lavonoles, 

f lavonas, f lavanoles, antocianinas, f lavanonoles, isof lavonas, chalconas, 

dihidrochalconas, auronas y neof lavonas. 2 2 

o 
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Tabla 1. Ejemplo de c lases de flavonoides, su estructura, y parte de sustituci6n. 

Clase de flavonoide Estructura anillo C Parte de sustitucion 

Naringina 5,4'-OH;7-0-Neo a 

Flavanona Hesperidina 5,3'-OH;4'-OMe a 

Eriodictiol 5,7,3',4'-OH 
Tangeritina 5,6,7,8,4'-OMea 

Flavona Luteolina 5,7,3',4'-OH 
Apigenina 5,7,4'-OH 
Kaemferol 5,7,3,4'-OH 

Flavonol Guercetina 5,7,3,3',4'-OH 
Rutina 5,7,3',4'-OH;3-o-Ruta 

Genisteina 5,7,4'-OH 
Isoflavonoides Diadzeina 7,4'-OH 

Orobol 5,7,3',4'-OH 
Apigenidina 5,7,4'-OH 

Antocianidinas Luteolinidina 5,7,3,4'-OH 
Cianidina 3,5,7,3',4'-OH 
Sulfuretina 

Auronas Leptosidina 

Neo a : neohesperidosa; Me a : metilo; ruta: rutinosa 

Fuente: Lock De Ugaz O. Investigaci6n Fitoquimica.1994. 

2.3.2.4. Efectos farmacologicos 

Los flavonoides actuan en las plantas como antioxidantes, antimicrobianas, 

fotorreceptores, atractores v isuales, repelentes de alimentation, y para la 

detection de la luz. Son compuestos polifenolicos de importancia farmacologica 

por exhibir actividad antioxidante, antialergica, antitumoral, antimicrobiana y 

hormonal. 2 3 

S e reporto la actividad inhibitoria de T N F - a en macrbfagos R A W 264.7 

estimulados con L P S , otro estudio demostro que los flavonoides tambien tienen 

propiedades de inhibir la production de NO y la expresi6n de i N O S . 2 4 

Presentan una rapida absorcion y pueden sufrir oxidacion y reacciones de 

reduction, a s ! como la metilaci6n, la glucuronidacion y sulfatacion, y tienen 

excrecibn biliar. 2 5 

L a s diferentes espec ies que contienen flavonoides poseen actividad 

farmacologica muy variada: acci6n vitamina P, antihemorragico, antiarritmico, 

protectores de la pared vascular o capilar, antiinflamatorios, antirradicales libres, 

antihepatotoxicos, antibacterianos, antiviricos y antifungicos, diureticos y 

antiuremico, ant iespasmodicos. 1 9 
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2.4. Radica les libres 

Los radicales libres se definen como cualquier especie quimica capaz de existir 

de forma independiente y que presenta uno o mas electrones desapareados en 

su estructura, por lo tanto, son altamente reactivos; tambien son conocidos como 

espec ies react ivas del oxigeno y espec ies react ivas del nitrogeno. Es tos pueden 

producir dano oxidativo en macromoleculas biologicas como el DNA, h'pidos, 

carbohidratos y proteinas. Es tos participan en los mecanismos fisiopatologicos de 

muchas enfermedades, tales como: cancer, diabetes, patologias 

cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias gastroentericas, afecciones 

broncopulmonares o procesos neurodegenerativos. Tambien estan implicados en 

procesos fisiologicos como el envejecimiento, el dano causado por el ejercicio 

f isico agotador y otros. 2 6 

Los radicales libres son sustanc ias quimicamente estructuradas con uno o varios 

electrones, que poseen la propiedad de formar una reaccion en cadena que 

conforman mas radicales libres, producto de que s u s electrones no estan 

pareados y, al no tener carga electrica o iones pueden, al unirse con otros 

elementos quimicos, reaccionan a grandes velocidades. Los radicales libres estan 

clasif icados para su estudio como: Espec ies react ivas de Oxigeno ( E R 0 2 ) , y s e 

determinan como H 2 0 2 (peroxido de hidrogeno), 0 2 (anion superoxido), R O 

(peroxilo), HCIO (acido hipocloroso). 2 7 

Situaciones que aumentan la produccion de radicales libres s o n : 2 8 

• Contaminat ion ambiental. 

• Tabaquismo. 

• Dietas r icas en g rasas . 

• Exposi t ion exces iva a las radiaciones solares. 

• Ingesta de acei tes "vegetales" que fueron refinados, ya que estos contienen 

radicales libres al ser sometidos a altas temperaturas. 

2.5. E s t r e s oxidativo 

No hay que confundir este mecanismo celular con el est res cotidiano derivado de 

las problematicas que enfrenta el organismo humano en su vida diaria (trabajo, 

familia, tramites, entre otras). E l estres oxidativo e s un termino asociado a las 

celu las y a la act ion de un radical libre que le afecta, as i en condiciones normales 
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se da un equilibrio entre la produccibn de radicales libres u otras espec ies 

reactivas con los mecanismos antioxidantes (exogeno y endogeno). Es te equilibrio 

permite que la toxicidad por oxidation sea menor y con menos dano celular. 

Cuando se rompe el equilibrio, este se podra asociar con un deficit en el s is tema 

antioxidante o por la proliferation descontrolada de los radicales l ibres. 2 9 

E s un estado generado por el desequilibrio entre la production de radicales libres, 

espec ies prooxidantes y la capacidad de un sistema biologico de detoxificar 

rapidamente las espec ies reactivas intermedias o reparar el dano resultante. E l 

estres oxidativo esta involucrado en el desarrollo de enfermedades cronicas y 

degenerativas, como el cancer, artritis, envejecimiento, desordenes autoinmune, 

enfermedades cardiovascular y neurodegenerat iva. 3 0 

2.6. Antioxidantes 

Un antioxidante es cualquier molecula capaz de prevenir o retardar la oxidation 

(perdida de uno o mas electrones) de otras moleculas, generalmente sustratos 

biologicos como lipidos, protelnas o acidos nucleicos. L a oxidation de dichos 

sustratos podra ser iniciada por dos tipos de espec ies reactivas: los radicales 

libres, y aquel las sustancias que, sin ser radicales libres, son sustanc ias 

suficientemente reactivas para inducir la oxidation de dichos sust ratos. 3 1 

L o s antioxidantes que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos 

alimentos pueden bloquear parte de este dano debido a que estabil izan los 

radicales libres. L a funcion y efecto que tienen los antioxidantes en la salud e s 

evitar la oxidation de sustancias que puedan provocar alteraciones fisiologicas. 

Estudios recientes demuestran que la expresion antioxidante enzimatica y su 

actividad se ven drasticamente reducidas en la mayoria de las enfermedades 

cutaneas. S in embargo, los antioxidantes endogenos pueden ser inducidos por 

fuentes exogenas, dando como resultado un efecto protector contra el dano 

oxidativo. Los tratamientos con antioxidantes prolongan la vida en los se res 

v i vos . 3 2 

2.6.1.Sistema de defensas antioxidantes 

Como se res humanos estamos expuestos cada instante de nuestras v idas a 

moleculas toxicas y altamente reactivas l lamadas espec ies de oxigeno reactivo o 

tambien conocidas como radicales libres, moleculas que danan nuestro 

organismo. Desde el momento en que somos concebidos hasta el dia que 
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morimos, la oxidation (reacciones quimicas que conllevan consumo de oxigeno) 

de protelnas crit icas, llpidos, acidos nucleicos y azucares se produce en cada 

celula de nuestro cuerpo produciendo radicales libres. E s por ello que los 

organismos evolutivamente desarrollaron s is temas de defensa antioxidante, para 

poder neutralizar a las espec ies reactivas de cualquier elemento. L a s reacciones 

de oxidation son esenc ia les en los procesos metabolicos celulares. Dichas 

reacciones involucran la transferencia de electrones que producen r a d i c a l e s 

l ibres. Es ta situation e s incompatible con la vida, a menos que existan en las 

celulas mecanismos de defensa que neutralicen los radicales libres. A es tas 

de fensas s e les denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier 

sustanc ia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que 

cualquier otra molecula para interaccionar con un rad ica l l ib re . 3 3 

E l antioxidante al colisionar con el , le cede un electron oxidandose y 

transformandose en un rad ica l libre debil no toxico. No todos los antioxidantes 

actuan de es ta manera, los l lamados enzimaticos catal izan o aceleran reacciones 

quimicas que utilizan sustratos que reaccionan con los r a d i c a l e s l i b res . 3 4 

Un antioxidante, e s cualquier sustancia que presente en bajas concentraciones, 

retrasa o inhibe la oxidation. Pueden actuar en las formas siguientes: 

• Disminuyendo la concentrat ion de oxidantes. 

• Evitando la init iat ion de la react ion en cadena al "barrer" (cubrir o detener una 

reactividad quimica muy alta), los primeros radicales libres que s e forman. 

• Uniendose a iones metalicos para evitar la formation de espec ies react ivas. 

• Transformando los peroxidos en productos menos reactivos. 

• Deteniendo la propagation y el aumento de radicales libres. 

E l s is tema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustanc ias 

que, al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, 

retrasan o previenen significativamente la oxidation de este. Como sustrato 

oxidable s e pueden considerar cas i todas las moleculas organicas o inorganicas 

que s e encuentran en las celulas v ivas, como proteinas, Ifpidos, hidratos de 

carbono y las moleculas de A D N . 3 5 

Es tos s is temas antioxidantes disminuyen con la edad, en ciertos procesos 

patologicos y bajo condiciones ambientales como la contamination atmosferica. 
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2.6.2.Tipos de s is temas de defensa antioxidante 

Los mecanismos antioxidantes suelen actuar de forma coordinada, ejercen su 

funcion en localizaciones subcelulares concretas, y se agrupan en dos s is temas 

de defensa antioxidante: s istema enzimatico y s istema no enzimatico. 

a) S is tema antioxidante enzimatico o endogeno 

Son los s is temas antioxidantes que se producen dentro del organismo para 

combatir la act ion de los radicales l ibres. 3 6 

Constituye la primera y mejor linea de defensa contra los radicales libres. E s t a 

integrado por tres enzimas p r inc ipa ls que trabajan en cadena para desact ivar 

selectivamente radicales libres: superoxido dismutasa, ( S Q D ) , cata lasa ( C A T ) y 

glutation peroxidasa ( G P x ) ; otras tres enzimas, glutation reductasa ( G R ) , glutation-

S-transferasa ( G S T ) y r-glutamil cisteinil sintetasa ( G C S ) , sin ser estrictamente 

enzimas antioxidantes, es tas colaboran indirectamente con la G P x ya que 

contribuyen a regular el pool intracelular de glutation reducido ( G S H ) , uno de los 

principales antioxidantes celulares no enzimat icos. 3 7 

b) S is tema antioxidante no enzimatico o exogeno 

Utiles cuando el s istema endogeno se satura, capturan los radicales libres 

evitando la reaccion en cadena, este proceso s e obtiene mediante la d ie ta . 3 6 

Es ta integrado por una serie de sustancias que, aun estando presentes a bajas 

concentraciones, en presencia de compuestos oxidables (como ADN, protelnas o 

lipidos), s e oxidan antes que estos, y retrasan, inhiben, amortiguan o previenen 

su oxidation, la production de radicales libres o los efectos deletereos de estos. 

E l s is tema antioxidante no enzimatico incluye una larga serie de compuestos de 

bajo peso molecular, siendo los mas importantes el glutation reducido, la vitamina 

E (a-tocoferol), la vitamina C (acido ascorbico y la vitamina A (trans-retinol/G-

caroteno). Ademas, los flavonoides, acidos fenolicos, acido a-lipoico, acido urico, 

bilirrubina, algunos azucares y aminoacidos, coenzima Q o ubiquinona y varios 

derivados de esta y una hormona, la melatonina, tambien forman parte de los 

antioxidantes no enzimaticos. E l manganeso, selenio, cobre, hierro y otros 

minerales, al ser parte del sitio activo de las enzimas antioxidantes, juegan un 

papel importante en la defensa mediada por enzimas, sin ser verdaderos 

ant ioxidantes. 3 8 
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2.7. Medicion de la actividad antioxidante 

L a actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose 

solo en un ensayo de prueba. E n la practica s e realizan muchos modelos de test 

in vitro (tabla 2) para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de interes; sin 

embargo, e s necesario considerar que los modelos presenten diferentes 

var iaciones puede dificultar un poco la comparacion de los resultados entre un 

metodo y otro. Con base a las reacciones qufmicas, la gran mayoria de los 

ensayos para determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos 

categorias: (1) E n s a y o s basados en la reaccion por transferencia de atomos de 

hidrogeno (HAT) y (2) E n s a y o s basados en la reaccion por transferencia de 

electrones ( E T ) . 3 9 

Tabla 2. Clasi f icacion de los modelos de ensayo in vitro segun su modo de 
reaccion E T o H A T 

Ensayos Categoria 

- Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) 

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

- Poder de reduction antioxidante del hierro (FRAP) 

- N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) 

- Capacidad de reduction antioxidante del cobre (CUPRAC) 

Ensayos basados 
en la transferencia 
de electrones ( E T ) 

- Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC) 

- Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP) 

- Inhibicon de la oxidation del acido linoleico 

- Inhibition de la oxidation de lipido de baja densidad (LDL) 

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

Los ensayos basados en la transferencia de electrones ( E T ) involucran una 

reaccion redox con el oxidante como un indicador del punto final de reacci6n. L a 

mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccion cinetica 

competitiva, generalmente estan compuestos de un generador de radical libre 

sintetico, una prueba molecular oxidable y un antioxidante. Los ensayos basados 

en H A T y E T fueron desarrol lados para medir la capacidad de atrapar radicales 

libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una muestra. E n la 

figura 4 s e muestran las reacciones especi f icas para los ensayos basados en la 

transferencia de electrones y en la transferencia de atomos de hidrogeno. 3 9 
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E n los ultimos anos se nan adoptado un amplio rango de ensayos 

espectrofotometricos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos, 

muestras biologicas y extractos vegetales. Usualmente los ensayos antioxidantes 

in vitro utilizan un captador de radicales libres y son relativamente senci l los de 

realizar. Entre los ensayos de captation de radicales libres, el metodo D P P H * e s 

el mas rapido, es simple (no incluye muchos pasos) y de menor costo en 

comparacion con otros modelos. Por otro lado, el ensayo de decoloration A B T S * + 

se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Por lo anterior, estos dos 

metodos son los mas uti l izados. 3 9 

a) E n s a y o s E T 

Oxidante e~ proveniente f Oxidante + antioxidante 
(prueba) + del antioxidante reducido oxidado 

b) E n s a y o s HAT 

R O O + A H — • R O O H + A 

A + R O O • R O O A 

Figura 4. Mecanismos de react ion por transferencia de electrones y transferencia 
de atomos de hidrogeno. 

2.7.1. E n s a y o del DPPH (1,1-difenil-2-picriI-hidrazilo) 

L a molecula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo ( D P P H ) es conocida como un radical libre 

estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molecula 

completa, por lo cual la molecula no se dimeriza, como e s el caso de la mayoria 

de los radicales libres. L a deslocalizacibn del electron tambien intensifica el color 

violeta intenso tlpico del radical, el cual absorbe en etanol a 517 nm. Cuando la 

solution de D P P H reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un 

atomo de hidrogeno, el color violeta s e desvanece. E l cambio de color e s 

monitoreado espectrofotometricamente y es utilizado para la determinacion de los 

parametros para las propiedades antioxidantes. Despues de aproximadamente 

tres decadas este ensayo comenzo a utilizarse rutinariamente para la 

caracterizacion de las propiedades antioxidantes. E l procedimiento original para 

el ensayo D P P H ha sido adoptado por muchos laboratories y a pesar de que 

existen modificaciones a conveniencia, una revision detallada de la literatura ha 

revelado que la mayoria de los estudios estan basados en un tiempo de react ion 
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de 20-30 minutos en vez de un tiempo de reaccion total de 120 minutos requerido 

para a lcanzar el estado estacionario y completar la reaccion redox. 3 9 

QQ 
N 

O 

O N O 

0 
+ A - H 

0 O 
+A 

O O 

Figura 5. Estructura del D P P H antes y despues de la reaccion con el antioxidante. 

Los resultados del ensayo D P P H s e han presentado de diferentes maneras . L a 

mayona de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentrat ion 

maxima de la media inhibitoria (IC50), definido como la cantidad de antioxidante 

necesar io para disminuir la concentration initial de D P P H al 50%. E s t e valor s e 

calcula graficando el porcentaje de inhibition contra la concentrat ion del extracto. 

Pa ra extractos de plantas o compuestos puros el valor IC50 cambia de acuerdo a 

la concentrat ion final del D P P H usado . 3 9 

2.7.2. E n s a y o A B T S " (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6- sulfonico) 

L a generat ion del radical A B T S , + constituye la base de uno de los metodos 

espectrometricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total 

de soluciones 0 sustanc ias puras y mezc las acuosas . E l ensayo original de 

A B T S , + es taba basado en la activation de la metilmioglobina con peroxido de 

hidrogeno en presencia de A B T S para producir un radical cation, en presencia 0 

ausenc ia de antioxidantes. Es te fue criticado debido a que la reaccion rapida de 

los antioxidantes, contribuye a la reduccion del radical ferrilmioglobina. Un formato 

mas apropiado para el ensayo consiste en la tecnica de decolorat ion, en la cual 

el radical e s generado directamente en una forma estable antes de la reaccion con 

los ant ioxidantes. 3 9 

L a tecnica mejorada para la generat ion del radical cation A B T S * + , implica la 

producci6n directa del cromoforo A B T S , + verde-azul a t raves de la reaccion entre 

A B T S y el persulfato de potasio ( K 2 S 2 0 8 ) . Es te presenta tres maximos de 
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absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. L a adici6n de 

los antioxidantes al radical preformado lo reduce a A B T S . De esta manera el grado 

de decoloration como porcentaje de inhibition del radical cation A B T S , + esta 

determinado en funcion de la concentracion y el tiempo; a s ! como del valor 

correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas condic iones. 3 9 

i 
C 2H 5 

ABTS (incoloro) 

Figura 6. Estructura del A B T S ' + antes y despues de la reaccion con el 
antioxidante. 

2.7.3. E n s a y o F R A P (Potencia antioxidante reductora ferrica) 

El ensayo F R A P fue desarrollado originalmente por Benzie y Strain, para medir el 

poder reductor en muestras de plasma, sin embargo, tambien se ha adaptado y 

utilizado para el ensayo de antioxidantes en productos botanicos. L a reaccion 

mide la reduction del complejo ferrico-2,4,6, tripiridil-s-triazina ( T P T Z ) , en la cual 

el hierro ferrico ( F e 3 + - T P T Z ) se reduce a ion ferroso a bajo pH, causando la 

formation de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado ( F e 2 + - T P T Z ) , que 

absorbe a una longitud de onda de 593 nm. 4 0 

Debido a que el potencial redox del F e 3 + - T P T Z es comparable con el del A B T S se 

pueden analizar compuestos similares con ambos metodos, aunque las 

condiciones de la reaccion sean distintas. E l mecanismo del F R A P es de 

transferencia de electrones, a diferencia de otros metodos donde s e produce 

captura de radicales libres, segun esto, el F R A P puede ser util, en combination 

con otros metodos, en la determinacion de la capacidad antioxidante de productos 

que contengan distintos tipos de antioxidantes. 4 1 
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III. M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion 

E l presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los ambientes del Centro 

de Desarrollo, Anal is is y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos 

( C E D A C M E F ) "Marco Antonio Garrido Malo", de la E s c u e l a Profesional de 

Farmac ia y Bioquimica de la Facultad de Cienc ias de la Sa lud de la Universidad 

Nacional de S a n Cristobal de Huamanga, durante los m e s e s de abril a agosto de 

2018, ubicado en la ciudad Universitaria Av. Independencia s/n Huamanga. 

3.2. Definicion de la poblacion y muestra 

3.2.1. Poblacion: Hojas de Berberis flexuosa R. & P. ' tankar", que c recen en el 

centro poblado de Huaraca, anexo Anchac Was i , distrito de Vinchos, 

provincia de Huamanga del departamento de Ayacucho. 

3.2.2. Muestra: Dos kilogramos de hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", que 

s e recolecto en el centro poblado de Huaraca, anexo Anchac W a s i , distrito 

de Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, ubicado a 

una altura de 3800 m.s.n.m. 

a. Unidad de anal is is: Veinte gramos de muestra s e c a obtenida de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 

b. S is tema de muestreo: Libre por conveniencia 

3.3. Metodologia y recoleccion de datos 

3.3.1. Recolecc ion de la muestra 

L a muestra de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" se recolecto en horas de la 

manana y transportada en bolsas a los ambientes del Centro de Desarrollo, 

Anal is is y Control de Cal idad de Medicamentos y Fitomedicamentos 

( C E D A C M E F ) "Marco Antonio Garrido Malo", de la E s c u e l a Profesional de 
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Farmacia y Bioquimica. S e secaron a temperatura ambiente, en un lugar con 

buena venti lation, cambiando el papel de soporte y removiendo el vegetal cada 

24 horas para evitar su descomposicion, por un periodo de cinco a ocho dias 

segun las directrices de la O M S . 4 2 

Una parte de la planta recolectada fue llevada al Herbario S a n Marcos (USM) del 

Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de S a n Marcos, para 

su identificacion y su clasificacion taxonomica. 

3.3.2. Preparacion de la muestra 

Luego del secado de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", se procedio 

a reducir el tamano de la muestra utilizando molino de cuchilla, hasta obtener un 

pulverizado uniforme. Luego se peso 20 g de muestra s e c a pulverizada, el cual 

fue vertido en un frasco ambar de boca ancha con 200 mL de etanol 50°GL. 

E l metodo extractivo que se utilizo e s la maceracion con agitation, en este 

procedimiento se agito intensamente el material en maceracion con un agitador 

mecanico, de esta forma no se mejora el resultado de extract ion, pero se reduce 

el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de concentraciones, acortando el 

tiempo total de ext ract ion. 4 3 Luego se dejo en reposo por 24 horas. Transcurr ido 

el tiempo de humectaci6n se transfirio la muestra a un percolador, se cubrio el 

orificio de salida con gasa y algodon. Posteriormente se percolo a razon de 20 

gotas por minuto, se recibio el percolado en un recipiente limpio y s e filtro. S e 

percolo por tres veces repitiendo el mismo procedimiento. 4 3 luego el extracto 

obtenido fue concentrado a sequedad empleando una estufa a una temperatura 

de 40° C . E l producto obtenido se envasb en un recipiente de color ambar. 

3.3.3.Identificacion fitoquimica 

L a identificacion fitoquimica del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", fueron real izadas mediante reacciones de coloration y 

precipitation segun el procedimiento descrito por Miranda y Cuel la r . 4 4 Tambien se 

realizo la identificacion fitoquimica empleando el metodo de analisis cualitativo de 

ensayo a la gota, el cual consistio en someter al extracto vegetal, segun la 

polaridad, a reactivos especif icos que generan compuestos coloreados o 

precipitados, segun el tipo de metabolito secundario presente. S e realizo 

siguiendo el procedimiento descrito en Perez, F. et al,45 "Estudio fitoquimica 

preliminar de plantas medicinales del norte del Peru". 
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3.3.4. Determinacion de la concentracion de fenoles totales 

S e utilizo el metodo de Folin-Ciocalteu, siguiendo la metodologia de S o u s a et a / . 4 6 , 

con algunas modificaciones. 

a. Preparacion de la curva de calibracion de acido galico 

• Solucion madre de acido galico 

S e peso 20 mg acido galico, s e disuelve en H 2 0 desti lada y s e enrasa a un 

volumen de 25 mL para obtener una solucion stock con una concentracion de 800 

pg/mL. S e tomo directamente de la solucion stock 100 uL, s e transfiere a una fiola 

y s e adiciono 1850 uL de H 2 0 destilada ( C . S . P . 2 mL) para obtener una solucion 

con una concentracion de 60 ug/mL. De esta solucion madre se tomo ah'cuotas de 

100, 200 y 400 uL, s e agrego H 2 0 desti lada C . S . P . 600 uL, obteniendose 

soluciones estandares de 10, 20, 40, 60 pg/mL. 

A partir de los estandares s e toman alicuotas de 100 pL, se transfiere a una fiola, 

adicionar a continuation 500 pL del reactivo Folin - Ciocalteu, previa dilution 1/10 

(v/v) con H 2 0 desti lada y 400 pL de carbonato de sodio al 7 ,5%. Luego s e dejo 

reposar durante 30 minutos en la oscuridad a T° ambiente y s e realizo la 

absorbancia de cada uno a 765 nm contra el bianco preparado de igual forma sin 

la muestra. 

b. Preparacion de la muestra 

S e peso 100 mg del extracto seco, luego aforar a 10 mL con etanol 50° G . L , s e 

tomara de esta 2 mL y aforar a 25 mL con etanol 50° G .L , posteriormente s e 

tomara de esta 2 mL y aforar a 5 mL con etanol 50° G . L , con esta ultima dilution 

s e trabaja. 

S e tomo directamente de la ultima dilution 100 pL, s e transfiere a una fiola, 

adicionar a continuation 500 pL de Folin - Ciocalteu 1/10 (v/v) y 400 pL de 

carbonato de sodio al 7,5%. S e dejo reaccionar durante 30 minutos en la oscuridad 

a T° ambiente y s e realizo la absorbancia de cada uno a 765 nm contra el bianco 

preparado de igual forma sin la muestra. 

L a cantidad de compuestos fenolicos en cada extracto s e determina en miligramos 

de contenido fenolico equivalentes de acido galico/g de extracto, utilizando la 

ecuacion obtenida en la curva de calibracion del acido ga l ico. 4 6 
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3.3.5. Determinacion de la concentracion de flavonoides 

S e utilizo el metodo de Cloruro de aluminio, siguiendo la metodologia de Peixoto 

et al.47, con algunas modificaciones. 

a. Preparacion de la curva de calibracion de rutina 

S e peso 1 mg de rutina, llevar a un matraz volumetrico de 25 mL y diluir con 2,5 

mL de metanol, luego aforar con etanol 50°GL para obtener una solucion stock 

con una concentracion de 40 ug/mL. De esta solucion stock se tomo directamente 

alfcuotas de 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 y 4 mL, se transfiere a una fiola respectivamente, 

adicionar a continuation 0,5 mL de cloruro de aluminio al 2 % y etanol 50°GL 

C . S . P . 5 mL respectivamente. E l bianco se prepara de igual forma sin la muestra. 

Luego s e dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y se realizo las 

lecturas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm. 

b. Preparacion de la muestra 

S e peso 100 mg del extracto seco, luego aforar a 10 mL con etanol 50°GL, se 

tomara de esta 2 mL y aforar a 25 mL con etanol 50°GL, con esta ultima dilucion 

se trabaja. S e tomo directamente de la ultima dilucion 2 mL, se transfiere a una 

fiola, adicionar a continuation 0,5 mL de cloruro de aluminio al 2 % y 2,5 mL de 

etanol 50°GL. Luego se dejo reposar durante 30 minutos en la oscuridad a T° 

ambiente y se realizo las lecturas en el espectrofotometro a una longitud de onda 

de 415 nm. Utilizando la solucion preparada con el mismo procedimiento sin la 

muestra como bianco. 

La cantidad de flavonoides en el extracto se determina en miligramos de contenido 

de flavonoides equivalentes de rutina/g de extracto, utilizando la ecuacion 

obtenida en la curva de calibracion de rutina. 

3.3.6. Determinacion de la actividad antioxidante in vitro 

3.3.6.1. Metodo del radical libre 1,1 -difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). 

S e hizo la evaluacion cuantitativa de la actividad antioxidante siguiendo la 

metodologia de S o u s a et al.46, con algunas modificaciones. 

a. Preparacion de la solucion madre 

S e peso 4 mg de D P P H , se diluye con etanol 96°GL y se enraso a un volumen de 

100 mL para obtener una solucion madre con una concentracion de 40 ug/mL. 

Luego almacenar en el refrigerador y proteger de la luz. 
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b. Preparacion de la solucion de trabajo 

De la solucion madre s e tomo alicuotas de 0,25; 1,25; 2,5; 3,75; 5; 6,25; 7,5 y 8,75 

mL, s e agrego etanol 96°GL C . S . P . 10 mL, obteniendose soluciones estandares 

de 1, 5 , 1 0 , 1 5 , 20, 25, 30 y 35 ug/mL. L a curva de calibration se construyo a partir 

de los valores de absorbancias a 515 nm de todas las soluciones (1 a 40 ug/mL), 

medida en cubeta de vidrio 1 cm y teniendo como bianco el etanol 96°GL. L a s 

medidas de absorbancia s e realizaron por triplicado a los 30 minutos. 

c . Preparacion de la curva estandar de Trolox 

S e peso 5 mg de Trolox, s e diluye con etanol 96°GL, y s e enraso a un volumen de 

10 mL para obtener una solucion con una concentrat ion de 500 ug/mL. De esta 

solucion s e tomo alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, s e transfiere a una fiola 

respect ivamente y se agrego etanol 96°GL C . S . P . 5 mL a cada fiola, obteniendose 

soluciones estandares de 25, 50, 100, 150, 200 y 250 ug /mL 

A partir de las soluciones estandares s e toman al icuotas de 0,3 mL, s e transfiere 

a una fiola respectivamente, adicionar a continuation 2,7 mL de la solucion madre 

a una concentrat ion de 40 ug/mL. Una mezcla de 2,7 mL de etanol 96°GL y 0,3 

mL de la solucion estandar, se utilizo como bianco, se debe preparar para cada 

concentrat ion. Luego s e agita y se dejo reposar durante 30 minutos en la 

oscuridad a T° ambiente. Finalmente s e lee en el espectrofotometro a 515 nm. 

d. Determinacion de la actividad antioxidante de la muestra 

S e preparo una solucion del extracto seco de las hojas de Berberis flexuosa R. & 

P. "tankar" equivalente a concentrat ion de 500 ug/mL De esta solucion s e tomo 

al icuotas de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, s e transfiere a una fiola respect ivamente 

y s e agrego etanol 96°GL. C . S . P . 5 mL a cada fiola, obteniendose soluciones de 

las muestras de 25, 50, 100, 150, 200 y 250 ug/mL. 

A partir de las soluciones de las muestras se toman al icuotas de 0,3 mL, s e 

transfiere a una fiola respectivamente, adicionar a continuation 2,7 mL de la 

solucion madre a una concentrat ion de 40 ug/mL. Una mezcla de 2,7 mL de etanol 

96°GL y 0,3 mL de la solucion de muestra, se utilizo como bianco, s e debe 

preparar para cada concentrat ion. Luego s e agita y se dej6 reposar durante 30 

minutos en la oscuridad a T° ambiente. Finalmente se lee en el espectrofotometro 

a 5 1 5 n m . 
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e. Calculo del porcentaje de actividad antioxidante 

A partir de la curva de calibracion de la ecuacion y los valores de tiempo de 

absorbancia de 3 0 min para cada concentracion de prueba. S e determinara el 

porcentaje de D P P H restante ( % D P P H R E m ) , de acuerdo con la ecuacion: 

• A partir de la curva de calibracion de la ecuacion y los valores de tiempo 

absorbancia de 3 0 minutos se determino la concentracion de D P P H (ug/mL) 

para el Trolox y los extractos de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 

( y - b ) - a 
x = 

• S e determino el porcentaje de D P P H restante ( % D P P H r e m ) , de acuerdo a la 
ecuacion: 

% D P P H R E M 

D P P H T=30 
D P P H T = t 

x lOO 

Donde: 

D P P H X = 3 0 : Concentracion de D P P H en el medio despues de la react ion con 

el extracto. 

D P P H x = t o : Concentracion initial de D P P H 

• Los valores de absorbancia a todas las concentraciones ensayadas s e 

convirtieron en porcentaje de actividad antioxidante (%AA), que se determino 

por la e c u a c i o n : 4 6 

o/ A A tfAbscontrol ~ ( A b s m u e s t r a - Abs b l a n c o )]xl00} 
% A A = 

Abs control 

Donde: 

AA : actividad antioxidante (%) 

AbScontroi : absorbancia initial de la solution metanolica de D P P H . 

Absmuestra: absorbancia de la reaction del D P P H con la muestra. 

AbSbianco : absorbancia de bianco 

• L a concentracion requerida para el 5 0 % de inhibition del radical libre D P P H 

(CI50) sera calculada mediante la ecuacion exponencial de la concentracion del 

extracto y Trolox vs % D P P H R E m . 
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y = y 0 + A e R ° x 

n 50 - y 0 . 
( I n — x - ^ ) 

CI50 = £ 
R 

3.3.6.2. Metodo del radical acido radical acido 2,2'-azino-bis-3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) 

a. Preparacion de la solucion madre de A B T S 

• Preparacion del A B T S 7 mM 

S e preparo una solucion madre de A B T S 7 mM, para ello s e peso exactamente 

19,202 mg de A B T S y se disolvio con 5 mL de H2O desti lada. 

• Preparacion de la solucion de persulfato de po tas io (K 2 S 2 08 ) 2,45 mM 

S e peso 3,3 mg de persulfato de potasio y s e disolvio con 5 mL de H 2 0 desti lada. 

• Preparacion del radical A B T S ' * 

E n un frasco ambar s e coloco 5 mL de solucion madre de A B T S 7 mM y 5 mL de 

la solucion de persulfato de potasio 2,45 mM, luego s e homogenizo y s e cubrio 

con papel aluminio. L a solucion se incubo de 12 a 16 horas a T° ambiente (± 25 

°C) antes de su utilization. L a solucion tiene un periodo de uso de 2 d ias en 

refrigeration. 

b. Preparacion de la solucion de trabajo diario 

S e diluyo aproximadamente 1,5 mL del radical formado con 50 mL de etanol 

96°GL, hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0,70 (±0,2) a 

734 nm (longitud de onda de maxima absorcion) 

c. Preparacion de la curva estandar de Trolox 

S e peso 5 mg de Trolox, se diluye con etanol 96°GL y s e enraso a un volumen de 

10 mL para obtener una solucion con una concentracion de 500 pg/mL. De esta 

solucion s e t o m o al icuotas de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2 , 5 m L , se transfiere a una fiola 

respectivamente y s e agrego etanol 96°GL C . S . P . 5 mL a cada fiola, obteniendose 

soluciones estandares de 25, 50, 100, 150, 200 y 250 pg/mL. 

A partir de las soluciones estandares se toman al icuotas de 20 pL, s e transfiere a 

una fiola respectivamente, adicionar a continuation 980 pL de la solucion de 

trabajo A B T S . Dejar reposar durante 7 minutos. Una mezc ia de 980 pL de etanol 

27 



96°GL y 20 uL de la solucion estandar, se utilizo como bianco, se debe preparar 

para cada concentracion. Luego incubar durante 6 minutos en la oscuridad a T° 

ambiente. Finalmente se lee en el espectrofotometro a 734 nm. 

d. Determinacion de la actividad antioxidante de la muestra 

S e preparo una solucion del extracto seco de las hojas de Berbens flexuosa R. & 

P. "tankar" equivalente a concentracion de 500 ug/mL De esta solucion s e tomo 

alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a una fiola respectivamente 

y se agrego etanol 96°GL C . S . P . 5 mL a cada fiola, obteniendose soluciones de 

las muestras de 25, 50, 100, 150, 200 y 250 ug/mL. 

A partir de las soluciones de las muestras se toman alicuotas de 20 uL, s e 

transfiere a una fiola respectivamente, adicionar a continuation 980 uL de la 

solucion de trabajo A B T S . Dejar reposar durante 7 minutos. Una mezcla de 2,7 

mL de etanol 96°GL y 0,3 mL de la solucion de muestra, s e utilizo como bianco, 

se debe preparar para cada concentracion. Luego incubar durante 6 minutos en 

la oscuridad a T° ambiente. Finalmente s e lee en el espectrofotometro a 734 nm. 

Los resultados s e expresan en mM Trolox/g muestra. 2 

e. Calculo del porcentaje de actividad antioxidante 

• Los valores de absorbancia a todas las concentraciones ensayadas s e 

convirtieron en porcentaje de actividad antioxidante (%AA), que se determino 

por la ecuac ion : 4 6 

0 / . . _ { [Abs c o n t r o i - ( A b s m u e s t r a - Abs b i a n c o )]xl00} 
A)AA — ~r -

"DScontrol 

Donde: 

AA : actividad antioxidante (%) 

Abscontroi : absorbancia initial de la solucion metanolica de A B T S . 

Absmuestra: absorbancia de la reaccion del A B T S con la muestra. 

AbSbianco : absorbancia de bianco 

• L a concentracion requerida para el 50% de inhibition del radical libre A B T S 

(CI50) sera calculada mediante la ecuacion exponential de la concentracion del 

extracto (ug/mL) vs AA (%) . 

y = b.x + a 
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(50 - a) 
rjKQ _ _ 1 

/ b (b) 

3.3.6.3. Metodo F R A P (Potencia antioxidante reductora ferrica) 

a. Preparacion de react ivos. 4 1 

• Buffer acetato de sodio 0,3 mM (pH 3.6) 

S e peso 6,15 mg de acetato de sodio, luego s e adiciono 2 mL de acido acetico 

glacial. Posteriormente aforar la solucion a 250 mL con H2O desti lada y ajustar el 

pH si e s necesar io. 

• Solucion complejo ferrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ 10 Mm) 

S e pes6 78 mg del reactivo complejo ferrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina ( T P T Z ) , luego 

s e aforo a 25 mL con acido clorhidrico ( H C I 4 0 mM) 

• Solucion de hexahidrato de cloruro ferrico ( F e C I 3 - 6 H 2 0 20 mM) 

S e peso 135,2 mg de cloruro ferrico ( F e C b ) , luego s e aforo a 25 mL con H2O 

desti lada. 

• Acido clorhidrico (HCI) 40 mM. 

Diluir 535 pi de acido clorhidrico HCI (37%) en 100 ml de H 2 0 desti lada. 

b. Preparacion de la solucion de trabajo diario 

E s t a solucion de trabajo debera de prepararse a diario. Mezclar 2,5 m L de solucion 

complejo ferrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina ( T P T Z ) con 2,5 ml de la solucion 

hexahidrato de cloruro ferrico ( F e C I 3 - 6 H 2 0 20 mM) y 25 ml de buffer acetato. E s t a 

preparacion debe mantenerse durante todo el proceso en el bafio a 37 °C. 

c. Preparacion de la curva estandar de Trolox 

S e peso 5 mg de Trolox, s e diluye con etanol 96°GL y s e enraso a un volumen de 

10 mL para obtener una solucion con una concentrat ion de 500 ug/mL. De esta 

solucion s e tomo alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, s e transfiere a una fiola 

respectivamente y s e agrego etanol 96°GL C . S . P . 5 mL a cada fiola, obteniendose 

soluciones estandares de 25, 50, 100, 150, 200 y 250 ug/mL. 

A partir de las soluciones estandares s e toman al icuotas de 20 uL, s e transfiere a 

una fiola respectivamente, adicionar a continuation 980 uL de la solucion de 

trabajo F R A P . Una mezcla de 980 uL de etanol 96°GL y 20 uL de la solucion 
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estandar, s e utilizo como bianco, se debe preparar para cada concentracion. 

Luego incubar en la oscuridad a T° ambiente durante 30 minutos. Finalmente se 

lee en el espectrofotometro a 593 nm. 

d. Determinacion de la actividad antioxidante de la muestra 

S e preparo una solucion del extracto seco de las hojas de Berberis flexuosa R. & 

P. "tankar" equivalente a concentracion de 500 ug/mL De esta solucion s e tomo 

alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a una fiola respectivamente 

y se agrego etanol 96°GL C . S . P . 5 mL a cada fiola, obteniendose soluciones de 

las muestras de 25, 50, 100, 150, 200 y 250 ug/mL. 

A partir de las soluciones de las muestras s e toman alicuotas de 20 uL, se 

transfiere a una fiola respectivamente, adicionar a continuation 980 uL de la 

solucion de trabajo F R A P . Una mezcla de 2,7 mL de etanol 96°GL y 0,3 mL de la 

solucion de muestra, se utilizo como bianco, se debe preparar para cada 

concentracion. Luego incubar en la oscuridad a T° ambiente durante 30 minutos. 

Finalmente se lee en el espectrofotometro a 593 nm. 

e. Calculo del porcentaje de actividad antioxidante 

• Los valores de absorbancia a todas las concentraciones ensayadas s e 

convirtieron en porcentaje de actividad antioxidante (%AA), que s e determino 

por la ecuac ion : 4 6 

% M _ { [Abs c o n t r o i - ( A b s m u e s t r a - Abs b l a n c o )]xl00} 
Abs. control 

Donde: 

A A : actividad antioxidante (%) . 

Abscontroi absorbancia initial de la solucion metanolica de F R A P . 

Absmuestra: absorbancia de la react ion del F R A P con la muestra 

AbSbianco : absorbancia de bianco. 

L a concentracion requerida para el 50% de inhibition del poder reductor del 

F R A P (CI50) se ra calculada mediante la ecuacion exponencial de la 

concentracion del extracto (ug/mL) vs AA (%) 

RnX y = y0 + AeR° 
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( heop2) 
C , 5 O = ( ^ H 

3.4. Tipo y diseno de investigacion 

3.4.1. Tipo de investigacion 

Descript ivo. 4 8 

3.4.2. Diseno de investigacion 

E l diseno que se empleo, e s un diseno con posprueba unicamente y grupo de 

control . 4 8 Simbolicamente y de forma abreviada corresponde a : 

R G 1 X Oi 

R G 2 - 0 2 

R: Asignacion al azar o aleatoria 

G : Grupo de muestra ( G 1 , grupo 1; G 2 , grupo 2; etc.) 

X: Tratamiento, estimulo o condition experimental. 

O: Medicion experimental. 

- : Ausenc ia de estimulo. Indica grupo control o testigo. 

3.5. Anal is is de datos 

Los datos que s e obtuvieron fueron procesados en una base de datos con el 

paquete estadistico S P S S version 23. S e determinaron en forma de medias y 

desviacion estandar, y s e representaron mediante graficos en forma de 

histogramas y barras de error. S e realizo anal isis de var ianza (ANOVA) para 

determinar las diferencias significativas en los diferentes ensayos a un nivel de 

signif icancia de 9 5 % (p<0.05) y la prueba de comparaciones multiples de Duncan. 
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IV. R E S U L T A D O S 
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Tabla 3. Identificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Metabolitos 
secundarios 

Ensayos Resultados Observaciones 

Fenoles y/o Cloruro ferrico +++ Coloracion verde oscuro 
taninos 

Flavonoides Shinoda +++ Coloracion naranja intensa 
Dragendorff +++ Precipitado naranja rojizo 

Alcaloides Wagner +++ Precipitado marron 
Mayer ++ Precipitado bianco crema 

Lactonas y/o Baljet ++ Precipitado rojo 
cumarinas 
Azucares Fehling ++ Precipitado rojo 
reductores 
Saponinas Espuma ++ Persistencia de espuma 
Quinonas Borntrager ++ Coloracion roja en la fase alcalina 

LEYENDA: 
(+) : Leve 
(++) : Moderada 
(+++) : Intenso 
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Figura 7. Contenido de fenoles totales y flavonoides presentes en el extracto 

hidroalcoh6lico de las hojas de berberis flexuosa R.& P. "tankar", Ayacucho 2018. 
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Figura 8. Porcentaje de la actividad antioxidante in vitro por el metodo DPPH del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis flexuosa R.& P. 'lankar", en 

comparacion con el estandarTrolox, Ayacucho 2018. 
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Figura 9. Porcentaje de la actividad antioxidante in vitro por el metodo ABTS del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis flexuosa R. & P. "tankar", en 

comparacibn con el estandar Trolox, Ayacucho 2018. 
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Figura 10. Porcentaje de la actividad antioxidante in vitro por el metodo FRAP del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis flexuosa R.& P. 'lankar", en 

comparacion con el estandar Trolox, Ayacucho 2018. 
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Tabla 4. Concentracion inhibitoria 50 (CI50) del extracto hidroalcoholico de las 

hojas de Berberis flepuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Tratamiento Clso .;- ;v /. :i • 

'^^^0$0t$^MI^ DPPH ABTS 0 FRAP 
Berberis flexuosa 291,16 ±1,40* 561,53 ±12,82* 309,73 ±15,30* 

;Trolox i 38,44 ± 0,28* 156,74 ± 1,21* 35,81 ± 0,30* 

Los valbres representan la media de tres repeticiones ± la desviacion estandar de 

al menos, n=3. (p<0,;05). 
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V. DISCUSION 

L a s plantas, grac ias a su maravilloso y complejo metabolismo, constituyen un 

verdadero arsenal quimico, del cual solo se conoce con exito un tercio, 

considerando la variedad de espec ies existentes a nivel mundial y aquel las 

inexploradas hasta hoy, sin considerar aquel las espec ies ya ex t in tas . 4 9 

Una gran variedad de plantas en todo el planeta y s u s extractos respectivos 

contienen diferentes compuestos quimicos con actividad biologica, que pueden 

producir efectos terapeuticos variados; por lo que hoy dia la evidencia cientifica 

es ta l lamada a validar el uso popular, por un lado. 5 0 

E n el Peru , el empleo de productos naturales principalmente de origen vegetal se 

encuentra ampliamente difundido, debido a la existencia de una gran diversidad 

de flora en las distintas regiones del pais. 

L a actividad antioxidante ha despertado en los ultimos anos un gran interes 

cientifico, ya que diversos estudios han demostrado que los antioxidantes son 

moleculas que poseen la capacidad de retrasar o inhibir la oxidacion ocasionada 

por las moleculas inestables conocidas como los radicales l ibres. 2 

L a espec ie Berberis flexuosa R. & P. "tankar" no s e ha explorado completamente. 

Debido a esto el interes principal es continuar con las investigaciones de la 

espec ie , ya que posee diversas propiedades medicinales y la gran mayor ia de 

es tas no han sido estudiadas, e s portal motivo que s e propuso realizar el presente 

trabajo de investigacion para evaluar la actividad antioxidante y el contenido de 

compuestos fenolicos y flavonoides de las hojas de berberis flexuosa R. & P. 

"tankar", con el proposito de poder darle una aplicabilidad y contribuir con la 

sociedad. 
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L a s hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", fueron recolectadas en el centro 

poblado de Huaraca, anexo Anchac Was i , distrito de Vinchos, provincia de 

Huamanga, departamento de Ayacucho, ubicado a una altura de 3800 m.s.n.m. 

L a identificacion y clasificacion taxonomica se realizo en el Herbario S a n Marcos 

(USM) del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de S a n 

Marcos. 

Para obtener el extracto hidroalcoholico se realizo mediante el proceso de 

extraccion con etanol 50°GL por medio de percolacion. S e utiliz6 como disolvente 

de extraccion etanol 50°GL, despues de realizada la prueba del mejor solvente, 

debido a que la diferencia en la concentracion del solvente delimita el tipo de 

metabolito secundario a extraer, dependiendo de la polaridad del mismo, ya que 

a una concentracion de etanol 96°GL se extraeran metabolitos con menor 

polaridad que los extraidos con etanol 50°GL. 5 1 

L a identificacion fitoquimica del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar" se realizo mediante reacciones de coloracion y 

precipitation segun el procedimiento descrito por Miranda y Cuel lar . 4 4 Tambien se 

realizo la identificacion fitoquimica empleando el metodo de anal isis cualitativo de 

ensayo a la gota, el cual consistio en someter al extracto vegetal, segun la 

polaridad, a reactivos especif icos que generan compuestos coloreados o 

precipitados, segun el tipo de metabolito secundario presente, se realizo siguiendo 

el procedimiento descrito en Perez, F. et a / , 4 5 "Estudio fitoquimica preliminar de 

plantas medicinales del norte del Peru" . 

E n la tabla 3, se presentan los metabolitos secundarios identificados del extracto 

hidroalcoholicos de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" siendo estos 

fenoles y/o taninos, flavonoides, alcaloides, lactonas y/o cumarinas, azucares 

reductores, saponinas y quinonas. 

Quispe L . 1 1 reporto la presencia de catequinas, azucares reductores, antocianinas, 

fenoles, flavonoides, lactonas, cumarinas, triterpenos, alcaloides, gomas y 

mucilagos del fruto de berberis weberbaueri C. Scheneider "airampu". 

Acuna y C u s i . 5 2 reportaron la presencia de compuestos fenolicos, alcaloides, 

taninos, cumarinas, quinonas, lactonas, glicosidos, aminoacidos, saponinas, 

flavonoides y resinas del extracto acuoso de las partes aereas de berberis 

boliviana lechler (ch'eqche). 
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L a cantidad de metabolitos secundarios que existan en una planta pueden ser 

afectados por diversos factores, que pueden ser tanto ext r insecos como 

intrinsecos. Los factores extr insecos son el clima y la temperatura, la humedad, o 

las condiciones del suelo; y los factores intrinsecos son de tipo genetico 

(mutaciones, otras alteraciones), interaction con las enz imas para sufrir 

transformaciones, o var iaciones diurnas, ontogenicas o estacionales. 

Por otro lado, Carocho M. y Ferreira I . 5 3 manifiestan que los antioxidantes 

derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico pueden ser taninos, 

acidos fenolicos, f lavonoides, alcaloides, esteroides, catequinas, antocianinas y 

proantocianinas, los cua les debido a sus propiedades pueden actuar como 

antioxidantes y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades 

degenerat ivas. 

Los compuestos fenolicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustanc ias 

quimicas, con diferentes estructuras, propiedades quimicas y actividad biologica, 

englobando mas de ocho mil compuestos distintos. Como antioxidantes, los 

polifenoles pueden proteger las celulas contra el dano oxidativo y por lo tanto 

limitar el riesgo de var ias enfermedades degenerat ivas asoc iadas al est res 

oxidativo causado por los radicales l ibres. 1 0 

E l consumo de polifenoles, antocianinas, f lavonoides s e ha vinculado con la 

disminucion del riesgo de padecer enfermedades cronicas. L a labor antioxidante 

que tienen estos componentes e s primordial ante el estres oxidativo, cuando los 

s is temas antioxidantes (enzimatico y no enzimatico) no son suficientes para 

proteger de la act ion danina de los radicales l ibres. 5 4 

Los fenoles como: taninos condensados, f lavonoides, acidos fenolicos como el 

clorogenico, cumarico y elagico; han sido dec laradas como potentes 

neutral izadores de sustanc ias reactivas de oxigeno ( E R O S ) ; estos estan 

presentes en frutas como la mora, uchuva, lulo, el mortino entre otros; ademas de 

inhibir a lgunas enz imas oxidantes (xantina ox idasa ) . 5 4 

E n la figura 7, s e observan los resultados de la cuantificacion del contenido de 

fenoles totales presentes en el extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", la cual fue de 163,8 ± 0,98 mg E q AG/g de extracto seco. 

S e determino por el metodo de Folin-Ciocalteu, con algunas modificaciones. S e 

realizo la curva de calibration del acido galico, con un coeficiente de correlat ion 

de 0,9998 (anexo 12); la cual permitio determinar el contenido de fenoles totales. 
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Quispe, L . 1 1 reporto el contenido total de fenoles del fruto de berberis weberbaueri 

C. Scheneider "airampu", la cual fue 5869,968 mg E q de acido clorogenico/100 g 

de muestra. Llegando a una conclusion que existe una eleva concentracion de 

compuestos fenolicos en el fruto de airampu frente a los otros frutos que 

tradicionalmente son considerados por su alto contenido en compuestos fenolicos. 

E n nuestro estudio, podemos observar bajo contenido de fenoles totales, esto 

debido a que estan influenciados o sufren alguna variat ion por la tecnica de 

extract ion, uso de solvente, tiempo de sonicacion, cantidad de reactivo, muestra 

utilizado, tiempo de incubation, estres abiotico y otros. 

E n la figura 7, se observan los resultados de la cuantificacion del contenido de 

flavonoides presentes en el extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", la cual fue de 21,6 ± 0,20 mg Eq Ru/g de extracto seco. 

S e determino por el metodo de Cloruro de aluminio, con algunas modificaciones. 

S e realizo la curva de calibracion de rutina, con un coeficiente de correlation de 

0,9986 (anexo 13); la cual permitio determinar el contenido de flavonoides totales. 

E n nuestro estudio, podemos observar bajo contenido de flavonoides totales, esto 

debido a que estan influenciados o sufren alguna variat ion por la tecnica de 

extract ion, uso de solvente, tiempo de sonicacion, cantidad de reactivo, muestra 

utilizado, tiempo de incubation, estres abiotico y otros. 

E n la figura 8, se observan los porcentajes de la actividad antioxidante in vitro por 

el metodo del radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo ( D P P H ) del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de berberis flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion 

con el estandar Trolox. S e realizo la curva de calibracion con Trolox para el ensayo 

D P P H , con un coeficiente de correlation de 0,9996 (anexo 14); a partir de las 

cuales fue posible expresar la actividad antioxidante de la especie berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", son expresados en porcentaje, la cual s e trabajo a 

concentraciones de 25, 50 y 100 ug/mL obteniendo los siguientes resultados: 

4 ,8%; 8 ,2% y 16,8% de actividad antioxidante respectivamente. Asimismo, con el 

estandar Trolox se trabajo a concentraciones de 25, 50 y 100 ug/mL obteniendo 

los siguientes resultados: 23,0%; 51 ,5% y 94 ,9% de actividad antioxidante 

respectivamente. Estadist icamente por lo menos uno de los tratamientos e s 

diferente del resto. (p=8,4*10- 2 0 ) . 
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No existe referencia alguna de porcentaje de actividad antioxidante de berberis 

flexuosa R. & P. "tankar" con el ensayo D P P H , pero s e reporta estudios de otras 

espec ies del genero Berberis de diferentes partes del mundo. 

Quispe, L . 1 1 reporto el contenido de actividad antioxidante del fruto de berberis 

weberbaueri C. Scheneider "airampu", la cual fue 20801,094 pg. Equivalente 

trolox/g. tejido. Pa ra la determination de la actividad antioxidante utilizo el metodo 

D P P H y realizo la lectura en el espectrofotometro a una absorbancia de 515 nm. 

Llegando a una conclusion que el fruto del airampu posee un alto contenido de 

actividad antioxidante (20801,094 pg. Equivalente trolox/g. tejido), comparado con 

los resultados obtenidos en la determination de la actividad antioxidante de la 

guinda, mora, higo, uva negra, ciruela y granada. 

Shalaby y co l . 5 5 menciona que el D P P H e s un metodo simple, rapido y economico 

para estudiar los perfiles de capacidad antioxidante de extractos de plantas, 

alimentos, etc. S e puede usar para muestras sol idas o liquidas y no e s especif ico 

de ningun componente antioxidante en particular. 

E n la figura 9, s e observan los porcentajes de la actividad antioxidante in vitro por 

el metodo del radical acido 2,2'-azino-bis-3-eti lbenzotiazolin-6-sulf6nico ( A B T S ) 

del extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis flexuosa R. & P. "tankar", en 

comparacion con el estandar Trolox. S e realizo la curva de calibracion con Trolox 

para el ensayo A B T S , con un coeficiente de correlation de 0,9996 (anexo 14); a 

partir de las cua les fue posible expresar la actividad antioxidante de la espec ie 

berberis flexuosa R. & P. "tankar", son expresados en porcentaje, la cual s e trabaj6 

a concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL obteniendo los siguientes resultados: 

6 , 1 % ; 8 , 1 % y 11 ,9% de actividad antioxidante respectivamente. As imismo, con el 

estandar Trolox se trabajo a concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL obteniendo 

los siguientes resultados: 1 2 , 1 % ; 21,0% y 34 ,0% de actividad antioxidante 

respectivamente. Estadist icamente por lo menos uno de los tratamientos e s 

diferente del resto. (p=4,6*10" 1 5 ) . 

No existe referencia alguna de porcentaje de actividad antioxidante de berberis 

flexuosa R. & P. "tankar" con el ensayo A B T S , pero se reporta estudios de otras 

espec ies del genero Berberis de diferentes partes del mundo. 

Shalaby y co l . 5 5 menciona que el A B T S ha sido utilizado para examinar la 

capacidad relativa de captat ion de radicales de flavonoides y fenoles. E l A B T S e s 
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soluble en disolventes acuosos y organicos y es una mejor option que D P P H y 

mas sensible que D P P H . Desventaja el precio del reactivo A B T S e s alto. 

E n la figura 10, s e observan los porcentajes de la actividad antioxidante in vitro 

por el metodo de la capacidad reductora del hierro ( F R A P ) del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de berberis flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion 

con el estandar Trolox. S e realizo la curva de calibracion con Trolox para el ensayo 

F R A P , con un coeficiente de correlation de 0,9996 (anexo 14); a partir de las 

cuales fue posible expresar la actividad antioxidante de la especie berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", son expresados en porcentaje, la cual se trabajo a 

concentraciones de 25, 50 y 100 ug/mL obteniendo los siguientes resultados: 

10,2%; 15,0% y 26 ,4% de actividad antioxidante respectivamente. Asimismo, con 

el estandar Trolox se trabajo a concentraciones de 25, 50 y 100 ug/mL obteniendo 

los siguientes resultados: 44,0%; 56 ,5% y 71 ,8% de actividad antioxidante 

respectivamente. Estadist icamente por lo menos uno de los tratamientos e s 

diferentedel resto. (p=1,1><10"16). 

No existe referencia alguna de porcentaje de actividad antioxidante de berberis 

flexuosa R. & P. "tankar" con el ensayo F R A P , pero se reporta estudios de otras 

espec ies del genero Berberis de diferentes partes del mundo. 

Shalaby y co l . 5 5 menciona que el ensayo F R A P e s simple, rapido, economico y no 

requiere equipo especial izado. Desventaja el reactivo F R A P no puede detectar 

espec ies que actuen mediante transferencia de H, antioxidantes del grupo 

sulfhidrilo que contiene tioles como el glutation y las protelnas. 

E n la tabla 4, se observa la concentracion inhibitoria 50 (CI50) del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" sobre el radical 

libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo ( D P P H ) , radical acido 2,2'-azino-bis-3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico ( A B T S ) y la potencia antioxidante reductora ferrica 

( F R A P ) . Obteniendo los siguientes resultados: para el D P P H mostro un CI50: 

291,16 ± 1,40*pg/mL, para A B T S mostro un CUo: 561,53 ± 12,82' ug/mL y para 

F R A P mostro un CI50: 309,73 ± 15,30* pg/mL. Donde a menor concentracion 

inhibitoria 50 (CI50) mayor capacidad antioxidante. Concluyendo que el extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" presento baja 

actividad antioxidante en comparacion con los estandares utilizados. 
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VI. C O N C L U S I O N E S 

1. E l extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", 

presento baja actividad antioxidante, fenoles totales y f lavonoides. 

2. Los metabolitos secundar ios presentes en el extracto hidroalcoholico de las 

hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" fueron: fenoles y/o taninos, 

f lavonoides, alcaloides, lactonas y/o cumarinas, azuca res reductores, 

saponinas y quinonas. 

3. E l contenido de fenoles totales y f lavonoides del extracto hidroalcoholico de 

las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" fueron: 163,8 ± 0,98 mg E q 

AG/g de extracto seco y 21,6 ± 0,20 mg E q Ru/g de extracto seco 

respectivamente. 

4. E l extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", 

presento baja actividad antioxidante frente al radical D P P H , A B T S y F R A P 

con una concentrat ion inhibitoria 50 (Clso) de 291,16 ± 1,40*ug/mL; 561,53 ± 

12,82*ug/mL y 309,73 ± 15,30*ug/mL respectivamente. 
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VII. R E C O M E N D A C I O N E S 

1. Preparar diferentes tipos de extractos de los frutos y/o corteza de la planta 

berberis flexuosa R. & P. "tankar" con otros solventes y otras tecnicas. Pa ra 

determinar si la distribution de metabolitos secundar ios e s la misma y 

comparar su potential antioxidante. 

2. Caracter izar mediante cromatografia liquida de alta ef icacia ( H P L C ) los 

compuestos fenolicos presentes en la espec ie berberis flexuosa R. & P. 

"tankar". 

3. Real izar estudios de toxicidad de los diferentes tipos de extractos, de las 

diferentes partes de la planta berberis flexuosa R. & P. "tankar" para dar un 

conocimiento mas profundo y mejor uso de dicha planta por la poblacion. 
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Anexo 1 . Constancia de identificacion botanica de Berberis flexuosa R. & P. 

"tankar". Ayacucho 2018. 

"Ado del Buen Servicio al Gudadano" 

CONSTANCIA N° 183-USM-2017 

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA 
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DE3A 
CONSTANCIA QUE: 

La muestra vegetal (rama esteril) recibida del Centro de Desarrollo, Analisis y 
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos "Marco Antonio 
Garrido Malo", de la Escuela Profesional de Faimacla y Bioquimica de la 
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristobal de 
Huamanga; ha sido estudiada y clasificada como: Berberis flexuosa R. & P., 
y tiene la siguiente posidon taxonomica, segun el Sistema de Clasificacion de 
Cronquist (1988). 

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA 

CLASE: MAGNOUOPSIDA 

SUBCLASE: MAGHOUBDAE 

ORDEN: RANUNCULALES 

FAMILIA: BERBERIDACEAE 

Determinado por Blgo. Severn Baldeon Malpartida. 

Se extlende la presente constancia a solidtud de la parte interesada, para los 
fines que considere pertinente. 

GENERO: Berberis 

ESPECIE.- Berberis flexuosa R. & P. 

Lima, 11 de setiembre de 2015 

Ad/rkt) 
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Anexo 2. Recoleccion de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar". 

Ayacucho 2018. 



Anexo 3. Diagrams de flujo de obtencion del extracto seco de las hojas de 

Berberis flexuosa R. & P. 'lankar", Ayacucho 2018. 

S$mm $Mm% 

cfc 

• A 

8 

Ltrta dcequparaitnto 

Tsxto Dtsoipcim 

El Piecipierteparadrogavegeial 

E2 Molino 

E3 Tamiz 

E4 Rcciptcrtc dcmacsncioii con agilacion 

E5 Pcrcdador 

E6 Filtro 

E7 Estufa 

l iSa deans fiarionci 

Texto Descripciai 

PI Droga vegetal seca 

P2 Droga vegetal seca mdida 

P3 Dioga vegetal secalaminda 

P4 Extractomacerado 

P5 Extracto percolado 

P6 Extracto fibxlo 

P7 £:4racto seco 
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Anexo 4. Procedimiento para la obtencion del extracto hidroalcoholico de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 
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Anexo 5. Procedimiento para obtencion del extracto seco de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 
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Anexo 6. Identificacion fitoquimica del extracto hidroalcoholico de las hojas de 

Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

B L A N C O 

SAPONINAS AZUCARES QUINONAS FLAVONOIDES 
REDUCTORES ' - • 
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Anexo 7. Protocolo para la determinacion del contenido de fenoles totales del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", 

Ayacucho 2018. 

ff «=, 

I 
I 
I 

: JŜTiSC 

j F E N O L E S T O T A L E S 
"j Metodo de Folin-Ciocalteu 

Preparacion de la 
curva de calibracion 

SiiK *SKS JSBS -iZZZ £ • „ , f l 

I * 
Pesar 20 mg de acido galico, 
aforar a 25 mL con H2O 
destilada. Obteniendo una 
solucion stock de [800 pg/mL], 

A 
De la solucion stock se toma 
100 uL y se adiciona 1850 pL 
de H2O destilada (C.S.P. 2 mL). 
Obteniendo una solucion de [60 
pg/mL]. 

I 

\ 
Tomar alicuotas de 100, 200 y 
400 pL, aforar a 600 pL con 
H2O destilada, obteniendose 
soluciones estandares de 10, 
20, 40, 60 pg/mL. 

I 
lm. 

I 
.1 

I 
SS^SK 

Preparacion de I 
I I l la muestra , 
Sasss Kssa S'iiw ssa tztx asas y& •G.-.X jsr.» mm tsm 

I 
* 

Pesar 100 mg del extracto 
seco, luego aforar a 10 mL con 
etanol 50°GL, se tomara de 
esta 2 mL y aforar a 25 mL con 
etanol 50°GL, con esta ultima 
dilucion se trabaja. 

" r 

Tomar 100 pL de muestra / 
estandar. 

I 
1 

Adicionar 500 pL de 
Ciocalteu 1/10 (v/v). 

— -~l * 

Folin 

Agregar 400 pL de carbonato 
de sodio al 7,5% 

I 

Dejar reposar durante 30 
minutos en la oscuridad a T° 
ambiente. 

Realizar la lectura en el 
espectrofotometro a una 
longitud de onda de 765 nm. 
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Anexo 8. Protocolo para la determinacion del contenido de flavonoides del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", 

Ayacucho 2018. 

\mm * 
FLAVONOIDES gmm MM mm mm m 

I 
, t . 

jj Preparacion de la 
n curva de calibracion r 

I 
„ W_ 

Pesar 1 mg de rutina y diluir 
con 2,5 mL de metanol, Aforar 
con etanol 50°GL, [40 ug/mL] 

I * 
Tomar alicuotas de 1; 
2,5; 3; 3 , 5 y 4 m L 

1,5; 2; 

I 
1 

Adicionar 0,5 mL de AlCb al 
2% y etanol 50°GL C.S.P. 5 
mL 

Y " 

Preparacion de 
la muestra 

Pesar 100 mg del extracto 
seco, luego aforar a 10 mL 
con etanol 50°GL, se tomara 
de esta 2 mL y aforar a 25 
mL con etanol 50°GL, con 
esta ultima diluci6n se 
trabaja 

1 
I 

T 
Tomar 2 mL, adicionar 0,5 
mL de AlCb al 2% y 2,5 mL 
de etanol 50°GL. 

T 

Dejar reposar durante 30 minutos en 
la oscuridad a T° ambiente. 

Realizar la lectura en el 
espectrofotometro a una longitud de 
onda de 415 nm. 
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Anexo 9. Protocolo para la determinacion de la capacidad antioxidante por el 

metodo D P P H del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & 

P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Pesar 4 mg de DPPH, aforar a 
100 mL con etanol 96°GL, [40 
ug/mL]. Almacenar en 
refrigeration. * 
Preparacion de la solucion 

madre 

f" 

Tomar alicuotas de 0,25; 1,25; 2,5; 
3,75; 5; 6,25; 7,5 y 8,75 mL de la 
solucion madre y adicionar etanol 
96°GL C.S.P.10 mL, obteniendose 
soluciones estandares de 1, 5, 10, 
15, 20, 25, 3 0 y 3 5 pg/mL. 
Leer la absorbancia a 515 nm, 
calibrar el espectrofotometro con 
etanol 96°GL. 

t 
„ ^ „ _ , m _ , „ , , . |„ , ra r - . ^ n ^ Q Q j , 

Preparacion de la so luc ion de 
trabajo 

Saw* : s fiiî SSK 

I 
I 

j METODO DPPH | — | 

Preparacion de la curva 
estandar de Trolox 

£« => 

i Preparacion de la muestra 

i m$ K ^ S ens fis.<-» 

Pesar 5 mg de Trolox, aforar 
con etanol 96°GL hasta 10 mL. 
[500 ug/mL]. 

I 
±. 

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 
1,5; 2 y 2,5 mL. 

I 
A 

Aforar a 5 mL con etanol 96°GL. 
Obteniendo soluciones 
estandares de 25, 50, 100,150, 
200 y 250 ug/mL. 

Y 

Preparar una solucion del extracto 
seco de Berberis flexuosa "tankar" 
equivalente a 500 pg/mL. 

I 

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 
1 .5 ;2y2 .5mL . 

Aforar a 5 mL con etanol 96°GL. 
Obteniendo soluciones de la 
muestra de 25, 50, 100, 150, 200 
y 250 ug/mL. 

J 

Tomar 0,3 mL de estandar o muestra. 

Adicionar 2,7 mL de la solucibn madre DPPH. 
I 

J L 
Agitar y reposar en la oscuridad a T° ambiente durante 30 minutos. 

Leer en el espectrofotometro a 515 nm. 
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Anexo 10. Protocolo para la determinacion de la capacidad antioxidante por el 

metodo A B T S del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & 

P. "tankar", Ayacucho 2018. 

En un frasco ambar colocar 5 mL de 
solucion madre de A B T S 7 mM y 5 mL de 
la solucion de K2S2O8 2,45 mM, 
homogenizar y cubrir con papel aluminio. 

Preparacion del radical A B T S ' + J 

« 
t % 

Diluir 1,5 mL del radical 
formado con 50 mL de 
etanol 96°GL, hasta 
obtener un valor de 
absorbancia comprendido 
entre 0,70 (±0,2) a 734 nm. 

Pesar 19,202 mg de 
A B T S y aforar la 
solucion a 5 mL con 
agua destilada. 

A 

' Preparacion d e l l 
A B T S 7 mM j 

Pesar 3,3 mg de 
K2S2O8 y aforar la 
solucion a 5 mL con 
aqua destilada. 

A - -

T 

1 
Preparacion de 
la solucion de 

trabajo 

J - . _ „ „ „ _ , 
Preparacion de la solucion 

de K 2 S 2 0 8 2,45 m M 

— L — i 
1 1 METODO ABTS h~—I 

.1 
1 — * 

i 
i 

m-m.m. J L . „ 

Preparacion de la curva 
estandar de Trolox 

I 
1 BOSS nî L̂js* mm mm wm mm ntn 

Preparacion de la 
muestra 

Pesar 5 mg de Trolox, aforar 
con etanol 96°GL hasta 10 mL. 
[500 pg/mL]. 

I 
_Y_ 

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 
1,5; 2 y 2 , 5 m L . 

I 
• 

Sf 

Preparar una solucion del 
extracto seco de Berberis 
flexuosa "tankar" equivalente 
a 500 pg/mL. 

Aforar a 5 mL con etanol 
96°GL. Obteniendo soluciones 
estandares de25, 50,100,150, 
200 y 250 ug/mL. 

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5; 
1; 1,5; 2 y 2 , 5 m L . 

- - I -

Aforar a 5 mL con etanol 
96°GL. Obteniendo soluciones 
de la muestra de 25, 50, 100, 
150, 200 y 250 pg/mL. 

I 

Tomar 20 uL de estandar 0 muestra. 

Adicionar 980 pL de la solucion de trabajo. 

Reposar e incubar en la oscuridad a T° ambiente durante 6 minutos. 

Leer en el espectrofotometro a 734 nm. 
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Anexo 15. Promedio de fenoles, desviacion estandar, coeficiente de var iaci6n, 

limite superior y limite inferior del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Muestra X S % C V +/- LI L S 
M1 164,5 1,735 1,05 4,31 160,22 168,84 

M2 166,7 3,953 2,37 9,82 156,91 176,55 

M3 160,2 3,652 2,28 9,07 151,17 169,31 
X 163,8 0,982 0,60 2,44 161,39 166,27 
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Anexo 16. Promedio de flavonoides, desviacion estandar, coeficiente de 

variacion, limite superior y limite inferior del extracto hidroalcohblico de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Muestra X S % C V +/- LI L S 
M1 21,6 0,301 1,39 0,75 20,89 22,39 

M2 21,3 0,079 0,37 0,20 21,15 21,54 

M3 21,7 0,545 2,51 1,35 20,32 23,02 
X 21,6 0,2 0,88 0,47 21,08 22,02 
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Anexo 17. Anal is is de var ianza de la actividad antioxidante mediante la captacion 

del radical D P P H del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. 

& P. "tankar", Ayacucho 2018. 

S u m a de . Media _ « . 
cuadrados ^ cuadratica 

E n t r e 17830,0 5,0 3566,0 5675,4 8,4 x 10 2 0 

grupos 

Dentrode 
grupos ; ; 

Total 17837,5 17 

S i : S ig . > 0,05; todos los tratamientos son estadist icamente simi lares. 

S i : S ig . < 0,05; por lo menos uno de los tratamientos e s diferente del resto. 
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Anexo 18. Comparaciones multiples de Duncan de la actividad antioxidante 

mediante la captacibn del radical D P P H del extracto hidroalcohblico de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P . " tankar", Ayacucho 2018. 

Duncan 3 

Tratamiento N Subconjuntos homogeneos %AA 
1 2 3 4 5 6 

B. flexuosa 25 ug/mL 3 4,8 
8. flexuosa 50 ug/mL 3 8,2 
B. flexuosa 100 ug/mL 3 16,8 
Trolox 25 ug/mL 3 23,0 
Trolox 50 ug/mL 3 51,5 
Trolox 100 ug/mL 3 94,9 

Sig . 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

S e visual izan las medias para los grupos en los subconjuntos homogeneos. 

a . Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000. 
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Anexo 19. Anal is is de var ianza de la actividad antioxidante mediante la captacion 

del radical A B T S del extracto hidroalcohblico de las hojas de Berberis flexuosa R. 

& P. "tankar", Ayacucho 2018. 

S u m a de Media _ „ . 
cuadrados cuadratica I g " 

Entre 
grupos 

Dentro de 
grupos 

1623,5 5,0 324,7 917,8 4,6 x 1 0 " 1 5 

4,2 12,0 0,4 

Total 1627,7 17 

S i : S ig . > 0,05; todos los tratamientos son estadist icamente simi lares. 

S i : S ig . < 0,05; por lo menos uno de los tratamientos e s diferente del resto. 

77 



Anexo 20. Comparaciones multiples de Duncan de la actividad antioxidante 

mediante la captacibn del radical A B T S del extracto hidroalcoh6lico de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Duncan 1 

Tratamiento N Subconjuntos homogeneos %AA Tratamiento N 
1 2 3 4 5 

6. flexuosa 25 ug/mL 3 6,1 
B. flexuosa 50 ug/mL 3 8,1 
B. flexuosa 100 ug/mL 3 11,9 
Trolox 25 ug/mL 3 12,1 
Trolox 50 ug/mL 3 21,0 
Trolox 100 ug/mL 3 34,0 

Sig. 1,00 1,00 0,61 1,00 1,00 

S e visual izan las medias para los grupos en los subconjuntos homogeneos. 

a . Utiliza el tamano de la muestra de la media arm6nica = 3,000. 
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Anexo 21 . Anal is is de var ianza de la actividad antioxidante mediante la reduccion 

del ion ferrico F e + 3 a ferroso F e + 2 ( F R A P ) del extracto hidroalcoholico de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

S u m a de q . Media p g. 
cuadrados cuadratica 9 " 

E n t r e 8857,3 5,0 1771,5 1707,6 1,1 x 1 0 1 6 

grupos 

Dentrode 
grupos ; ; ; 

Total 8869,7 17 _ _ _ 

S i : S ig . > 0,05; todos los tratamientos son estadist icamente simi lares. 

S i : S ig . < 0,05; por lo menos uno de los tratamientos e s diferente del resto. 
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Anexo 22. Comparaciones multiples de Duncan de la actividad antioxidante 

mediante la reduction del ion ferrico F e + 3 a ferroso F e + 2 ( F R A P ) del extracto 

hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Duncan 3 

Tratamiento N Subconjuntos homogeneos %AA Tratamiento N 
1 2 3 4 5 6 

B. flexuosa 25 pg/mL 3 10,2 
B. flexuosa 50 ug/mL 3 15,0 
B. flexuosa 100 ug/mL 3 26,4 
Trolox 25 ug/mL 3 44,0 
Trolox 50 pg/mL 3 56,5 
Trolox 100 ug/mL 3 71,8 

Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

S e visual izan las medias para los grupos en los subconjuntos homogeneos. 

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 3,000. 
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Anexo 23. Prueba t de Student de la actividad antioxidante mediante la captacibn 

del radical D P P H del extracto hidroalcoh6lico de las hojas de Berberis flexuosa R. 

& P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Prueba de 
l_6V6n& dfi 

Igualdad de Prueba t para la igualdad de medias 
varianzas 

95% de intervalo 
Sig. Diferencla D ' f e r e n c , a de confianza de 

DPPH S ' S - * 9' (bilateral) de medias la diferencla 

Inferior Superior 

S e asumen 
varianzas 8,98 0.0401 -176,72 4 6.15011E-09 -252,7233333 1.43 -256,69 -248,75 

iguajes 

No se 
a s u m e n -176,72 2,160 0,0000 -252,7233333 1,43 -258,46 -246,99 

vananzas 
iguales 
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Anexo 24. Prueba t de Student de la actividad antioxidante mediante la captacibn 

del radical A B T S del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. 

& P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Prueba de 
Levene de 

Igualdad de 
varianzas 

Prueba t para la Igualdad de medias 

ABTS F Slg. gi 
Sig. 

(bilateral) 
Diferencia 
de medias 

Diferencia 
de error 
estandar 

95% de intervalo 
de confianza de 

la diferencia 

Inferior Superior 

S e asumen 
varianzas 3,35 0,1413 -31,45 4 6,09337E-06 -404,7866667 12,87 -440,52 -369,05 

iguales 

No se 
asumen 

varianzas 
iguales 

-31,45 2,035 0,0009 -404,7866667 12,87 -459,26 -350,32 
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Anexo 25. Prueba t de Student de la actividad antioxidante mediante la reduccion 

del ion ferrico F e + 3 a ferroso F e + 2 ( F R A P ) del extracto hidroalcoholico de las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

FRAP 

Prueba de 
Levene de 

igualdad de 
varianzas 

Prueba t para la Igualdad de medias 

Sig. gi 
Sig. 

(bilateral) 
Diferencia 
de medias 

Diferencia 
de error 

estandar 

95% de intervalo 
de confianza de 

la diferencia 

Inferior Superior 

S e asumen 
varianzas 3,35 0,1413 -31,45 4 6.09337E-06 -404,7866667 12,87 -440,52 -369,05 

iguales 

No se 
asumen 

varianzas 
iguales 

-31,45 2,035 0,0009 -404,7866667 12,87 -459,26 -350,32 
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Anexo 26. Matriz de consistencia. Ayacucho 2018. 

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA 

Actividad 
antioxidante y 
contenido de 
compuestos 
fenolicos y 
flavonoides 
de berberis 
flexuosa R. & 
P., Ayacucho 
2018. 

i C u a l sera el 
contenido de 
fenoles totales y 
flavonoides de 
Berberis flexuosa 
R. & P. "tankar"? 

^Tendra actividad 
antioxidante el 
Berberis flexuosa 
R. & P. ' lankar"? 

OBJETIVO GENERAL: 

• Evaluar la actividad 
antioxidante y el 
contenido de compuestos 
fenolicos y flavonoides 
del extracto 
hidroalcoholico de las 
hojas de Berberis 
flexuosa R. & P. lankar" 
Ayacucho 2018. 

OBJETIVOS 
E S P E C I F I C O S : 

• Identificar los metabolitos 
secundarios del extracto 
hidroalcoholico de las 
hojas de Berberis 
flexuosa R. & P. lankar" . 

• Determinar la 
concentracion de fenoles 
totales y flavonoides del 
extracto hidroalcohblico 
de las hojas de Berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", 
utilizando como estandar 
el acido galico y rutina 
respectivamente. 

• Determinar la actividad 
antioxidante del extracto 
hidroalcoholico de las 
hojas de Berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", 
por los metodos DPPH, 
A B T S y F R A P con 
equivalente Trolox. 

Descripcion botanica de 
la especie Berberis 
flexuosa R. & P. "tankar" 
Arbusto espinoso. E l tallo 
cilindrico ramificado. Las 
hojas son ovoides 
alargadas, pequefias, color 
verde palido, provisto de 
espinas apicales. Las 
flores son bisexuales 
amarillas, pedunculadas, 
pentameras, 
heteroclamideas y 
actinomorfas, agrupadas 
en racimos axilares. E l 
caliz, con cinco sepalos 
libres de color amarillo 
palido. Androceo, cinco 
estambres libres. Gineceo 
unicapilar de ovario 
supero. Los frutos son 
bayas. 
RADICALES L I B R E S 
Un radical libre es 
cualquier especie quimica 
ya sea atomica o 
molecular, capaz de existir 
independientemente y que 
contiene uno o mas 
electrones desapareados 
en el orbital mas externo. 
ANTIOXIDANTES 
Son sustancias cuya 
action consiste en inhibir 
las tasas de oxidation de 
los nocivos radicales libres 
(disminuyen las defensas, 
producen dafio celular con 
la posibilidad de producir 
cancer, aterosclerosis y 
envejecimiento). 

E l extracto 
hidroalcoholico de 
las hojas de 
Berberis flexuosa 
R. & P. lankar", 
presenta actividad 
antioxidante y 
elevadas 
concentraciones 
de compuestos 
fenolicos y 
flavonoides. 

VARIABLE 
INDEPENDIENTE: 
• Extracto 

hidroalcoholico de 
las hojas de 
Berberis flexuosa R. 
& P. ' l ankar . 

INDICADORES: 
• Concentracion de 

extractos: 250, 200, 
150, 100, 50 y 25 
ug/mL. 

VARIABLE 
DEPENDIENTE: 
• Actividad 

antioxidante in vitro 
• Fenoles totales 
• Flavonoides 

Indicadores: 
• Porcentaje de 

capacidad 
secuestradora de 
radicales libres. 

• Concentracibn de 
fenoles totales (mg 
de acido galico/g de 
extracto seco). 

• Concentracion de 
flavonoides (mg de 
rutina/g de extracto 
seco). 

POBLACION: 
Hojas de Berberis flexuosa R. & P. 
' lankar", que crecen en el centra 
poblado de Huaraca, anexo Anchac 
Wasi, distrito de Vinchos, provincia de 
Huamanga del departamento de 
Ayacucho. 

MUESTRA: 
Dos kilogramos de hojas de Berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", recolectadas 
durante el mes de abril, siguiendo las 
recomendaciones establecidas para 
estos casos. 

DISENO METODOLOGICO: 
• S e recolectara y se secara las hojas 

de Berberis flexuosa R. & P. tankar" 
• La obtenci6n del extracto 

hidroalcoholico se realizara 
mediante el proceso de extraccibn 
con etanol 50°GL por medio de 
percolation. 

• La identificacion fitoquimica se 
realizara siguiendo el procedimiento 
descrito en Miranda y Cuellar. 
Tambien siguiendo el procedimiento 
descrito en Perez ef al, 

• E l contenido de fenoles totales y 
flavonoides se determinara por los 
metodos de Folin-Ciocalteu y cloruro 
de aluminio respectivamente. 

• La evaluation de la actividad 
antioxidante in vitro se determinara 
por los metodos DPPH, A B T S y 
F R A P . 

ANALISIS DE DATOS: 
• Analisis de varianza (ANOVA) a un 

nivel de confianza de 95% (p<0,05) 
y la prueba de Duncan. 
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Actividad antioxidante y contenido de compuestos fenolicos 
y flavonoides de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", 

Ayacucho 2018. 

V A S Q U E Z G U I L L E N , Jhonny Manuel 1 y A R O N E S J A R A , Marco Rolando 1 

Escuela Profesional de Fai macia y Bioqui'mica, Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, 
Ayacucho-Peru. 

R E S U M E N 

E l presente trabajo de investigacion se realizo con el objetivo de evaluar la actividad antioxidante y el 
contenido de compuestos fen61icos y flavonoides del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", su ejecucion se realizo en los ambientes del Centro de Desarrollo, Analisis y 
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos ( C E D A C M E F ) "Marco Antonio Garrido 
Malo", de la Escuela Profesional de Fai macia y Bioqui'mica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la 
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. E l tipo de investigacion es basico - descriptive 
E l contenido de fenoles totales y flavonoides fueron determinados por los metodos de Folin-Ciocalteu y 
Cloruro de aluminio respectivamente; y la actividad antioxidante se determino in vitro utilizando los 
metodos del radical libre 1,1 -difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), mdtodo del radical acido 2,2'-azino-bis-
3-etilbenzotiazolin-6-sulf6nico ( A B T S ) y la potencia antioxidante reductora ferrica ( F R A P ) . E l 
contenido de fenoles totales y flavonoides fueron: 163,8 ± 0,98 mg Eq AG/g de extracto seco y 21,6 ± 
0,20 mg Eq Ru/g de extracto seco respectivamente. L a concentration inhibitoria 50 (CI50) del extracto 
hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" sobre el radical DPPH, A B T S y F R A P 
fueron: para el DPPH mostro un CI50: 291,16 ± 1,40* ug/mL, para A B T S mostro un CI50: 561,53 ± 
12,82* ug/mL y para F R A P mostro un CI50: 309,73 ± 15,30* ug/mL. Concluyendo que el extracto 
hidroalcoholico de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar", presento baja actividad antioxidante 
en comparacion con los estandares utilizados. 

Palabras clave: Berberis flexuosa R. & P. "tankar", actividad antioxidante, compuestos fenolicos, 
flavonoides. 

S U M M A R Y 

The present research work was carried out with the objective of evaluating the antioxidant activity and 
the content of phenolic compounds and flavonoids of the hydroalcoholic extract of the leaves of Berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", its execution was carried out in the environments of the Center of 
Development, Analysis and Quality Control of Medicines and Phytomedicines ( C E D A C M E F ) "Marco 
Antonio Garrido Malo", of the Professional School of Pharmacy and Biochemistry of the Faculty of 
Health Sciences of the National University of San Crist6bal de Huamanga. The type of research is basic 
- descriptive. The content of total phenols and flavonoids were determined by the methods of Folin-
Ciocalteu and Aluminum Chloride respectively; and the antioxidant activity was determined in vitro 
using the free radical l,l-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) methods, the 2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzthiazolin-6-sulphonic acid radical ( A B T S ) and the iron-reducing antioxidant potency ( F R A P ) . 
The content of total phenols and flavonoids were: 163.8 ± 0.98 mg Eq A G / g dry extract and 21.6 ± 
0.20 mg Eq R u / g dry extract respectively. The inhibitory concentration 50 (IC50) of the hydroalcoholic 
extract of the leaves of Berberis flexuosa R. & P. "tankar" on the D P P H radical, A B T S and F R A P were: 
for the D P P H showed an IC50: 291.16 ± 1.40 * u g / m L , for A B T S showed an 1C50: 561.53 ± 12.82 * 
ug / mL and for F R A P it showed an 1C50: 3 09.73 ± 15.30 * ug / mL. Concluding that the hydroalcoholic 
extract of the leaves of Berberis flexuosa R . & P. "tankar", presented low antioxidant activity in 
comparison with the standards used. 

Key words: Berberis flexuosa R. & P. "tankar", antioxidant activity, phenolic compounds, flavonoids. 



I . Introduction 

En el Peru, el empleo de productos naturales 
principalmente de origen vegetal se encuentra 
ampliamente difundido, debido a la existencia 
de una gran diversidad de flora en las distintas 
regiones del pals. 
Los antioxidantes derivados de las plantas desde 
el punto de vista fitoquimico pueden ser taninos, 
lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, 
xantonas, acidos fenolicos, flavonas, flavonoles, 
catequinas, antocianinas y proantocianinas los 
cuales debido a sus propiedades redox pueden 
actuar como donadores de hidrdgenos y de esta 
manera prevenir o retrasar el desarrollo de 
en fermedades degenerati vas. 1 

Las evidencias experimentales sugieren que los 
radicales libres y las especies reactivas de 
oxigeno pueden estar relacionadas con un gran 
numero de enfermedades. 
Los radicales libres son moleculas inestables y 
muy reactivas que tienen electrones no 
apareados y que causan danos en el A D N , 
proteinas, liptdos, niembranas celulares y 
estructurales. Para alcanzar la estabilidad 
modifican a las moleculas de su alrededor 
provocando la aparicion de nuevos radicales, 
por lo que se crea una reaccion en cadena que 
danara a muchas celulas y logra ser indefinida si 
los antioxidantes no intervienen.2 

E n los seres vivientes existen sistemas de 
defensa antioxidante que tienen la propiedad de 
impedir la accion nociva de los radicales libres, 
habiendose identificado compuestos con 
propiedades antioxidantes de naturaleza 
enzimatica como la catalasa, superoxido 
dismutasa, glutation peroxidasa, etc., as! como, 
sustancias no enzimaticas: ascorbato, fenitina, 
ceruloplasmina, polifenoles, antocianinas. 
Cuando la defensa antioxidante es insuficiente 
para proteger el organismo del efecto danino de 
los radicales libres puede conducirlo al estres 
oxidativo, condition que esta estrechamente 
vinculado a una gran diversidad de patologi'as 
como la psoriasis, cancer, diabetes mellitus, 
aterosclerosis, cataratas, hipertension arterial, 
artritis reumatoidea, formas de anemia.3 

L a actividad antioxidante ha despertado en los 
ultimos aiios un gran inleres cienlffico, ya que 
diversos estudios han demostrado que los 
antioxidantes son moleculas que poseen la 
capacidad de retrasar o inhibit' la oxidacion 
ocasionada por las moleculas inestables 
conocidas como los radicales libres.2 

E l genero Berberis posee una fuente rica de 
compuestos fitoqufmicos biologicamente 
potenles, por ejemplo, fenoles acidos, acidos 
fenolicos, quinonas, flavonoides, taninos, entre 
otros, lo que le confiere muchas propiedades 
medicinales. 
L a especie Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 
no se ha exploiado completamente. Debido a 
esto el interes principal es continuar con las 
investigaciones de la especie, ya que posee 
diversas propiedades medicinales y la gran 
mayoria de estas no han sido estudiadas, es por 
tal motivo que se propuso realizar el presente 
trabajo de investigacion para evaluar la 
actividad antioxidante y el contenido de 
compuestos fenolicos y flavonoides de las hojas 
de berberis flexuosa R. & P. "tankar". Por estas 
consideraciones, los objetivos del presente 
trabajo de investigacion fueron los siguientes. 

Objetivo general. 
Evaluar la actividad antioxidante y el contenido 
de compuestos fenolicos y flavonoides del 
extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 
2018. 

Objetivos especificos. 
• Idenlificar los metabolitos secundarios del 

extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar". 

• Determinar la concentracion de fenoles 
totales y flavonoides del extracto 
hidroalcoholico de las hojas de Berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", utilizando como 
estandar el acido galico y rutina 
respectivamente. 

• Determinar la actividad antioxidante del 
extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar", por los 
metodos DPPH, A B T S y F R A P con 
equivalente Trolox. 

I I . Materiales y metodos 

2 . 1 . Ubicacion del trabajo de investigacion 
E l presente trabajo de investigacion se llevo a 
cabo en los ambientes del Centro de Desarrollo, 
Analisis y Control de Calidad de Medicamentos 
y Fitomedicamentos ( C E D A C M E F ) "Marco 
Antonio Garrido Malo", de la Escuela 
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la 
Facultad de Ciencias de la Salud de la 
Universidad Nacional de San Cristobal de 



Huamanga, durante ios meses de abril a agosto 
de 2018, ubicado en la ciudad Universitaria Av . 
Independencia s/n Huamanga. 

2.2. Definition de la poblacion y muestra 
2.2.1. Poblaci6n: Hojas de Berberis flexuosa 
R. & P. "tankar", que crecen en el centra 
poblado de Huaraca, anexo Anchac Wasi, 
distrito de Vinchos, provincia de Huamanga del 
departamento de Ayacucho. 
2.2.2. Muestra: Dos kilogramos de hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar", que se 
recolecto en el centro poblado de Huaraca, 
anexo Anchac Wasi, distrito de Vinchos, 
provincia de Huamanga, departamento de 
Ayacucho, ubicado a una altura de 3800 
m.s.n.m. 
a. Unidad de analisis: Veinte gramos de 

muestra seca obtenida de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 

b. Sistema de muestreo: Libre por 
conveniencia. 

2.3. Metodologia y recoleccion de datos 
2.3.1. Recoleccion de la muestra 
La muestra de Berberis flexuosa R. & P. 
"tankar" se recolect6 en horas de la manana y 
transportada en bolsas a los ambientes del 
Centro de Desarrollo, Analisis y Control de 
Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos 
( C E D A C M E F ) "Marco Antonio Garrido Malo", 
de la Escuela Profesional de Farmacia y 
Bioquimica. Se secaron a temperatura ambiente, 
en un lugar con buena ventilaci6n, cambiando el 
papel de soporte y removiendo el vegetal cada 
24 horas para evitar su descomposicion, por un 
pen'odo de cinco a ocho di'as segiin las 
directrices de la O M S . 4 2 

Una parte de la planta recolectada fue llevada al 
Herbario San Marcos (USM) del Museo de 
Historia Natural de la Universidad Nacional 
Mayor de San Marcos, para su identificacion y 
su clasificaci6n taxonomica. 
2.3.2. Preparacion de la muestra 
Luego del secado de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", se procedi6 a reducir 
el tamaflo de la muestra utilizando molino de 
cuchilla, hasta obtener un pulverizado uniforme. 
Luego se peso 20 g de muestra seca pulverizada, 
el cual fue vertido en un frasco ambar de boca 
ancha con 200 mL de etanol 50°GL. 
E l metodo extractivo que se utilizo es la 
maceracion con agitacidn, en este 
procedimiento se agit6 intensamente el material 

en maceracion con un agitador mec&nico, de 
esta forma no se mejora el resultado de 
extraccion, pero se reduce el tiempo requerido 
para alcanzar el equilibrio de concentraciones, 
acortando el tiempo total de extraccion. 4 3 Luego 
se dejo en reposo por 24 horas. Transcurrido el 
tiempo de humectacion se transfirio la muestra 
a un percolador, se cubri6 el orificio de salida 
con gasa y algodon. Postei iormente se percolo a 
razon de 20 gotas por minuto, se recibio el 
percolado en un recipiente limpio y se filtro. Se 
percolo por tres veces repitiendo el mismo 
procedimiento.43 luego el extracto obtenido fue 
concentrado a sequedad empleando una estufa a 
una temperatura de 40° C. E l producto obtenido 
se envaso en un recipiente de color ambar. 
2.3.3. Identificacion fitoquimica 
L a identificaci6n fitoquimica del extracto 
hidroalcoholico de las hojas de Berberis 

flexuosa R. & P. "tankar", fueron realizadas 
mediante reacciones de coloracion y 
precipitaci6n segun el procedimiento descrito 
por Miranda y Cuellar. 4 4 Tambien se realizo la 
identificacion fitoquimica empleando el metodo 
de analisis cualitativo de ensayo a la gota, el cual 
consistio en someter al extracto vegetal, segun 
la polaridad, a reactivos especificos que generan 
compuestos coloreados o precipitados, segun el 
tipo de metabolito secundario presente. Se 
realizo siguiendo el procedimiento descrito en 
Perez, F. etal,*s "Estudio fitoquimica preliminar 
de plantas medicinales del norte del Peru". 

2.3.4. Determinaci6n de la concentracitin de 
fenoles totales 

Se utiliz6 el metodo de Folin-Ciocalteu, 
siguiendo la metodologia de Sousa et al.46, con 
algunas modificaciones. 
a. Preparacion de la curva de calibracion de 

;kido galico 
• Solucion madre de acido galico 
Se peso 20 mg acido galico, se disuelve en HiO 
destilada y se enrasa a un volumen de 25 mL 
para obtener una solucion stock con una 
concentraci6n de 800 ug/mL. Se tom6 
directamente de la solucion stock 100 uL , se 
transfiere a una fiola y se adicion6 1850 uL de 
H 2 O destilada (C.S.P. 2 m L ) para obtener una 
solucion con una concentraci6n de 60 ug/mL. 
De esta solucion madre se tomo alicuotas de 
100, 200 y 400 uL, se agrego H 2 0 destilada 
C.S.P. 600 uL , obteni6ndose soluciones 
estandares de 10, 20, 40, 60 ug/mL. 
A partir de los estandares se toman alicuotas de 



100 uL, se transfiere a una fiola, adicionar a 
continuation 500 uL del reactivo Folin -
Ciocalteu, previa dilution 1/10 (v/v) con H 2 O 
destilada y 400 u.L de carbonato de sodio al 
7,5%. Luego se dejo reposar durante 30 minutos 
en la oscuridad a T° ambiente y se realizo la 
absorbancia de cada uno a 765 nm contra el 
bianco preparado de igual forma sin la muestra. 
b. Preparacion de la muestra 
Se peso 100 mg del extracto seco, luego aforar a 
10 mL con etanol 50° G.L , se tomara de €sta 2 
mL y aforar a 25 mL con etanol 50° G . L , 
posteriormente se tomara de esta 2 mL y aforar 
a 5 mL con etanol 50° G . L , con esta ultima 
dilution se trabaja. 
Se tomo directamenle de la ultima dilution 100 
u.L, se transfiere a una fiola, adicionar a 
continuation 500 pL de Folin - Ciocalteu 1/10 
(v/v) y 400 pL de carbonato de sodio al 7,5%. 
Se dejo reaccionar durante 30 minutos en la 
oscuridad a T° ambiente y se realizo la 
absorbancia de cada uno a 765 nm contra el 
bianco preparado de igual forma sin la muestra. 
L a cantidad de compuestos fenolicos en cada 
extracto se determina en miligramos de 
contenido fenolico equivalentes de acido 
galico/g de extracto, utilizando la ecuacion 
obtenida en la curva de calibration del acido 
galico. 4 6 

2.3.5. Determinacion de la concentration de 
flavonoides 

Se utilizo el metodo de Cloruro de aluminio, 
siguiendo la metodologia de Peixoto et al.47, con 
algunas modificaciones. 
a. Preparacion de la curva de calibration de 

rutina 
Se peso 1 mg de rutina, llevar a un matraz 
volumetrico de 25 mL y diluir con 2,5 mL de 
metanol, luego aforar con etanol 50°GL para 
obtener una solucion stock con una 
concentracion de 40 ug/mL. De esta solucion 
stock se tomo directamente alicuotas de 1; 1,5; 
2; 2,5; 3; 3,5 y 4 mL, se transfiere a una fiola 
respectivamente, adicionar a continuation 0,5 
mL de cloruro de aluminio al 2 % y etanol 50 D GL 
C.S.P. 5 m L respectivamente. E l bianco se 
prepara de igual forma sin la muestra. Luego se 
dejo reposar durante 30 minutos a temperatura 
ambiente y se realizo las lecturas en el 
espectrofotometro a una longitud de onda de 
415 nm. 

b. Preparacion de la muestra 
Se peso 100 mg del extracto seco, luego aforar a 

10 mL con etanol 50°GL, se tomara de esta 2 mL 
y aforar a 25 mL con etanol 50°GL, con esta 
ultima dilution se trabaja. Se tomo directamente 
de la ultima dilution 2 mL, se transfiere a una 
fiola, adicionar a continuation 0,5 m L de 
cloruro de aluminio al 2% y 2,5 mL de etanol 
50°GL. Luego se dejo reposar durante 30 
minutos en la oscuridad a T° ambiente y se 
realizo las lecturas en el espectrofotometro a una 
longitud de onda de 415 nm. Utilizando la 
solucion preparada con el mismo procediniiento 
sin la muestra como bianco. 
L a cantidad de flavonoides en el extracto se 
determina en miligramos de contenido de 
flavonoides equivalentes de rutina/g de extracto, 
utilizando la ecuacion obtenida en la curva de 
calibration de rutina. 

2.3.6. Determinacion de la actividad 
antioxidante /'/; vitro 

2.3.6.1. Metodo del radical libre 1,1-
difenil-2-picril-liidrazilo (DPPH). 

Se hizo la evaluation cuantitativa de la actividad 
antioxidante siguiendo la metodologia de Sousa 
et al.46, con algunas modificaciones. 
a. Preparacion de la solucion madre 
Se peso 4 mg de DPPH, se diluye con etanol 
96°GL y se enraso a un volumen de 100 mL para 
obtener una solucion madre con una 
concentracion de 40 pg/mL. Luego almacenar 
en el refrigerador y proteger de la luz. 
b. Preparacion de la solucion de trabajo 
De la solucion madre se tomo alicuotas de 0,25; 
1,25; 2,5; 3,75; 5; 6,25; 7,5 y 8,75 mL, se agrego 
etanol 96°GL C.S.P. 10 mL, obteniendose 
soluciones estandares de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 
y 35 pg/mL. L a curva de calibration se 
construyo a partir de los valores de absorbancias 
a 515 nm de todas las soluciones (1 a 40 pg/mL), 
medida en cubeta de vidrio 1 cm y teniendo 
como bianco el etanol 96°GL. Las medidas de 
absorbancia se realizaron por triplicado a los 30 
minutos. 

c. Preparacion de la curva estandar de 
Trolox 

Se peso 5 mg de Trolox, se diluye con etanol 
96°GL, y se enraso a un volumen de 10 mL para 
obtener una solucion con una concentracion de 
500 pg/mL. De esta solucion se tomo alicuotas 
de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a 
una fiola respectivamente y se agrego etanol 
96°GL C.S.P. 5 mL a cada fiola, obteniendose 
soluciones estandares de 25, 50, 100, 150, 200 y 
250 pg/mL. 



A partir de las soluciones estandares se toman 
alicuotas de 0,3 mL, se transfiere a una fiola 
respectivamente, adicionar a continuacion 2,7 
mL de la solucion madre a una concentracion de 
40 ug/mL. Una mezcla de 2,7 mL de etanol 
96°GL y 0,3 mL de la solucion estandar, se 
utiliz6 como bianco, se debe preparar para cada 
concentracion. Luego se agita y se dejo reposar 
durante 30 minutos en la oscuridad a T° 
ambiente. Finalmente se lee en el 
espectrofotometro a 515 nm. 
(I. Determinacion de la actividad 

antioxidante de la muestra 
Se preparo una solucion del extracto seco de las 
hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 
equivalente a concentraci6n de 500 ug/mL De 
esta solucion se tomo alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 
1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a una fiola 
respectivamente y se agrego etanol 96°GL. 
C.S.P. 5 mL a cada fiola, obteniendose 
soluciones de las muestras de 25, 50, 100, 150, 
200 y 250 ug/mL. 
A partir de las soluciones de las muestras se 
toman alicuotas de 0,3 mL, se transfiere a una 
fiola respectivamente, adicionar a continuacion 
2,7 mL de la solucion madre a una 
concentracion de 40 ug/mL. Una mezcla de 2,7 
mL de etanol 96°GL y 0,3 mL de la solucion de 
muestra, se utiliz6 como bianco, se debe 
preparar para cada concentracion. Luego se 
agita y se dejo reposar durante 30 minutos en la 
oscuridad a T° ambiente. Finalmente se lee en el 
espectrofotometro a 515 nm. 

% D P P H R E M = 
DPPH-, 
D P P H T = t Q 

xlOO 

Donde: 
D P P H T = 3 0 : Concentracion de D P P H en el 
medio despuds de la reaccion con el extracto. 
D P P H T = t | ) : Concentracion inicial de D P P H 
Los valores de absorbancia a todas las 
concentraciones ensayadas se convirtieron 
en porcentaje de actividad antioxidante 
( % A A ) , que se determino por la ecuacion: 4 6 

%AA = 
{ [ A b s c 0 n t r 0 | - (Abs^ , - Abs b l a n c o ) ] x l00 } 

Abs,, 

D6nde: 
AA : actividad antioxidante ( % ) 
Absconiroi : absorbancia inicial de la solucion 

metantilica de D P P H . 

Absmucsira : absorbancia de la reaccion del 
D P P H con la muestra. 

Abswanco : absorbancia de bianco 
• L a concentracion requerida para el 50% de 

inhibicion del radical libre D P P H (Clso) sera 
calculada mediante la ecuacion exponencial de 
la concentracion del extracto y Trolox vs 
%DPPHrem. 

y = y 0 + A e R ° x 

C150 = 0 _ f V _ 
R 

e. Calculo de) porcentaje de actividad 
antioxidante 

A partir de la curva de calibracion de la ecuaci6n 
y los valores de tiempo de absorbancia de 30 
min para cada concentracion de prueba. Se 
determinara' el porcentaje de D P P H restante 
(%DPPHrem ) , de acuerdo con la ecuacion: 

• A partir de la curva de calibraci6n de la 
ecuaci6n y los valores de tiempo 
absorbancia de 30 minutos se determino la 
concentracion de D P P H (ug/mL) para el 
Trolox y los extractos de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 

( y - b ) - a 
x = b 

• Se determino el porcentaje de D P P H restante 
(%DPPHrem) , de acuerdo a la ecuacion: 

2.3.6.2. Metodo del radical acido radical 
acido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico 
(ABTS) 

a. l'reparacion de la solucion madre de 
A B T S 

• Preparaci6n del A B T S 7 mM 
Se preparo una solucion madre de A B T S 7 mM, 
para ello se pes6 exactamente 19,202 mg de 
A B T S y se disolvio con 5 m L de H 2 O destilada. 
• Preparacidn de la solucion de persulfato 

de potasio (K2S2O8) 2,45 mM 
Se peso 3,3 mg de persulfato de potasio y se 
disolvio con 5 mL de H 2 O destilada. 
• Preparacion del radical A B T S ' + 

En un fiasco Ambar se coloco 5 mL de solucion 
madre de A B T S 7 mM y 5 m L de la solucion de 
persulfato de potasio 2,45 mM, luego se 
homogenizo y se cubrio con papel aluminio. L a 



solucion se incubo de 12 a 16 horas a T° 
ambiente (± 25 °C) antes de su utilization. L a 
solucion tiene un periodo de uso de 2 dias en 
refrigeration. 
b. Preparacion de la solucion de trabajo 

diario 
Se diluyo aproximadamente 1,5 mL del radical 
formado con 50 mL de etanol 96°GL, hasta 
obtener un valor de absorbancia comprendido 
entre 0,70 (±0,2) a 734 nm (longitud de onda de 
maxima absorcion) 
c. Preparacion de la curva estandar de 

Trolox 
Se peso 5 nig de Trolox, se diluye con etanol 
96°GL y se enraso a un volumen de 10 mL para 
obtener una solucion con una concentracion de 
500 ug/mL. De esta solution se tomo alicuotas 
de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a 
una fiola respectivamente y se agrego etanol 
96°GL C.S.P. 5 mL a cada fiola, obteniendose 
soluciones estandares de 25, 50, 100,150, 200 y 
250 ug/mL. 
A partir de las soluciones estandares se toman 
alicuotas de 20 uL , se tiansfieie a una fiola 
respectivamente, adicionar a continuation 980 
| i L de la solucion de trabajo A B T S . Dejar 
reposar durante 7 minutos. Una mezcia de 980 
uL de etanol 96°GL y 20 uL de la solucion 
estandar, se utilizo como bianco, se debe 
preparar para cada concentracion. Luego 
incubar durante 6 minutos en la oscuridad a T° 
ambiente. Finalmente se lee en el 
espectrofotometro a 734 nm. 
d. Determinacion de la actividad 

antioxidante de la muestra 
Se preparo una solucion del extracto seco de las 
hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 
equivalente a concentracion de 500 ug/mL De 
esta solucion se tomo alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 
1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a una fiola 
respectivamente y se agrego etanol 96°GL 
C.S.P. 5 mL a cada fiola, obteniendose 
soluciones de las muestras de 25, 50, 100, 150, 
200 y 250 ug/mL. 
A partir de las soluciones de las muestras se 
toman alicuotas de 20 uL, se transfiere a una 
fiola respectivamente, adicionar a continuation 
980 u L de la solucion de trabajo A B T S . Dejar 
reposar durante 7 minutos. Una mezcia de 2,7 
mL de etanol 96°GL y 0,3 mL de la solucion de 
muestra, se utilizo como bianco, se debe 
preparar para cada concentracion. Luego 
incubar durante 6 minutos en la oscuridad a T° 
ambiente. Finalmente se lee en el 

espectrofotometro a 734 nm. 
Los resultados se expresan en mM Trolox/g 
muestra.2 

e. Calculo del porcentaje de actividad 
antioxidante 

• Los valores de absorbancia a todas las 
concentraciones ensayadas se convirtieron 
en porcentaje de actividad antioxidante 
( % A A ) , que se determino por la ecuacion: 4 6 

„. . . { [ A b s C 0 n t r 0 | - ( A b s m u „ , r a - Abs b l a n c o ) ] x l00} 
%AA = — 

A b s c o n t r o j 

Donde: 
AA : actividad antioxidante (%) 
Abscontroi : absorbancia initial de la solucion 

metanolica de A B T S . 
AbSimiesirn: absorbancia de la reaccion del A B T S 

con la muestra. 
Absbinnco : absorbancia de bianco 
• L a concentration requerida para el 50% de 

inhibition del radical libre A B T S (CI50) sera 
calculada mediante la ecuacion exponential 
de la concentracion del extracto (ug/mL) vs 
A A ( % ) . 

y = b.x + a 

(50 - a ) 
C , 5 0 = ^ -

2.3.6.3. Metodo F R A P (Potencia 
antioxidante reductora ferrica) 

a. Preparacion de reactivos.41 

• Buffer acetato de sodio 0,3 mM (pH 3.6) 
Se peso 6,15 mg de acetato de sodio, luego se 
adiciono 2 mL de acido acetico glacial. 
Posleriormente aforar la solucion a 250 mL con 
H 2 O destilada y ajustar el pH si es necesario. 
• Solucion complejo ftrrico 2,4,6-tripiridil-

s-triazina ( T P T Z 10 Mm) 
Se peso 78 mg del reactivo complejo ferrico 
2,4,6-tripiridil-s-triazina(TPTZ), luego se afoio 
a 25 mL con acido clorhidrico (HCl 40 mM) 
• Solution de hexahidrato de cloruro 

ferrico (FeCb - 6H2O 20 mM) 
Se peso 135,2 mg de cloruro ferrico (FeCh), 
luego se afoi o a 25 mL con H 2 O destilada. 
• Acido clorhidrico (HCl) 40 mM. 
Diluir 535 ul de acido clorhidrico HCl (37%) en 
lOOmlde H 2 0 destilada. 
b. Preparation de la solucion de trabajo 

diario 
Esta solucion de trabajo debera de prepararse a 



diario. Mezclar 2,5 mL de solucion complejo 
ferrico 2,4,6-tTipiridil-s-friazina(TPTZ) con 2,5 
ml de la solucion hexahidrato de cloruro ferrico 
(FeCk - 6 H 2 0 20 mM) y 25 ml de buffer acetato. 
Esta preparacion debe mantenerse durante todo 
el proceso en el bano a 37 °C. 
c. Preparacion de la curva estandar de 

Trolox 
Se peso 5 mg de Trolox, se diluye con etanol 
96°GL y se enraso a un volumen de 10 mL para 
obtener una solucion con una concentracion de 
500 ug/rnL. De esta solucion se tomo alicuotas 
de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a 
una fiola respectivamente y se agrego etanol 
96°GL C.S.P. 5 mL a cada fiola, obteniendose 
soluciones estandares de 25,50,100,150,200 y 
250 ug/mL. 
A partir de las soluciones estandares se toman 
alicuotas de 20 uL, se transfiere a una fiola 
respectivamente, adicionar a continuation 980 
uL de la solucion de trabajo FRAP. Una mezcla 
de 980 uL de etanol 96°GL y 20 uL de la 
solucion estandar, se utilizd como bianco, se 
debe preparar para cada concentracion. Luego 
incubar en la oscuridad a T° ambiente durante 
30 minutos. Finalmente se lee en el 
espectrofotometro a 593 nm. 
d. Determinacion de la actividad 

antioxidante de la muestra 
Se prepare una solucion del extracto seco de las 
hojas de Berberis flexuosa R. & P. "tankar" 
equivalente a concentracion de 500 ug/mL De 
esta solucion se tomo alicuotas de 0,25; 0,5; 1: 
1,5; 2 y 2,5 mL, se transfiere a una fiola 
respectivamente y se agrego etanol 96°GL 
C.S.P. 5 mL a cada fiola, obteniendose 
soluciones de las muestras de 25, 50, 100, 150, 
200 y 250 ug/mL. 
A partir de las soluciones de las muestras se 
toman alicuotas de 20 uL, se transfiere a una 
fiola respectivamente, adicionar a continuacion 
980 uL de la solucion de trabajo FRAP. Una 
mezcla de 2,7 mL de etanol 96°GL y 0,3 mL de 
la solucion de muestra. se utilizo como bianco, 
se debe preparar para cada concentracion. 
Luego incubar en la oscuridad a T° ambiente 
durante 30 minutos. Finalmente se lee en el 
espectrofotometro a 593 nm. 
e. Caiculo del porcentaje de actividad 

antioxidante 
• Los valores de absorbancia a todas las 

concentraciones ensayadas se convirtieron 
en porcentaje de actividad antioxidante 
(%AA), que se determino por la ecuacion:46 

%AA = 
{[Absent - ( A b s ^ ^ - AbsM a n c o)]xl00) 

AbScnntj-ni 

Donde: 
A A : actividad antioxidante (%). 
Absent™) : absorbancia initial de la solucion 

metanolica de FRAP. 
Absmuesira: absorbancia de la reaccion del FRAP 

con la muestra 
Abswanco: absorbancia de bianco. 
• L a concentracion requerida para el 50% de 

inhibition del poder reductor del FRAP 
(CI50) sera calculada mediante la ecuacion 
exponential de la concentracion del extracto 
(ug/mL) vs A A (%) 

C/50 = 

y = y0 + Ae*aX 

(K) 

2.4. Tipo y diseno de investigation 
2.4.1. Tipo de investigation 
Descriptive48 

2.4.2. Diseno de investigation 
E l diseno que se empleo, es un diseno con 
posprueba unicamente y grupo de control.48 

Simbolicamente y de forma abreviada 
corresponde a: 

R G 1 X O i 
R G 2 - O2 

R: Asignacion al azar o aleatoria 
G : Grupo de muestra ( G l , grupo 1; G2, grupo 

2; etc.) 
XrTratamiento, estimulo o condition 
experimental. 
O : Medition experimental. 
- : Ausencia de estimulo. Lidica grupo control 0 

testigo. 

2.5. Analisis de datos 
Los datos que se obtuvieron fueron procesados 
en una base de datos con el paquete estadistico 
SPSS version 23. Se determinaron en forma de 
medias y desviation estandar, y se representaron 
mediante graficos en forma de histogramas y 
barras de error. Se realizo analisis de varianza 
(ANOVA) para determinar las diferencias 
significativas en los diferentes ensayos a un 
nivel de significancia de 95% (p<0.05) y la 
prueba de comparaciones multiples de Duncan. 



in. Resultados 
Tabla 3. Identificacion de metabolitos 
secundarios presentes en el extracto 
hidroalcoholico de las hojas de Berberis 
flexuosa R. &P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones 
secundarios 
Fenoles y/o Cloruro •+++ Coloration 

taninos fSrrico verde oscuro 
Flavonoides Shinoda +++ Coloration 

naranja intensa 
Dragcndorff 4++ Precipitado 

naranja rojizo 
Alcaloides Wagner +4+ Precipitado 

marron 
Mayer ++ Precipitado 

bianco crema 
Lactonas 

y/o Baljet ++ Precipitado 
cumarinas rojo 
Azucares Fehling ++ Precipitado 

red ucl ores rojo 
Saponinas Espuma ++ Persistcncia de 

espuma 
Co Ionic ion roja 

Quinonas Bornlragcr ++ en la fa.se 
alcalina 

L E Y E N D A : 
(+) : Leve 
(++) : Modcmda 
(+++) : Intenso 
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Figura 8. Porcentaje de la actividad 
antioxidante in vitro por el metodo DPPH del 
extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis 

flexuosa R & P. "tankar", en comparacion con 
el estandar Trolox, Ayacucho 2018. 
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Figura 7. Contenido de fenoles totales y 
flavonoides presentes en el extracto 
hidroalcoholico de las hojas de berberis 
flexuosa R & P. "tankar", Ayacucho 2018. 

Figura 9. Porcentaje de la actividad 
antioxidante in vitro por el metodo ABTS del 
extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion con 
el estandar Trolox. Ayacucho 2018. 
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Figura 10. Porcentaje de la actividad 
antioxidante in vitro por el metodo FRAP del 
extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion con 
el estindar Trolox, A)'acucho 2018. 

Tabla 4. Concentracion inhibitoria 50 (CI50) del 
extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar", Ayacucho 
2018. 

Tratamiento C I M 

DPPH ABTS0 FRAP 
Berberis 291,16* 561,53 ± 309,73 ± 
flexuosa 1.40* 12,82' 15,30' 
Trolox 38,44 ± 156,74 ± 35,81 ± 

0,28* u i - o^o* 

I V . Discusion 
Las plantas, gracias a su maravilloso y complejo 
metabolismo, constituyen un verdadero arsenal 
qulmico, del cual solo se conoce con exito un 
tercio, considerando la variedad de especies 
existentes a nivel mundial y aquellas 
inexploradas hasta hoy, sin considerar aquellas 
especies ya extintas.49 

Una gran variedad de plantas en rodo el planeta 
y sus extractos respectivos contienen diferentes 
compuestos quimicos con actividad biologica, 
que pueden producir efectos terapeuticos 
variados; por lo que hoy dia la evidencia 

cientifica esta llamada a validar el uso popular, 
por un lado.5 0 

En el Peru, el empleo de productos naturales 
principalmente de origen vegetal se encuentra 
ampliamente difundido, debido a la existencia 
de una gran diversidad de flora en las distintas 
regiones del pais. 
L a actividad antioxidante ha despertado en los 
ultimos anos un gran interes cientifico, ya que 
diversos estudios han demostrado que los 
antioxidantes son moleculas que poseen la 
capacidad de retrasar 0 inhibir la oxidacion 
ocasionada por las moleculas inestables 
conocidas como los radicales libres.2 

L a especie Berberis flexuosa R & P. ' tankar" 
no se ha explorado completamente. Debido a 
esto el interes principal es continuar con las 
invesJigaciones de la especie, ya que posee 
diversas propiedades medicinales y la gran 
mayoria de estas no han sido estudiadas, es por 
tal motivo que se propuso realizar el presente 
trabajo de investigacion para evaluar la 
actividad antioxidante y el contenido de 
compuestos fenolicos y flavonoides de las hojas 
de berberis flexuosa R. & P. "tankar", con el 
proposito de poder darle una aplicabilidad y 
contribuir con la sociedad. 
Las hojas de Berberis flexuosa R & P. "tankar". 
fueron recolectadas en el centro poblado de 
Huaraca, anexo Anchac Wasi, distrito de 
Vinchos, provincia de Huamanga, departamento 
de Ayacucho, ubicado a una altura de 3800 
m.s.n.m 

L a identificacion y clasificacion taxonomica se 
realizo en el Herbario San Marcos (USM) de) 
Museo de Historia Natural de la Universidad 
Nacional Mayor de San Marcos. 
Para obtener el extracto hidroalcoholico se 
realizo mediante el proceso de extracci6n con 
etanol 50°GL por medio de percolation. Se 
utilizo como disolvente de extraction etanol 
50°GL, despues de realizada la prueba del mejor 
solvente, debido a que la diferencia en la 
concentracion del solvente delimita el tipo de 
metabolito secundario a extraer, dependiendo de 
la polaridad del mismo. ya que a una 
concentracion de etanol 96°GL se extraeran 
metabolitos con menor polaridad que los 
extraidos con etanol 5Q°GL.S 1 

L a identificacion fitoquimica del extracto 
hidroalcoholico de las hojas de Berberis 
flexuosa R & P. "tankar" se realizo mediante 
reacciones de coloration y precipitation segun 
el procedimiento descrito por Miranda y 



Cuellar. 4 4 Tambien se realizo la identification 
fitoquimica empleando el metodo de analisis 
cualitativo de ensayo a la gota, el cual consistio 
en someter al extracto vegetal, segun la 
polaridad, a reactivos especificos que generan 
compuestos coloreados o precipitados, segiin el 
tipo de metabolite secundario presente, se 
realizo siguiendo el procedimiento descrito en 
Perez, F . etal,45 "Estudio fitoquimica preliminar 
de plantas medicinales del norte del Peru". 
En la tabla 3, se presentan los metabolitos 
secundarios identificados del extracto 
hidroalcoholicos de las hojas de Berberis 
flexuosa R. & P. "tankar" siendo estos fenoles 
y/o taninos, flavonoides, alcaloides, lactonas y/o 
cumarinas, azucares reductores, saponinas y 
quinonas. 

Quispe L . ' 1 reporto la presencia de catequinas, 
azucares reductores, antocianinas, fenoles, 
flavonoides, lactonas, cumarinas, triterpenos, 
alcaloides, gomas y mucilagos del fruto de 
berberis weberbaueri C. Scheneider "airampu". 
Acufia y Cusi . 5 2 reportaron la presencia de 
compuestos fenolicos, alcaloides, taninos, 
cumarinas, quinonas, lactonas, glicosidos, 
aminoacidos, saponinas, flavonoides y resinas 
del extracto acuoso de las partes aereas de 
berberis boliviano lechler (ch'eqche). 
L a cantidad de metabolitos secundarios que 
existan en una planta pueden ser afectados por 
di versos factores, que pueden ser tanto 
extrinsecos como intrinsecos. Los factores 
extrinsecos son el clima y la temperatura, la 
humedad, o las conditiones del suelo; y los 
factores intrinsecos son de tipo genetico 
(mutaciones, otras alteraciones), interaction con 
las enzimas para sufrir transformaciones, o 
variaciones diurnas, ontogenicas o estacionales. 
Por otro lado, Carocho M. y Ferreira I . 5 3 

manifiestan que los antioxidantes derivados de 
las plantas desde el punto de vista frtoquimico 
pueden ser taninos, acidos fenolicos, 
flavonoides, alcaloides, esteroides, catequinas, 
antocianinas y proantocianinas, los cuales 
debido a sus propiedades pueden actuar como 
antioxidantes y de esta manera prevenir o 
retrasar el desarrollo de enfermedades 
degenerativas. 

Los compuestos fenolicos o polifenoles 
constituyen un amplio grupo de sustancias 
qui micas, con diferentes estructuras, 
propiedades quimicas y actividad biologica, 
englobando mas de ocho mil compuestos 
distintos. Como antioxidantes, los polifenoles 

pueden proteger las celulas contra el dafio 
oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de 
varias enfermedades degenerativas asociadas al 
estres oxidativo causado por los radicales 
libres.1 0 

E l consume de polifenoles, antocianinas, 
flavonoides se ha vinculado con la disminucion 
del riesgo depadecer enfermedades cronicas. L a 
labor antioxidante que tienen estos componentes 
es primordial ante el estres oxidativo, cuando los 
sistemas antioxidantes (enzimatico y no 
enzimatico) no son suficientes para proteger de 
la action dafiina de los radicales libres. 5 4 

Los fenoles como: taninos condensados, 
flavonoides, acidos fenolicos como el 
clorogenico, cumarico y elagico; han sido 
declaradas como potentes neutralizadores de 
sustancias reactivas de oxigeno (EROS); estos 
estan presentes en frutas como la mora, uchuva, 
lulo, el mortiiio entre otros; ademas de inhibir 
algunas enzimas oxidantes (xantina oxidasa).5 4 

En la figura 7, se observan los resultados de la 
cuantificacion del contenido de fenoles totales 
presentes en el extracto hidroalcoholico de las 
hojas de berberis flexuosa R. & P. "tankar", la 
cual fue de 163,8 ± 0,98 mg Eq AG/g de extracto 
seco. Se determino por el metodo de Folin-
Ciocalteu, con algunas modificaciones. Se 
realizo la curva de calibracion del acido galico, 
con un coeficiente de correlation de 0,9998 
(anexo 12); la cual permitio determinar el 
contenido de fenoles totales. 
Quispe, L . n reporto el contenido total de fenoles 
del fruto de berberis weberbaueri C. Scheneider 
"airampu", la cual fue 5869,968 mg Eq de acido 
clorogenico/100 g de muestra. Llegando a una 
conclusion que existe una eleva concentracion 
de compuestos fenolicos en el fruto de airampu 
frente a los otros frutos que traditionalmente 
son considerados por su alto contenido en 
compuestos fenolicos. 

En nuestro estudio, podemos observar bajo 
contenido de fenoles totales, esto debido a que 
estan influenciados o sufren alguna variaci6n 
por la tecnica de extraction, uso de solvente, 
dempo de sonicacion, cantidad de reactivo, 
muestra utilizado, tiempo de incubation, estres 
abiotico y otros. 
En la figura 7, se observan los resultados de la 
cuantificacion del contenido de flavonoides 
presentes en el extracto hidroalcoholico de las 
hojas de berberis flexuosa R. & P. "tankar", la 
cual fue de 21,6 ± 0,20 mg Eq Ru/g de extracto 
seco. Se determino por el metodo de Cloruro de 



aluminio, con algunas modificaciones. Se 
realizo la curva de calibracion de rutina, con un 
coeficiente de correlation de 0,9986 (anexo 13); 
la cual permitio determinar el contenido de 
flavonoides totales. 
E n nuestro estudio, podemos observar bajo 
contenido de flavonoides totales, esto debido a 
que estan influenciados o sufren alguna 
variation por la tecnica de extraccion, uso de 
solvente, tiempo de sonicacion, cantidad de 
reactivo, muestra utilizado, tiempo de 
incubation, estres abiotico y otros. 
E n la figura 8, se observan los porcentajes de la 
actividad antioxidante in vitro por el metodo del 
radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo 
(DPPH) del extracto hidroalcoholico de las 
hojas de berberis flexuosa R. & P. "tankar", en 
comparacion con el estandar Trolox. Se realizo 
la curva de calibracion con Trolox para el 
ensayo DPPH, con un coeficiente de correlation 
de 0,9996 (anexo 14); a partir de las cuales fue 
posible expresar la actividad antioxidante de la 
especie berberis flexuosa R. & P. "tankar", son 
expresados en porcentaje, la cual se trabaj6 a 
concentraciones de 25, 50 y 100 ug/mL 
obteniendo los siguientes resultados: 4,8%; 
8,2% y 16,8% de actividad antioxidante 
respectivamente. Asimismo, con el estandar 
Trolox se trabaj6 a concentraciones de 25, 50 y 
100 ug/mL obteniendo los siguientes resultados: 
23,0%; 51,5% y 94,9% de actividad 
antioxidante respectivamente. Estadisticamente 
por lo menos uno de los tratamientos es 
diferente del resto. (p=8,4xl0" 2 °). 
No existe referencia alguna de porcentaje de 
actividad antioxidante de berberis flexuosa R. & 
P. "tankar" con el ensayo DPPH, pero se reporta 
estudios de otras especies del genero Berberis de 
diferentes partes del mundo. 
Quispe, L . " reporto el contenido de actividad 
antioxidante del fruto de berberis weberbaueri 
C. Scheneider "airampu", la cual fue 20801,094 
ug. Equivalente trolox/g. tejido. Para la 
determinacion de la actividad antioxidante 
utilizo el mtiodo D P P H y realizo la lectura en el 
espectrofot6metro a una absorbancia de 515 nm. 
Llegando a una conclusion que el fruto del 
airampu posee un alto contenido de actividad 
antioxidante (20801,094 ug. Equivalente 
trolox/g. tejido), comparado con los resultados 
obtenidos en la determinacion de la actividad 
antioxidante de la guinda, mora, higo, uva negra, 
ciruela y granada. 
Shalaby y col . 5 S menciona que el D P P H es un 

metodo simple, rapido y economico para 
estudiar los perfiles de capacidad antioxidante 
de extractos de plantas, alimentos, etc. Se puede 
usar para muestras solidas o liquidas y no es 
especlfico de ningun componente antioxidante 
en particular. 
E n la figura 9, se observan los porcentajes de la 
actividad antioxidante in vitro por el metodo del 
radical 6cido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-
6-sulfonico ( A B T S ) del extracto 
hidroalcoh61ico de las hojas de berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion con 
el estandar Trolox. Se realizo la curva de 
calibracion con Trolox para el ensayo A B T S , 
con un coeficiente de correlaci6n de 0,9996 
(anexo 14); a partir de las cuales fue posible 
expresar la actividad antioxidante de la especie 
berberis flexuosa R. & P. "tankar", son 
expresados en porcentaje, la cual se trabajo a 
concentraciones de 25, 50 y 100 ug/mL 
obteniendo los siguientes resultados: 6 ,1%; 
8 ,1% y 11,9% de actividad antioxidante 
respectivamente. Asimismo, con el estandar 
Trolox se trabajo a concentraciones de 25, 50 y 
100 ug/mL obteniendo los siguientes resultados: 
12,1%; 21,0% y 34,0% de actividad 
antioxidante respectivamente. Estadisticamente 
por lo menos uno de los tratamientos es 
diferente del resto. (p=4,6><10"15). 
No existe referencia alguna de porcentaje de 
actividad antioxidante de berberis flexuosa R. & 
P. "tankar" con el ensayo A B T S , pero se reporta 
estudios de otras especies del genero Berberis de 
diferentes partes del mundo. 
Shalaby y col . 5 5 menciona que el A B T S ha sido 
utilizado para examinar la capacidad relativa de 
captation de radicales de flavonoides y fenoles. 
E l A B T S es soluble en disolventes acuosos y 
organicos y es una mejor option que DPPH y 
mSs sensible que D P P H . Desventaja el precio 
del reactivo A B T S es alto. 
E n la figura 10, se observan los porcentajes de 
la actividad antioxidante in vitro por el metodo 
de la capacidad reductora del hierro ( F R A P ) del 
extracto hidroalcoholico de las hojas de berberis 
flexuosa R. & P. "tankar", en comparacion con 
el estandar Trolox. Se realiz6 la curva de 
calibracion con Trolox para el ensayo F R A P , 
con un coeficiente de correlaci6n de 0,9996 
(anexo 14); a partir de las cuales fue posible 
expresar la actividad antioxidante de la especie 
berberis flexuosa R. & P. "tankar", son 
expresados en porcentaje, la cual se trabajo a 
concentraciones de 25, 50 y 100 ug/mL 



obteniendo los siguientes resultados: 10,2%; 
15,0% y 26,4% de actividad antioxidante 
respectivamente. Asimismo, con el estandar 
Trolox se trabajo a concentraciones de 25, 50 y 
100 pg/mL obteniendo los siguientes resultados: 
44,0%; 56,5% y 71,8% de actividad 
antioxidante respectivamente. Estadisticamente 
por lo menos uno de los tratamientos es 
diferente del resto. (p= 1,1 x 10"1 6). 
No existe referenda alguna de porcentaje de 
actividad antioxidante de berberis flexuosa R. & 
P. "tankar" con el ensayo F R A P , pero se reporta 
estudios de otras especies del genero Berberis de 
diferentes partes del mundo. 
Shalaby y col . 5 5 menciona que el ensayo F R A P 
es simple, rapido, economico y no requiere 
equipo especializado. Desventaja el reactivo 
F R A P no puede detectar especies que actiien 
mediante transferencia de H , antioxidantes del 
grupo sulfhidrilo que contiene tioles como el 
glutation y las proteinas. 
En la tabla 4, se observa la concentracion 
inhibitoria 50 (CI50) del extracto hidroalcoholico 
de las hojas de Berberis flexuosa R. & P. 
"tankar" sobre el radical libre 1.1-difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH), radical acido 2,2'-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulibnico 
( A B T S ) y la potencia antioxidante reductora 
ferrica ( F R A P ) . Obteniendo los siguientes 
resultados: para el D P P H mostro un CI50:291,16 
± 1,40* pg/mL, para A B T S mostro un CI50: 
561,53 ± 12,82* pg/mL y para F R A P mostro un 
CI50: 309,73 ± 15,30* pg/mL. Donde a menor 
concentracion inhibitoria 50 (CI50) mayor 
capacidad antioxidante. Concluyendo que el 
extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar" presento baja 
actividad antioxidante en comparacion con los 
estandares utilizados. 

V. Conclusiones 

1. E l extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar", presento 
baja actividad antioxidante, fenoles totales y 
flavonoides. 

2. Los metabolitos secundarios presentes en el 
extracto hidroalcoholico de las hojas de' 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar" fueron: 
fenoles y/o taninos, flavonoides, alcaloides, 
lactonas y/o cumarinas, azucares reductores, 
saponinas y quinonas. 

3. E l contenido de fenoles totales y flavonoides 
del extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar" fueron: 

163,8 ± 0,98 mg Eq AG/g de extracto seco y 
21,6 ± 0,20 mg Eq Ru/g de extracto seco 
respectivamente. 

4. E l extracto hidroalcoholico de las hojas de 
Berberis flexuosa R. & P. "tankar", presento 
baja actividad antioxidante frente al radical 
DPPH, A B T S y F R A P con una 
concentracion inhibitoria 50 (C150) de 
291,16 ± 1,40* pg/mL; 561,53 ± 12,82* 
pg/mL y 309,73 ± 15,30* pg/mL 
respectivamente. 
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