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RESUMEN
La finalidad de esta investigacion fue evaluar el contenido de fenoles totales,
flavonoides y capacidad antioxidante del extracto atomizado de las hojas de la
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer “coca — coca”, el cual se desarroll6 en el
Centro de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y
Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Universidad Nacional San Cristobal de
Huamanga. Las muestras fueron recolectadas en el centro poblado de Huaraca
del distrito de Vinchos, provincia de Huamanga, con un tipo de investigacion
descriptiva. Se realizé el tamizaje fitoquimico, prosiguiendo con la determinacion
del contenido de fenoles totales y flavonoides, por los métodos de Folin-Ciocalteu
y tricloruro de aluminio (AICls) respectivamente, se continué determinando la
actividad antioxidante por los métodos de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo),
ABTS (a4cido 2,2'-azino-bis (acido3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y FRAP
(Poder antioxidante reductor del hierro), analizando asimismo el coeficiente de
inhibicion al 50%. Los resultados en la identificacion de metabolitos secundarios
fue la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos y/o taninos, triterpenos y/o
esteroides, lactonas y/o cumarinas y cardiotdnicos. En la cuantificacion de fenoles
totales fue de 359,4 mgGAE/g de extracto seco y en los flavonoides fue de 22,0
MgRUE/g de extracto seco, en los ensayos de la actividad antioxidante se obtuvo
48,95 mg/g para DPPH, 66,42 mg/g para ABTS y 76,64mg/g para FRAP, con un
coeficiente de inhibicién al 50% (ICso) de 106,1 pg/mL, 169,3 ug/mL y 39,1 pg/mL
respectivamente. En conclusién, las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer, contiene alto contenido de fenoles totales y bajo en flavonoides, por lo

tanto, cuenta con gran actividad antioxidante.

Palabras claves: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, fenoles totales,

flavonoides totales, Antioxidantes, coca-coca.
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I. INTRODUCCION

Medicina tradicional debe ser la base para el desarrollo de drogas, ya que esto
incluye el conocimiento del valor terapéutico de la flora. Por lo tanto, el
conocimiento de las practicas médicas tradicionales juega un rol crucial para la
seleccion de especies a ser posteriormente consideradas como fuentes
potenciales de drogas universalmente aplicables?.

En los ultimos afos se ha incrementado el interés en la busqueda de antioxidantes
naturales, actualmente es evidente que exista una relacion entre alimentacion y
las enfermedades crénico — degenerativas, las cuales también se relacionan
directamente con los radicales libres, los cuales estan asociados con una serie de
patologias que afectan masivamente a la poblacién, esto es debido en gran parte

al estrés oxidativo generado?.

Los compuestos fendlicos tienen una gran capacidad antioxidante, dentro de esta
gran familia pueden encontrarse tres grupos principales: acidos fendlicos, los
polifenoles y los flavonoides, siendo estos ultimos el grupo mas comdudn. Los
antioxidantes de las plantas se deben principalmente a la presencia de
compuestos fendlicos, los cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar
como donadores de hidrégenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo

de enfermedades degenerativas®.

Son capaces de inhibir procesos de oxidacion en alimentos y de envejecimiento
celular. La oxidacién de grasas, aceites hace que experimenten transformaciones
gue reducen su calidad nutritiva y se produzcan compuestos volatiles que generan
olores y sabores indeseables. Esta oxidacién puede ser minimizada por los
extractos de las plantas, ya que actian neutralizando los radicales libres que se
forman en la primera etapa de la oxidacion y ello permite que puedan sustituir, al

menos parcialmente, a los antioxidantes sintéticos, potencialmente toxicos®.



La mayoria de las preparaciones de hierbas se prepararon con las hojas de las
plantas (35%), toda la planta (21,25%) y tallos (17,5%). Esto indica que los
curanderos locales cuentan con un conocimiento muy bien desarrollado sobre las
propiedades de diferentes partes de la planta. En el 60% de los casos se utilizd
material vegetal fresco para preparar remedios, que difiere del modo promedio de
preparado de hierbas en el Pert. Solo alrededor del 55% de los recursos se

aplicaron por via oral, mientras que los restantes se aplicaron tépicamente?.

Las técnicas mas utilizadas para determinar la capacidad antioxidante son el
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), ABTS (acido azino-bis2.2 (acido 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) y FRAP (actividad férrico reductora/poder
antioxidante); con la técnica del espectrofotbmetro, para el andlisis de los métodos
se empled el reactivo patron Trolox (acido 6-hidroxil-2,5,7,8—tetrametilcroman-2-

carboxilico) un anélogo hidrosoluble de la vitamina E.

El analisis de contenido de fenoles totales se realizé6 por el método de
espectrofotometria de Folin-Ciocalteu, para lo cual se us6 acido galico como el
compuesto fendlico de referencia, para el contenido de los flavonoides totales se
empled el reactivo tricloruro de aluminio (AICI3). Utilizando la rutina como el

compuesto flavonoide de referencia.
1.1. Obijetivos
1.1.1. Objetivo general

Evaluar el contenido de fenoles totales, flavonoides y la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las hojas de la Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
Ayacucho 2018.

1.1.2. Objetivos especificos

¢ |dentificar los metabolitos presentes en las hojas del extracto atomizado de las

hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer. “coca - coca”

o Cuantificar el contenido de fenoles totales del extracto atomizado de las hojas

de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer. “coca - coca”

¢ Cuantificar el contenido de flavonoides del extracto atomizado de las hojas de

Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer. “coca - coca”

e Evaluar la actividad antioxidante del extracto atomizado de las hojas de

Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer. “coca - coca”



II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Carvajal®, en su estudio evalud la actividad antioxidante de las hojas y frutos de la
Feijoa (Acca sellowiana. Berg) analiz6 el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante de los extractos alcohdlicos y acuosos de las hojas y los frutos de la
Feijoa a través de los ensayos de decoloracién del radical ABTS (2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)); el contenido de fenoles totales mediante el método
de Folin - Ciocalteu, y se cuantificé Vitamina C por espectrofotometria. Realizando
una comparacibn de estandares correspondientes; para la Capacidad
Antioxidante por el método ABTS (Trolox) y para fenoles totales (Acido gélico), los
resultados expresados; en (mg de &cido gélico (GA)/ g. de muestra), para la
actividad antioxidante en (mM Trolox/g muestra) y con la ayuda de métodos
estadisticos ANOVA y TUKEY se comprob6é al menos uno de los extractos
presentan diferente actividad antioxidante. En el ensayo de ABTS, en los extractos
acuosos; de las hojas y frutos se obtuvo un valor de 5,43mM Trolox/g y 0,10mM
Trolox/g respectivamente, y en los extractos alcohdlicos se obtuvo un valor de

0,23mM Trolox/g en los frutos y en las hojas 19,67mM Trolox/g.

Montes®, mediante el estudio del contenido fendlico y actividad antioxidante de
extractos metandlicos obtenidos de las hojas y los frutos de Pittosphorum
pentandrum, determiné el porcentaje de rendimiento en los extractos de hojas que
fue de 15,2% y en el de frutos 13,2%; con un contenido de fenoles totales en el
fruto de 5mg de acido galico equivalentes/g de extracto, cinco veces superior al
obtenido para el extracto de las hojas, cuyo valor fue 1,5 mg de acido galico
equivalentes/g de extracto; en el caso de los flavonoides fue lo contrario
obteniéndose para el extracto de las hojas 1,35mg de rutina equivalente/g de
extracto y frutos de 4,15mg de rutina equivalente/g de extracto, en taninos se

obtuvo un 4% en las hojas y un 0,28% en los frutos; se determiné la actividad



antioxidante por dos mecanismo de reaccion: Los que miden la habilidad
secuestradora a los radicales libres y los que evaltuan la peroxidacion lipidica. En
el primer caso se incluyeron los ensayos, DPPH, FRAP y TAOC, mientras que en
el segundo caso se incluyé el estudio en &cido linoleico desarrollando los ensayos
de FTC y TBA, siendo el extracto de los frutos el que mostro una actividad
antioxidante superior al de las hojas, al comparar estos valores con los patrones
antioxidantes los extractos mostraron menor actividad en el primer mecanismo y

similar a la rutina, quercetina y vitamina C en el segundo.

Sotelo’, realizo un estudio sobre la evaluacion de la epicatequina, teobromina y
cafeina en las cascaras del cacao (Theobroma cacao L.) y su capacidad
antioxidante. Empleandose en la extraccion etanol y agua en relacion (1:1), sin
acidificar y acidificado con HCL al 1%, se adecuaron las ciscaras de cacao hasta
humedad 8 + 1% y particulas menores 0,5 mM. Los extractos se obtuvieron
mediante agitacién 200 rpm/6 horas y ultrasonido 60 Hz/2 horas, el contenido de
polifenoles totales se determiné con el método Folin-Ciocalteau, mediante patron
estandar con acido galico, la capacidad antioxidante se determiné mediante
ORAC, FRAP y ABTS, se realiz6 una curva patron con Trolox para los tres casos,
el contenido de epicatequina, teobromina y cafeina se determiné por HPLC. Los
resultados obtenidos mostraron que las cdscaras de cacao presentan polifenoles
de 16,40 - 23,01 EAG/g, capacidad antioxidante con valores FRAP de 13660,13 -
16904,25 ym TE/100 g, ABTS de 11603,12 - 22961,57 um TE/100 g y ORAC de
25150,94 - 34292,71 um TE/100 g, un contenido de epicatequina 0,2482 - 0,3505
mg g?, cafeina 0,0209 - 0,0427 mg g y teobromina 0,0200 - 0,0375 mg g*.

Reyna®, realizo un estudio sobre la evaluaciéon del potencial antioxidante de la
joyapa (Macleania rupestris), y aplicacion en el procesamiento de alimentos; como
materia prima para la elaboraciéon de mermeladas y de jugos; realizé el bioensayo
de atrapamiento del radical libre estable 2,2-difenil-1- picrihidracilo, DPPH. Se
evalué el contenido total de compuestos fendlicos por el método de Folin-
Ciocalteu. Los analisis realizados a los elaborados alimenticios dan como
resultado un potencial de utilizacion de los frutos de joyapa en el desarrollo de
alimentos funcionales. También se demostr6 que el tratamiento térmico utilizado
para la elaboracion de los productos no eliminé las caracteristicas antioxidantes

de la especie en estudio.



Escalona®, en su estudio evalud la actividad antioxidante y antimicrobiana de
extractos de hojas de Tamarindus indica L. como premisa para su introduccion en
la medicina complementaria. Determing las distintas condiciones de extraccion
como el uso combinado de etanol al 70% como solvente y un tiempo de
humectacion de 90 minutos, para la obtencidbn de extractos con elevadas
concentraciones de metabolitos y una fraccion significativa de minerales, entre
ellos el selenio. La caracterizacion de la formulacién (extracto fluido) preparada en
estas condiciones, evidencidé diferencias en las concentraciones de los
compuestos mayoritarios en las diversas etapas del ciclo de vida de la planta,
observando la mayor acumulacion de metabolitos durante la fructificacion. El
extracto fluido se fraccioné en cuatro preparados, de distinta polaridad y
naturaleza quimica, para la evaluacién in vitro de su actividad antioxidante y
antimicrobiana. Se demostrdé que el extracto fluido posee una buena actividad
antioxidante en los modelos in vitro ensayados, en varios de ellos a
concentraciones inferiores a sus fracciones. La actividad antimicrobiana, por su
parte, se asocio a la accion directa de los componentes presentes en los extractos

y no a la estimulacién del sistema del complemento.

Salas!?, evalué la capacidad antioxidante y compuestos bioactivos de los frutos
silvestres gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (macha macha), monnina vargassi
ferreyra (condorpausan), vaccinium floribundum kunth (alaybili) y rubus roseus
poir (frambuesa silvestre);mostro los valores obtenidos en los extractos de los
frutos de Frambuesa silvestre, Macha macha, Alaybili y Condorpausan
obteniéndose una capacidad antioxidante de 25010,87; 23328,90; 22902,90 y
21924,65 (ug Eqg* Trolox/ 100 g fruto fresco)respectivamente; en lo que respecta
al contenido de fenoles totales fue de 5370,42; 5187,77; 4817,80 y 4707,21 (mg
AGE/ 100 g fruto fresco) respectivamente; en cuanto al contenido de antocianinas
totales fue de 2013,967; 1033,184; 914,875 y 862,006 (mg cianidina-3-
glucésido/100 g fruto fresco) respectivamente. En conclusion, se destaca el alto
nivel de capacidad antioxidante del fruto Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre)
permite entender como el fruto con mayor captacion de radicales libres, de igual
manera destac por su alto contenido de fenoles totales y antocianinas totales, no
obstante, los frutos silvestres: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
(Machamacha), Vaccinium floribundum kunth (Alaybili) y Monnina vargassi
Ferreyra (Condorpausan) demostraron su nivel elevado de la capacidad

antioxidante, fenoles totales y antocianinas totales.



Carpio y Figueroa!!, determinan el efecto de la adicibn de goma arabiga y
maltodextrina en el contenido de Fenoles Totales y Capacidad Antioxidante en el
extracto de sancayo (Corryocactus brevistylus) liofilizado, preparandose en total 9
muestras del extracto con una concentracion de goma arabiga y maltodextrina al
0.5%, 1% y 2% (P/V), en concentraciones diferentes MD75%/GA25%;
MD50%/GA50%; MD25%/GA75% (P/P) y 1 muestra patron solamente extracto de
sancayo liofilizado, se determiné el contenido de Fenoles Totales mediante el
método de Folin-Ciocalteu y la Capacidad Antioxidante mediante el método de
DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl),en el extracto liofilizado, luego de
determinar el contenido de Fenoles Totales y la Capacidad Antioxidante de las
muestras (1A,1B,1C,2A,2B,2C,3A,3B,3C, Patrdn), se observéd que la muestra 1A
(75% de maltodextrina y 25% de goma arabiga en una proporcion de 0,5% en
extracto de sancayo) presento un mejor contenido de Fenoles Totales con un valor
promedio de 5,9876 mgGAE/g P.S y mejor Capacidad Antioxidante con un valor
promedio de 293,8365 um equivalente Trolox/g P.S. Ademas, se realiz6 un
analisis proximal en la muestra 1A (75% de maltodextrina y 25% de goma arabiga
en una proporcién de 0,5% en extracto de sancayo), notdndose valores superiores
en comparaciéon al sancayo fresco debido a una concentracion de sus

componentes por el proceso de liofilizacion.

Huaccho'?, evalué la capacidad antioxidante hidrofilica, el contenido de
compuestos fendlicos, de antocianinas y de los carotenoides de 84 cultivares de
mashua procedentes de Cusco. Los resultados indican que los cultivares de
mashua presentan una amplia y considerable capacidad antioxidante hidrofilica
medida por tres métodos de ensayo diferentes: ABTS, FRAP y ORAC (20,6 —
128,2; 22,7 — 173,2 y 35,1 — 158,8 uymol TE/g (muestra seca) respectivamente).
Con una correlacion entre la capacidad antioxidante medida por los métodos
ABTS y FRAP (r* = 0,834) siendo moderada entre los métodos ABTS y ORAC,
FRAP y ORAC (r* = 0,605 y 0,500, respectivamente). En el contenido de
compuestos fendlicos vario entre 5,5y 16,7 mg Ac. Gélico Eq. /g muestra seca, el
de antocianinas entre 0,09 y 2,68 mg cianidina-3-glucoésido equivalente (CGE)/g
muestra seca. (Sélo se detectd en 17 cultivares) y el de carotenoides entre 0,48 y
15,09 mg B-caroteno/100g (muestra seca). Los cultivares con coloracién morada
destacaron en compuestos fendlicos y antocianinas y los de coloracion amarilla
en contenido de carotenoides. Los compuestos fendlicos mostraron entre una

moderada y buena correlacion con las diferentes capacidades antioxidantes



(r? =0,44-0,75) siendo entre moderada y baja la correlacion entre la capacidad
antioxidante y las antocianinas (r* = 0,42 — 0,67). Esto indicaria que los
compuestos fendlicos contribuyen a la capacidad antioxidante del tubérculo de

manera considerable.

Castafieda y Pazos®®, mediante el estudio Fitoquimico y Evaluacion de la
Capacidad Antioxidante in vitro del Extracto Hidroalcohdlico del Fruto de
Gaultheria Erecta; en el extracto hidroalcohdlico de los frutos se realizé el analisis
fitoquimico preliminar, determinado la presencia de metabolitos activos tales
como, azucares reductores, lactonas, polifenoles, aminoacidos, flavonoides y
antocianinas. Asi también, se demostré la capacidad antioxidante, considerando
que el coeficiente de inhibicion (Clso) para reducir en un 50% la concentracion del
radical 2,2 difenil -1- picrihidracilo (DPPH) fue de 12,28 ug/mL a diferencia de la
vitamina C que fue de 14,07 ug/mL, con el valor p = 0,88 (p>0,05), lo que significa
que la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de los frutos de
Gaultheria erecta es similar al patrén (vitamina C), lo cual se debe a que el fruto
es rico en antocianinas, metabolitos secundarios, con propiedades antioxidantes.
Finalmente se demostr6 que el porcentaje de captacion de 2,2- difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) del extracto hidroalcohdlico de los frutos de Gaultheria erecta
es mayor, a medida que aumenta la concentracién y el tiempo de exposicién
(p<0,05).

Sotacuro'*, mediante el estudio sobre caracterizacion fisicoquimica vy
concentracion de antocianinas en el fruto de lacca lacca (Gaultheria Glomerata
(Cav.) Sleumer”; mostro un andlisis de la pigmentacion, por el método de pH
diferencial, determin6 una alta presencia de antocianinas, y fue de 7,10g /100 g
en el tejido del fruto fresco en estado maduro con pH de 3,01y 6,98 g /100 g en
el tejido del fruto fresco en estado pinton con un pH de 3,56. Y en un analisis por
el método HPLC - MS/MS, confirmé la presencia de 10 picos y los pesos
moleculares permitieron conocer las antocianinas presentes en Lacca lacca y su
porcentaje de participacion de las antocianinas totales, los cuales fueron:
petunidina-3- glucdsido (24,24%), delfinidina-3-glucésido (23,4%), malvidina-3-
glucésido (21,6%), cianidina-3-glucésido (10, 18%), petunidina-3-rutinésido (7,
16%), malvidina-3-rutindsido (4,97%), cianidina-3-rutinésido (3,72%), delfinidina-
3-rutinésido (2,63%), peonidina-3- glucosido (1,13%) y peonidina-3-rutindsido
(0,97%). De los seis tipos de antocianinas de interés de uso agroindustrial se ha

encontrado cinco tipos de antocianinas en el fruto de Lacca lacca por lo cual el



fruto es importante fuente de antocianinas de uso agroindustrial. El andlisis
fisicoquimico mostré que, en estado pinton, el fruto de Lacca lacca, contiene:
humedad 80,52%; ceniza 2,09%; proteina 0,84%; grasa 1,09%; fibra 2,86%;
carbohidratos 12,6%; acido (exp. en acido citrico) 0,03; pH 3,56 y sélidos solubles
5,78%. En cambio, en estado maduro, contiene: humedad 78,49%; ceniza 1,87%);
proteina 0,90%; grasa 0,91%; fibra 2,69%; carbohidratos 15,14%; acido (exp. en
acido citrico) 0,042; pH 3,01 y sdlidos solubles 6,03%.

Prado'®, determiné el efecto cicatrizante de los flavonoides aislados del extracto
hidroalcohélico de las flores de Agave americana "cabuya"; mostro que en el
analisis cromatografico y espectral se identificaron flavonoides y rutina. El efecto
cicatrizante se determind mediante el método tensiométrico administrandose
flavonoides aislados de las flores de Agave americana a concentraciones de 0,2;
0,5y 1% y comparados frente al estandar Dermaclin Plus. El mayor porcentaje de
efecto cicatrizante se observé con la concentracion de 0,5%, alcanzando un 67, 1
%. El porcentaje de efecto cicatrizante de los flavonoides a la concentracion de
0,5% con un 67,1% fue significativamente mayor que el estandar Dermaclin Plus
(p<0,05), y al 1% con un 63,2%, estadisticamente similar (p>0,05). Se concluye
que los flavonoides aislados del extracto hidroalcohdlico de las flores de Agave
americana "cabuya" poseen efecto cicatrizante lo que confirma su uso tradicional

y representa una buena alternativa en la curacion de heridas.

Yangali'®, en su estudio de la Actividad antioxidante de cuatro variedades de
Amaranthus caudatus L. "Kiwicha", determiné la actividad antioxidante de las
variedades taray, morocho ayacuchano, centenario y Oscar Blanco,
proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigacion y Experimentacion
Agraria - Ayacucho. Los compuestos fendlicos fueron extraidos por soxhlet,
cuantificados por el método de Folin - Ciocalteu y la actividad antioxidante por el
método de la actividad secuestradora del (1.1- difenil-2 picrihidracilo), las
diferencias de actividad fueron contrastadas por el analisis de varianza. La
variedad taray mostr6 mayor contenido de compuestos fendlicos con un 80,69
mg%, seguido de morocho ayacuchano con 79,72 mg%, centenario con 64,12
mg% Yy Oscar Blanco 54,42 mg% respectivamente. Las variedades morocho
ayacuchano y taray mostraron mejor actividad antioxidante con un 42% y 38,9 %

de capacidad secuestradora respectivamente.



Almeydal’, determiné la concentracion de fenoles totales y la actividad
antioxidante del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“‘wawillay”. Se recolectd las hojas en el centro poblado de Anchac - Wasi (Huaraca)
del distrito de Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho. El
extracto atomizado se obtuvo en el atomizador Mini Spray Dryer B-290 a partir del
concentrado del extracto hidroalcohdlico, del cual se evalué sus caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas, asi como la cuantificacion de los compuestos
fendlicos totales por el método Folin-Ciocalteau y el porcentaje de actividad
antioxidante por el método de DPPH. El extracto atomizado presenté un color
marrén claro, olor sui géneris, sabor amargo, aspecto resinoso, solubilidad en
metanol y, pH de 6,34; humedad de 6,70. %, cenizas de 5,21% y un rendimiento
de 6,8%. De la cuantificacién de compuestos fendlicos totales se pudo determinar
un promedio de 15,9.£.0,5 mgEAG/g extracto atomizado y un nivel de significancia
de p > 0,05 entre el porcentaje de actividad antioxidante del acido galico y el

extracto atomizado a diferentes concentraciones.

Huayanay'®, por medio del estudio de la actividad antioxidante y antiinflamatoria;
del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip.
"santa maria". Se empleando la técnica in vitro del DPPH y el modelo in vivo de
edema plantar inducida por carragenina en ratas Wistar. Se ensay0
concentraciones de 1, 2 y 3% en ungientos base como vehiculo semisdlido
usando el estandar de referencia diclofenaco gel 1%. El extracto hidroalcohdlico
contiene fenoles y taninos, flavonoides, lactonas y/o cumarinas, triterpenos y/o
esteroides y aminoacidos. La concentracion de extracto hidroalcohdlico de las
flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. "santa maria" con mayor actividad
antiinflamatoria fue al 3%, con un porcentaje de desinflamacion del 84,6%
{porcentaje de inflamaciéon de 15,4%) y con un ABC de 6,214 mllt>. La
concentracion de extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum parthenium
L. Sch. Bip. "santa maria" con mayor actividad antioxidante fue a 100 pg/mL, con
un porcentaje de 63,9%. Se concluye que tiene poca actividad antioxidante in vitro
pero buena actividad antiinflamatoria in vivo estadisticamente similar al
diclofenaco por lo que constituyen una fuente potencial para el tratamiento

antiinflamatorio tépico.

Villanueva?, evalué el contenido de betalainas y determinacion de la actividad
antioxidante de accesiones de Chenopodium quinoa Willd. "quinua" por medio del

uso de los espectros UV-visibles de absorcidn, cromatografia en capa fina (TLC)



y DPPH, respectivamente. Los extractos etanolicos de quinua revelaron la
presencia de compuestos fendlicos mas no de betalainas de acuerdo a los
espectros UV-visibles de absorcién que presentaron valores entre 207 a 300 nm
y a la TLC por el color de manchas reveladas con luz UV y cloruro férrico al 5%.
Los mayores porcentajes de capacidad antioxidante fueron a la méaxima
concentracion evaluada de 300 g/mL a los 30 minutos, correspondientes a las
accesiones: 24 (roja) con 55,61 %; 22 (negra) con 54,84%; 4 (blanca) con 52,01%;
25 (roja) con 53,88% y 6 (negra) con 50,34%; congruentes a los de IC50 (pug/mL)
con 224,51; 228,44; 255,04; 238,13 y 285,99 pg/mL respectivamente, que
obtuvieron los valores mas bajos lo cual indica que requirieron menor
concentracion de extracto para reducir en 50 % al DPPH. Por lo tanto estas
accesiones ostentan de mayor y mejor capacidad antioxidante entre las
accesiones estudiadas. Las accesiones de quinua estudiadas con las técnicas del
espectro UV-visible y cromatografia en capa fina, utilizando extracto etanélico no
contienen betalainas, s6lo compuestos fendlicos a los cuales se le atribuye la

capacidad antioxidante.
2.2. Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
2.2.1.Usos tradicionales de la planta

En las zonas en las cuales se pueden encontrar esta planta se tiene referencia
relatos de usos segun los pobladores, los cuales sefialan que dicha planta es
usada por dolores articulares o de muasculos, por golpes o caidas sufridas ya que

realizan preparados con las hojas machacadas y/o también uso en infusiones.

Se tiene referencia bibliografica sobre el uso del aceite esencial obtenido de las
hojas del género de las Gaultherias las cuales cuentan con propiedades
analgésicas, antirreumaticas y antiartriticas, antiespasmadicas, antisépticas,
aromaticas, y propiedades astringentes. También actida como carminativo,

diurético y emenagogo?®.

¢ Alivio del dolor: el beneficio de salud mas popular del aceite son sus efectos
para aliviar el dolor. Puede ayudar a aliviar el dolor de cabeza, calambres

musculares, dolor en las articulaciones etc?®.

e Alivio para el reumatismo y la artritis: el aceite de gaultheria estimula la
circulacion sanguinea alrededor de los tejidos afectados y los musculos,

ayudando a limpiar las obstrucciones de sangre?®.
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e También alcanza el torrente sanguineo, donde ayuda a estimular y aumentar

la miccion, acelerando la eliminacién de &cido Urico y otras toxinas™®.

e Ayuda a prevenir infecciones: el aceite de puede ser critico para las
bacterias, protozoos y hongos. Sin embargo, no es recomendable tomar el
aceite por via oral para combatir infecciones en los 6rganos internos, ni se

recomienda usarse en heridas abiertas®®.

e Promueve la salud de la piel y el cabello. Ayuda a tonificar la piel y prevenir
el acné (si se utiliza en forma muy diluida). También previene la caspay ayuda a

prevenir la caida del cabello®®.
2.2.2.Clasificacion taxonémica

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer

“coca-coca”:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE - DILLENIIDAE

ORDEN : ERICALES

FAMILIA : ERICACEAE

GENERO : Gaultheria

ESPECIE : Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
NOMBRE COMUN  :“coca- coca”

Fuente: Constancia emitida por el Jefe del Herbario San Marcos (USM) del
MUSEO DE HISTORIA NATURAL, de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos. (Anexo 01)
Nombres vernaculares
Gaultheria glomerata, descrita por primera vez por Linnaeus en 1753.

La clasifican por idioma; Colombia: pata de gallo (Narifio). Venezuela: cachuito
(Mérida); borrachera (Trujillo). Ecuador: rapadara que mada (Cafar); pasa
(Pichincha)®.

Perl: Ruun'ccoto (Apurimac); pampa macho macha (quechua); (Cuzco); mullaca

negra (La Libertad); mullaca (San Martin)?°.

11



2.2.3.Descripcién botanica
2.2.3.1. Caracteristicas morfo anatdmicas

Las caracteristicas morfo anatomicas representativas de esta especie de
Gaultheria, es el de poseer una raiz, rizomatosa postrada, esparcido; Tallos,
maduros y ramitas terete, estriado, corto piloso; Corteza, marron rojizo; Brotes
teretes, ovados, de color marrén rojizo; Hojas, coriaceas, ovadas, apice agudo
redondeado, nervadura media, nervios laterales (3-4 por lado); Inflorescencia,
axilar, racemosa, congestionada en la antesis, las 7-15 flores generalmente
superpuestas ampliamente, a menudo parcialmente ocultas debajo de las hojas;
Flores, con cdliz, glabras, I6bulos ovales-triangulares, cilioladas; Corola subterete,
glabro, pilose corto en la base con pelos blancos, o distalmente dorado a rufo-
estrigosa solo a lo largo de los angulos opuestos de los I6bulos, blancos, rosados
o rosados cuando estan frescos, I6bulos triangulares; estambres de 3-4 mm de
largo; filamentos de 2.6-3.3 mm de largo; Fruto dehiscente, por hendiduras
relativamente largas; ovario globoso, basicamente glabro o a veces muy
débilmente piloso distalmente; estilo de 3-4 mm de largo, glabro. Céliz de frutos 6-

9 mm dm., Azul-negro?.
2.2.4.Distribucién geogréfica

La Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer “coca — coca”, crece de forma silvestre
en las alturas de las zonas alto andinas, en determinadas etapas de vegetacion.
En nuestra localidad lo podemos encontrar en el poblado de Huaraca, en la
quebrada Marcapampa, carretera los libertadores, pasando la quebrada a 14 Km
lineales al sur oeste de Vinchos a 3650 msnm. es un componente comun de las
zonas de elevacion en el Pert y Bolivia, también es cultivada en jardines

domésticos por sus propiedades medicinales?..
2.2.5.Composicion quimica

Algunos estudios solo muestran la composicion quimica en la familia de las
gaultheria, sin tener referencia aun de la especie de gaultheria glomerata, de esto
nos basamos en el estudio de la extraccion del aceite esencial de gaultheria
procumbens tiene un aroma dulce y fresco, similar a la menta, es picante, pero no
desagradable. Tiene un color amarillo o rosado palido. El aceite de gaultheria se
compone sobre todo de salicilato de metilo (de un 85 a 99 por ciento), que

representa casi todas las increibles propiedades curativas de este aceite esencial.
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También contiene guaiadiene, a-pineno, mirceno, delta-careno, limoneno y delta-

cadineno®.
2.3. Estrés oxidativo

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen un desbalance entre las sustancias o factores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento

exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno?2.

Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcion
en cualquier 6rgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se
reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia
primaria o la evolucién de un nimero creciente de entidades y sindromes de
interés médico-social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos

eventos?®.
2.3.1.Radicales Libres

Los radicales libres (RL) son 4&tomos o grupos de atomos que tienen uno 0 mas
electrones desapareados lo cual los hace altamente inestables y reactivos. Estos
radicales recorren nuestro organismo deseando robar un electron de las
moléculas estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica por medio

de reacciones de 6xido-reduccion®.

Una vez que el RL ha conseguido robar el electron que necesita para aparear su
electron libre, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un nuevo
RL, por quedar con un electron desapareado; iniciandose asi una verdadera
reaccion en cadena que destruye nuestras células; estas reacciones en cadena
se combaten con la accién de los antioxidantes, los cuales neutralizan los atomos

de oxigeno®.

La vida biologica media del RL es de microsegundos; pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un estrés oxidativo que
puede conducir a diversas enfermedades®. Tales como envejecimiento, problemas
del sistema cardiovascular (arterosclerosis), problemas en el sistema nervioso,

dafio genético (mutaciones y canceres)®.

Los radicales libres del oxigeno se clasifican de la forma siguiente?2:;
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2.3.1.1. Radicales libres inorganicos o primarios

Se originan por transferencia de electrones sobre el &omo de oxigeno,
representan por tanto distintos estados en la reduccién de éste y se caracterizan
por tener una vida media muy corta; estos son el anién superéxido, el radical

hidroxilo y el 6xido nitrico®22,
2.3.1.2. Radicales libres organicos o secundarios

Se pueden originar por la transferencia de un electrén de un radical primario a un
atomo de una molécula organica o por la reaccion de 2 radicales primarios entre
si, poseen una vida media un tanto mas larga que los primarios; los principales
atomos de las biomoléculas que actian como radicales son: carbono, nitrégeno,

oxigeno y azufre®?2,

2.3.1.3. Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del

oxigeno

Se incluye un grupo de especies quimicas que, sin ser radicales libres, son
generadoras de estas sustancias o resultan de la reduccién o metabolismo de
ellas, entre las que estan el oxigeno singlete, el peréxido de hidrégeno, el acido

hipocloroso, el peroxinitrito, los hidroperéxidos organicos, etc®>?2,
2.4. Compuestos fenélicos

El término «compuestos fendlicos» engloba a todas aquellas sustancias que
poseen varias funciones fenol, nombres populares del hidroxibenceno, unidos a
estructuras aromaticas o alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fendlicos de

la familia de los acidos fenoles no son polifenoles, sino monofenoles?3.

La estructura quimica de los compuestos fendlicos es importante comenzar con el
fenol, que es la molécula bésica. El fenol se compone de un anillo aromético (fenil)
unido a un grupo hidroxilo (OH). La presencia del anillo aromético hace que los
acidos débiles, generando un efecto inductivo en el hidrogeno del grupo hidroxilo.

El anillo aromético juega un papel importante en las propiedades antioxidantes?*.

OH

Figura 1. Estructura quimica del fenol
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2.4.1.Clasificacion de compuestos fenélicos

o Fenoles simples: Los fenoles simples son compuestos que tienen dos (en las
posiciones 1,2, 1,30 1,4) otres (en las posiciones 1,3,5 0 1,2,3) grupos hidroxilo

en el anillo aroméatico?*.

e 1l1111Fenoles acidos: Los acidos fendlicos consisten en dos grupos: los
acidos hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos. Es importante recalcar
que la presencia de mas de un grupo hidroxilo y una mayor separaciéon del
grupo carbonilo al anillo aromatico aumentan la capacidad antioxidante de

estos compuestos?.

o acidos hidroxibenzoicos, son compuestos que presentan un grupo
carboxilico (grupo &cido) y grupos hidroxilo (uno o mas) en un anillo
aromatico®*.

o acidos hidroxicinamicos, se caracteriza por la presencia del grupo CH = CH-
COOH en remplazo del grupo COOH presente en el &cido hidroxibenzoico.
El doble enlace carbono (C = C) de la cadena aumenta la resonancia
guimica, que puede ser descrita como una deslocalizacion de los electrones
en los enlaces 1 estabilizando los radicales libres y por lo tanto incrementa

la capacidad antioxidante de la molécula?.

e Cumarinas: contienen un anillo aromatico unido a un heterociclo oxigeno. Se
consideran compuestos fendlicos, en particular, cuando un grupo hidroxilo esta

unido a un esqueleto de estructura cumarina?®.

e Xanthonas, estilbenos y benzofenonas: Sus estructuras se relacionan, ya
que tienen dos anillos aromaticos unidos por cetona, heterociclicas o grupos

vinilo?,
e Quinonas: se caracteriza por un anillo diona completamente conjugado.
Pueden ser clasificadas como ubiquinonas, con la coenzima Q10%.

e Betacianinas: son pigmentos presentes en los alimentos como la remolacha?*.

e Lignanos vy ligninas: Los lignanos compuestos fendlicos dimeros, y son
derivados de fenilalanina y alcoholes cinamicos; Las Ligninas son polimeros
fendlicos complejos considerada como la segunda méas abundante bio-

polimeros?4,
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2.5. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico)?.

Se considera que su estructura deriva de la y-cromona (o0 benzo-y-pirona) con un
fenilo en posicién 2. Asi pues, son 2-fenil-y-cromonas. De los tres anillos, el A se
biosintetiza a través de la ruta de los policétidos y el B y la unidad C3 proceden de
la ruta del acido shikimico. Sustancias solidas cristalizadas de color blanco o

amarillento?®.

Sus heterésidos son solubles en agua caliente, alcohol y disolventes organicos

polares, siendo insolubles en los apolares?®.
2.5.1.Actividad farmacoldgica

Los flavonoides destacan por su baja toxicidad, presentando en general actividad
sobre el sistema vascular con accion vitaminica P (efecto protector de la pared
vascular, debido a la disminucion de la permeabilidad y al aumento de la

resistencia de los capilares)?.

Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones
superoéxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o hidroperéxidos. De esta

manera bloquean la accién deletérea de dichas sustancias sobre las células?®.

Asimismo, tienen efecto antioxidante, pueden inhibir la peroxidacion lipidica,
poseen efectos antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas.
Ejercen otras acciones: diurética, antiespasmaddica, antiulcerosa gastrica y

antiinflamatoria?®.
2.5.2.Clasificacion de los flavonoides

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en
cerveza, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la dieta
humana de forma habitual y también pueden utilizarse en forma de suplementos

nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales?.
Podemos clasificarlos de la siguiente manera?®:

¢ Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.
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Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en

posicién 4 y un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4

del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

Antocianinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas

poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Se pueden destacar algunos flavonoides?’:

Citroflavonoides: la quercitina es de color amarillo-verdoso presente en
cebollas, manzanas, brécoles, cerezas, uvas o repollo rojo. La hesperidina se
encuentra en los hollejos de las naranjas y limones. La naranjina da el sabor
amargo a frutas como la naranja, limon y toronja, y el limoneno se ha aislado

del limoén vy la lima.

Flavonoides de la soja o isoflavonoides: estan presentes en los alimentos
con soja tales como porotos, tofu, tempeh, leche, proteina vegetal texturizada,

harina, miso. Los dos mas conocidos son la genisteina y la daidzeina.

Proantocianidinas se localizan en las semillas de uva, vino tinto y extracto

de corteza del pino marino.

Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los colores rojo y

rojo-azulado de las cerezas.

Acido elagico: es un flavonoide que se encuentra en frutas como la uva y en

verduras.
Catequina: el té verde y negro son buenas fuentes.

Kaemferol: aparece en puerros, brécoles, rabano, endibias y remolacha roja.

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcién: a) La presencia

en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi; b) La presencia de un doble

enlace en posicion 2,3; ¢) La presencia de grupos hidroxilo en posicion 3 y 514.

La quercitina presenta las tres caracteristicas, mientras que la catequina solo

presenta la segunda y la diosmetina la primera®.

2.6. Antioxidantes

Los antioxidantes neutralizan a los radicales libres donando uno de sus propios

electrones, acabando con la reaccién de robo de electrones. A pesar de esto no
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se convierten en radicales libres porque son moléculas muy grandes y muy

estables?®.

La FDA ha definido a los antioxidantes como sustancias usadas para preservar
alimentos, retardando el deterioro, rancidez o decoloracién causada por la
oxidacion. La importancia de un antioxidante depende de su concentracion, del
medio donde actia y de su habilidad para interaccionar con sistemas

regeneradores?,

Los antioxidantes naturales (hidrosolubles y liposolubles} pueden funcionar como
compuestos reductores, interrumpen la formacién de radicales libres, inhiben la
formacion de oxigenos libres e inactivan los metales pro- oxidativos. Los radicales
libres se forman en el organismo mediante la respiracién aerébica y existen en

diferentes formas como: anién superoéxido, hidroxilos, peréxidos, y alcoxilos®.
2.6.1.Mecanismo de accién

Los polifenoles se han encontrado para ser fuertes antioxidantes primarios por
mecanismo de ruptura de cadena, que puede neutralizar los radicales libres
donando a&tomos de hidrogeno o electrones a los radicales libres resultando la

formacion de productos mas estables?®.

Cuando estos antioxidantes, por ejemplo los flavonoides (FI-OH), estan presentes
en cantidades traza, pueden retardar o inhibir el paso de iniciacién al reaccionar
con un radical y, como consecuencia, reducir los radicales (R¢) a un no-producto

radical (RH), convirtiéndose ellos mismo en un radical oxidado (FI-O «)*°.
2.6.2.Clasificacion de los antioxidantes
Los antioxidantes pueden ser de dos tipos!!:

a) Los Antioxidantes enddgenos: Son las enzimas (proteinas) con capacidad
antioxidante que no se consumen al reaccionar con los radicales libres y son
dependientes de sus cofactores tales como el cobre, el hierro, el zinc, el

magnesio y selenio'’.

b) Los Antioxidantes exégenos: Son las moléculas que provienen de la dieta, y
se consumen al reaccionar con los radicales libres, por lo que deben ser

reemplazados regularmente®®.

Estos se clasifican, segun su naturaleza, en dos grupos: antioxidantes enziméticos

y no enzimaticos
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a) Antioxidantes Enzimaticos: Los antioxidantes enzimaticos incluyen enzimas

capaces de eliminar o neutralizar especies reactivas de oxigeno, especies

reactivas de nitrégeno o sus intermediarios®!.

b) Antioxidantes no Enziméticos: Permiten la inhibicibn de la formacién de

especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN),

la inhibicidn de la unién de iones metdlicos necesarios para la formacion de

ERO vy la regulacion de la actividad antioxidante llevandose a cabo a través de

multiples cascadas®!.

Tabla 2. Antioxidantes Enzimaticos y no Enzimaticos?!.

Antioxidantes

Ubicacion Celular

Propiedades

Enzimaticos
Mn : . Dismuta radicales
T Mitocondria .
o Superéxidodismutasa peroxido
& Cu-Zn . Dismuta radicales
o f Citosol s
O Superéxidodismutasa superéxido
©
c
L i . . .
GIutayon (GHS) Citosol y Mitocondria R_emuevg . HZO,Z €
peroxidasa hidroperéxidos organicos
Catalasa Citosol y Mitocondria Remueve H20:
Ant|ox_|dqn_tes No Ubicacién Celular Propiedades
Enziméticos
Compuestos fendlicos Principal antioxidante que
Vitamina E solubles en lipidos; irrumpe la cadena de
localizada en membranas. peroxidacion lipidica.
Neutraliza una amplia
Vitamina C (acido Soluble en agua; localizada varle(_jad de especies
- ) reactivas de oxigeno
ascorbico) en Citosol. )
(ERO) en fase acuosa;
o regenera la vitamina E.
()
(@] . .
S Tiol endéaeno:  localizado Interviene en el reciclado
ul geno, de vitamina C; puede ser

Acido lipoico

Ubiquinonas

Carotenoides

tanto en la fase acuosa como
en la lipidica.

Derivados de quinona
solubles en lipidos;
localizados en membrana.

Soluble en lipidos;
localizados principalmete en
las membranas.

buen sustituto de GSH
(glutatién reducido).

Las formas reducidas son
antioxidantes eficientes.

Antioxidantes; reducen la
peroxidacion lipidica.

Fuente: Powers SK. y Lennon SL%,
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2.6.3.Medici6n de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de un compuesto puede evaluarse in vitro por medio de
experimentos sencillos que examinan directamente dicha habilidad y que a la vez
evallan el posible efecto prooxidante sobre diferentes moléculas. Estos ensayos
también pueden alertar sobre posibles efectos dafiinos de los compuestos

quimicos®L.

La mayoria de los métodos para determinar actividad antioxidante consisten en

acelerar la oxidacion en un sistema lipidico.

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

reaccion ET32.

ENSAYO CATEGORIA

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

Ensayos basados
en la transferencia
de electrones (ET)

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)
Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP)
N, N- dimetil-p- fenilendiamina (DMPB)

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAC)

Fuente: Huang et al®3.
Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrogeno (HAT)

Tabla 4. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de

reaccion HAT?®2

ENSAYO CATEGORIA
Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC) Ensayos basados
en la transferencia
Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP) de atomos de

hidrogeno (HAT)
Inhibicién de la oxidacién del acido linoleico

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

Fuente: Huang et al®3.
2.6.4. Método DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Evaluaron la actividad de compuestos especificos 0 extractos usando el radical
libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH+) en una solucion metandlica. La

reduccién del DPPH+ se monitorea por la disminucién en la absorbencia a una
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longitud de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPH- absorbe a
515 nm y cuando sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcion

desaparece®,

La molécula 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) es conocido como un radical libre
debido a la deslocalizacion de un electrén desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria
de los radicales libres. La deslocalizacion del electrén también intensifica el color
violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la
solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece. El cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacién de los

parametros para las propiedades antioxidantes®.

En consecuencia, la desaparicion del DPPHe proporciona un indice para estimar
la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. EI modelo que
explica la actividad de un compuesto como antirradical se ejemplifica con la

siguiente ecuacion®%,

Q8 |

0]
.\ [P B L A
N R A-H /N N
07'\' ~o o) ~o
+
_N
O_/NQO O' §O
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado Amarillo

Figura 2. Mecanismo de reaccién del DPPH con sustancias antioxidantes (AH)3*

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando atomos de
hidrogeno, dando como resultados radicales con estructuras moleculares estables
gue detendran la reaccion en cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo radical
formado (A) puede interactuar con otro radical para formar moléculas estables
(DPPH-A, A-A). La reaccion entre el DPPHe y un compuesto depende de la

conformacion estructural del mismo®22.
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Dato la mayoria de los estudios expresan resultados como el valor de la
concentracion maxima de la media inhibitoria (ICso), definido como la cantidad de
antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%3*.

2.6.5. Método ABTS (acido 2,2'-azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico)

El radical ABTS™ se obtiene tras la reaccién de ABTS (7 mM) con persulfato
potasico (2,45 mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente
(x25°C) y en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS™ se
diluye con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0,70

(+0,1) a 754 nm (longitud de onda de maxima absorcién)3?.

Las muestras filtradas (antocianos) se diluyen con etanol hasta que se produce
una inhibicion del 20 al 80%, en comparacion con la absorbancia del blanco, tras
afiadir 20 yL de la muestra. A 980 pL de dilucién del radical ABTS™ asi generado
se le determina la Asss a 30°C, se afiade 20 pL de la muestra (dilucién de
antocianos) y se mide de nuevo la Ass. pasado 1 minuto. La absorbancia se mide

de forma continua transcurridos 7 minutos®.

El antioxidante sintético de referencia, Trolox, se ensaya a una concentracion de
0-15 pM (concentracion final) en etanol, en las mismas condiciones, lo que se hace

también con acido ascoérbico (0-20 mg/100 mL) 3.

Los resultados se expresan en TEAC (actividad antioxidante equivalente a Trolox)
y en VCEAC (actividad antioxidante equivalente a vitamina C), en este Ultimo caso

por tratarse de alimentos®..

La técnica mejorada para la generacién del radical cation ABTs, implica la
produccion directa del croméforo ABTs verde-azul a través de la reaccién entre

ABTs y el persulfato de potasio (K2S.0g)%.

Este presenta tres maximos de absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734
nm y 815 nm. La adicién de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a
ABTSs. De esta manera el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del
radical cation ABTs esta determinado en funcién de la concentracion y el tiempo;
asi como valor correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas

condiciones®.
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ABTS™ (verde- azul) s SO;

/
\©iN>:N HsC,

CaHsg
ABTS (incoloro)

Figura 3. Mecanismo de reaccion para el ensayo ABTS*,
2.6.6. Método FRAP (Poder antioxidante reductor del hierro)

Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el Fe3* a
Fe?* que es menos antioxidante. El complejo férrico-2,4,6-tripiridel-s-triazina

(TPTZ) incoloro es reducido al complejo ferroso coloreado*?.

Se mide la densidad o6ptica (DO) del Fe?* Asi, cuanto mas antioxidante es la
sustancia objeto de estudio, mayor es la reduccién y mayor concentraciéon de Fe?*
y mas alta la sefial de absorbancia. EI complejo va a poder ser reducido por
productos con potenciales redox menores a 0,7 V (potencial redox del Fe®" -
TPTZ)™.

Debido a que el potencial redox del Fe**- TPTZ es comparable con el del ABTS
se pueden analizar compuestos similares con ambos métodos, aunque las

condiciones de la reaccion sean distintas®*2.

El mecanismo del FRAP es de transferencia de electrones, a diferencia de otros
métodos donde se produce captura de radicales libres, segun esto, el FRAP puede
ser util, en combinacion con otros métodos, en la determinacién de la capacidad

antioxidante de productos que contengan distintos tipos de antioxidantes®2.

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

TPTZ), que absorbe a una longitud de onda de 593 nm?2%2,
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Figura 4. Reaccion involucrada en el ensayo FRAP®12,

El patron utilizado para comparar los resultados seré el trolox.
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién del trabajo de investigacion

El presente trabajo de investigacion y procesamiento de las muestras se ejecutd
en el laboratorio de Centro de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de
Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga.

3.2. Definicién de Poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion

Las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer que crecen en zonas aridas,
del centro poblado de Huaraca, distrito de Vinchos, provincia de Huamanga

departamento de Ayacucho.

3.2.2. Criterios de inclusién y exclusion

3.2.2.1. Inclusion

Las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, en buen estado y enteras.
3.2.2.2. Exclusién

Las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer que estén dafiadas, quemadas

0 en mal estado.
3.2.3. Muestra

De 2 kg de hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer Recolectadas en el
centro poblado de Huaraca del distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,

departamento de Ayacucho, ubicado a una altura de 3 129 m.s.n.m.
3.2.4. Unidad de anélisis

409 de extracto seco de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer “coca — coca”
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3.2.5. Sistema de muestreo

Libre por conveniencia

3.3. Metodologia y recoleccién de datos
3.3.1. Recoleccion de la muestra

La muestra de las hojas de la Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer “coca — coca”,
se recolecto en estado de madurez en horas de la mafiana y transportada en
bolsas a los laboratorios de la Escuela de Farmacia. Se secé a temperatura
ambiente, en un lugar con buena ventilacién, sombreado en tendeles de papel
bond, removiendo el vegetal cada 24 horas para evitar su descomposicion, por un

periodo de ocho dias segun las directrices OMS®®,

La clasificaciéon de la planta fue realizada por el Mg. Asunciéon A. Cano Echevarria,

de acuerdo al sistema de clasificacion de Cronquist 1988 (Anexo 1)
3.3.2. Obtencién del extracto hidroalcohdlico

Luego del secado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer se redujo
el tamafio de particula utilizando un mortero, hasta obtener un pulverizado
uniforme, luego se pesa 20 g de muestra para ser humectada en un frasco ambar
para su maceracion, cubriéndolo con alcohol de 70° hasta una altura de 1 -2 cm
por encima de la muestra, durante 24 horas en el agitador magnético, Luego del
tiempo de humectacion se transfirié la muestra al equipo de filtrado al vacio,
moviendo constantemente la muestra para extraer la mayor cantidad posible, se

recibié el filtrado y se guardé en un frasco cubriendo con papel aluminio®.

3.3.3. Obtencion del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria

glomerata Cav. (Sleumer)

Se llevoé la muestra a bafio maria a una temperatura de 40°C, con el fin de destilar
el alcohol de la muestra, llegando hasta un promedio entre 1 - 2 grados de alcohol
el cual favorece a la mejor atomizacion del extracto. Se atomiz6 la muestra con el
uso del atomizador Mini Spray Dryer B-290 y el producto obtenido se envaso en
un recipiente herméticamente cerrado, debido a que el extracto atomizado es muy

higroscopico®®.

3.3.4. Tamizaje fitoquimico
Consiste en la identificacion y reconocimiento de los diferentes metabolitos

secundarios presentes en el extracto de las hojas. Se emple6 el método de analisis
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cualitativo de ensayo a la gota, el cual consiste en someter al extracto vegetal,
segun la polaridad y reactivos especificos que generan compuestos coloreados o
precipitados, segun el tipo de metabolito secundario presentes®’-%,

Los ensayos de identificacion se describen a continuacion:

e Extracto cloroférmico

Esteroides: Ensayo de Lieberman-Burchard. A 5 gotas de extracto, afiadir 5 gotas
de anhidrido acético y luego 2 gotas de acido sulfdrico concentrado. Una
coloracion verde, azul, azul verdosa, violeta o roja, indica presencia de un nucleo
esteroidal o triterpenoidal.

Quinonas: Ensayo de Borntrager. A 5 gotas del extracto, llevado a sequedad,
agregar 5 gota de tolueno o analogos (disolver) y luego, 5 gotas de NaOH al 5 %.
La aparicién de una coloracion roja, en la fase acuosa indica la presencia de
antraquinonas y naftaquinonas.

e Extracto etandlico

Esteroides: A 5 gotas de extracto, llevando a sequedad agregar 5 gotas de
diclorometano o cloroformo (disolver) y realizar el ensayo de Lieberman-Burchard.
Flavonoides: Ensayo de Shinoda. A 5 gotas de muestra colocar unos trocitos de
magnesio metélico y luego agregar 3 gotas de acido clorhidrico concentrado. La
coloracién rojiza indica la presencia de flavonoides.

Cardiotonicos: Ensayo de Kedde. A 5 gotas de extracto agregar 3 gotas de
reactivo de Kedde. La aparicion de coloraciones violetas o purpuras indica la
existencia de cardioténicos.

Taninos: Ensayo de cloruro férrico. A 5 gotas de extracto afiadir 2 gotas de
solucion de cloruro férrico al 1 %. Una coloracién azul indica la presencia de
taninos hidrolizables y una coloracién verde de taninos condensados.

e Extracto acuoso

Antiocianinas: Ensayo del pH (medio acido y basico). A 5 gotas de extracto
afadir 3 gotas de HCI concentrado. Observar el color formado. A otras 5 gotas de
extracto afadir 3 gotas de NaOH al 5 %. Observar el color formado. Las
antiocianinas se reconocen por producir diferentes colores a diferentes pH.
Saponinas: Ensayo de espuma. Colocar 3 mL del extracto en un tubo de ensayo
y agitar vigorosamente por 30 segundos, esperar 15 minutos. La persistencia de
espuma indica la presencia de saponinas.

Taninos: Ensayo de cloruro férrico.

e Extracto acido clorhidrico al 1 %
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Alcaloides: Ensayos de Dragendorff, Meyer y Wagner. Colocar en 3 tubos de
ensayo, 1mL de extracto acido. Afiadir a cada uno 2 gotas de los reactivos de
Dragendorff, Mayer y Wagner. Si se observa turbidez o precipitados (rojo a
naranja, blanco a crema y marrén) se considera que la muestra contiene
alcaloides.

3.3.5. Ensayo fitoquimico del extracto atomizado

Las reacciones de identificacion de los diferentes compuestos quimicos
(metabolitos secundarios) del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer “coca - coca“, se realizaron siguiendo los

procedimientos de Pérez et al.®’, Miranda y Cuellar®.

3.3.6. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado
Al extracto atomizado, se evalud los parametros fisico-quimicos®®.

3.3.6.1. Determinacion de las caracteristicas organolépticas

e Color: se coloco la muestra en un tubo de ensayo hasta las tres partes y se
obtuvo el color, la transparencia, la presencia de particulas y la separacion en

capas.

e Olor: se tomo6 una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho
por 10 cm de largo e introdujo en un extremo de la muestra del ensayo,

alcanforado, nauseabundo, desagradable, a especia, etc.

e Sabor: se tomé una cantidad suficiente y se colocé en una luna de reloj, luego
hacer contacto con la lengua y determinar el tipo de sabor (dulce, amargo,

acido, salino, astringente, punzante, nauseabundo, aromético, etc.)

e Aspecto: se tomo cantidad suficiente de muestra y se coloc6 en una luna de

reloj, se observa y se determina el aspecto de la muestra.
3.3.6.2. Determinacién de la solubilidad

Se determindé la solubilidad del extracto atomizado se pes6 1g de muestra y se
vacio en un tubo de ensayo, el cual se le adiciono 1 mL de disolvente (agua,
alcohol, cloroformo, metanol, N-butil), agitar y observar, en caso de no disolverse

aumentar el disolvente a 10 mL, hasta determinar si es soluble.
3.3.6.3. Determinacion pH

Se midié el pH con el pH-metro de mesa, para ello se preparé una solucion

reguladora de pH, para rango de 0-7. Una vez preparada la solucion reguladora,
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se ajusto el equipo al rango en que se realizé la determinacion. Posteriormente se

determiné el valor del pH de la muestra.
3.3.6.4. Determinacién del contenido de humedad

Se pes6 5 mg y se transfiere a una placa Petri previamente tarada y desecada,
seguidamente se deseco a 105 °C durante tres horas. La placa Petri se colocé en
la desecadora donde se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa,
colocdndose nuevamente en la estufa durante una hora, volviéndose a pesar,

hasta obtener una masa constante?’.
3.3.6.5. Determinacion del contenido de cenizas

Se pesé no menos de 2g ni mas de 3g de la muestra, con una desviacion
permisible de 5mg en un crisol de porcelana o platino previamente tarada. Se
calienta suavemente la muestra de ensayo aumentando la temperatura hasta
carbonizar y posteriormente incinere en una mufla a una temperatura de 700 °C a
750 °C, si no se sefala otra temperatura en la norma especifica, durante dos
horas. Se enfria el crisol en una desecadora y se pesa repitiéndose el proceso
hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 5mg por g para obtener

la masa constante los intervalos entre calentamiento y pesada son de 30 min?’.
3.4. Determinacion de contenido de fenoles totales

Se determiné el contenido de fenoles totales mediante el método de
espectrofotometria de Folin-Ciocalteu, para lo cual se usé el acido géalico como el

compuesto fendlico de referenciall.

Este método se fundamenta en su caracter reductor y seguida neutralizacion.
Consiste en la mezcla de la muestra a analizar y el reactivo de Folin-Ciocalteau,
el cual tiene la capacidad de reaccionar con los compuestos polifenélicos, dando
como resultado un cambio de coloracién de amarillo a azul, y su intensidad
depende del contenido de fenoles presentes en la muestra. Seguidamente se mide

esta coloracion en el espectrofotémetro765nm“,

3.4.1. Preparacién de la curva de calibracion de &cido gélico

Se pes6 20 mg de acido galico, se disolvié con agua destilada y se enraz6 a un
volumen de 25 mL para obtener una solucion stock de 800 pg/mL. de esta solucién
madre de prepararan soluciones estandares de 10, 20, 40, 60 pg/mL. A partir de

los estdndares se toman alicuotas de 100 pL, 500 pL del reactivo de Folin-
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Ciocalteu y 400 pL de carbonato de sodio 7,5 %. Transcurridos los 30 minutos se
mide la absorbancia 765 nm. Se us6 la solucién preparada sin la muestra como

blanco. Diluir el reactivo Folin 1/10 con agua destilada.
3.4.2. Procedimiento parala preparaciéon de la muestra:

Se peso6 100 mg del extracto seco llevado a dilucién de 10 mL con etanol de 70°,
se extrajo 2 mL de esta dilucién se llevo a una fiola 25 mL aforado con etanol de
70° y por ultimo de extrajo 2 mL de la dltima dilucién llevado una fiola de 5 mL
aforado con etanol de 70° (soluciébn muestra) tomar 100 yL de las muestras
convenientemente diluidas, tomar 500 uL del reactivo Folin — Ciocalteau 1:10,
adicionar 400 uL de una solucion de carbonato de sodio al 7,5 %, se mezclé en
un tubo de ensayo, se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 30
minutos, se medié la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de
765nm utilizando un espectrofotbmetro; El contenido de fenoles totales se
expresara en miligramos de equivalentes de acido gdlico (GAE) por gramo de
material vegetal seco, a partir de una curva de calibracion del estandar acido galico
de 10 a 60 pg/mL.

3.5. Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en los extractos atomizados de Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer sera determinado por el método de Palomino,*
Empleando el reactivo AICIlz. Utilizando la rutina como el compuesto flavonoide

de referencia.

3.5.1. Preparacion de la curva de calibracién de rutina solucién madre de

rutina

Se pes6 1 mg de rutina, vertido en un matraz de 25 mL, se disolvié con 2,5 mL de
metanol y aforar a volumen con etanol de 70°. De esta solucién stock se toméd
directamente de 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5y 4 mL; 0,5 mL de tricloruro de aluminio y
etanol al 50 % cantidad suficiente para 5 mL; el blanco se prepara de igual forma
sin la muestra*?.Dejar reposar 30 minutos y luego realizar las lecturas en el

espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm.
3.5.2. Procedimiento de la preparacion de la muestra

Se peso6 100 mg del extracto seco y llevar a diluciones de 10 mL y 25 mL aforado
con etanol 70 % (solucibn muestra). A partir de la Gltima dilucién se tomé una

alicuota de 2 mL y se transfiri6 a un volumétrico de 5 mL, se adicioné a
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continuaciéon 0,5 mL del reactivo de tricloruro de aluminio 2 %. 2,5 mL se
completara con alcohol de 70 % hasta volumen. Después de treinta minutos de
incubacion a T° ambiente, la absorbancia serd medida a 415 nm. El contenido de
flavonoides totales se calculé6 como equivalentes de rutina (mg de rutina/g MS) a
partir de la curva de calibracion de este compuesto.

La curva de calibracién se trabajo con un intervalo de concentracion de 8-32
pg/mL.

3.6. Determinacion de la actividad antioxidante
3.6.1. Método de radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Se realiz6é la evaluacion cuantitativa de la actividad antioxidante siguiendo la
metodologia descrito por Sousa et al.*3, el seguimiento del consumo de radical
DPPH por las muestras, mediante la disminucion de la absorbancia de las
soluciones a diferentes concentraciones. Estas mediciones se haran en UV-Vis; a
una longitud de onda de 515 nm, se usard el acido galico como control positivo.
Los resultados se pueden expresar como ICso, % de captacion, % de actividad
antirradicalaria, o equivalentes a trolox o equivalentes a vitamina C (cuando es

comparado con estandares)

Siendo el Trolox un patrén &cido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcroméan-2-carboxilico

(Trolox), un analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E.*
3.6.1.1. Procedimiento

Se procedié a preparar 50 mL de la solucién madre DPPH en etanol 96° a una
concentracion de 40 mg/mL, se mantuvo en el refrigerador y protegido de la luz,
se realiz6 diluciones de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1 pg/mL. La curva de calibracion
se construira a partir de los valores de absorbancia obtenidos a 515 nm de todas
las soluciones (1 a 40 pg/mL), medidas en una cubeta de vidrio con el camino

optico de 1cm y teniendo como “blanco” el etanol*.

El extracto atomizado de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer y el control positivo
(trolox) en etanol 96°, se diluy6 a concentraciones de 250, 200, 150, 100, 50 y 25
mg/mL. Las medidas de absorbancia de las mezclas de reaccion (0,3 mL de
solucion de muestra y 2,7 mL de la solucion madre de DPPH a la concentracion
de 40 pg/mL) se realiz6 a 515 nm a 1, 5 y 10 minutos, cada 10 minutos hasta 1
hora. Se utilizar4 una mezcla de etanol (2,7 mL) y 0,3 del extracto como solucion

de blanco.*® A partir de la curva de calibraciéon de la ecuacion y los valores de
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tiempo absorbancia de 30 minutos, se determiné el porcentaje de DPPH restante
(%DPPHgewm).

De acuerdo a la ecuacion

DPPHp-,
%DPPHREM = W] x100
=0

Ecuacion 1. Determinacion del DPPH remanente
Donde:

DPPH+.; Concentracion DPPH en el medio de reaccion.
DPPHT=0 Concentracion inicial de DPPH

Los valores de absorbancia a todas las concentraciones ensayadas se
convertiran en porcentaje de actividad antioxidante (%AA), que serd determinada

por la ecuacion®.

{[Abscontrol — (AbSpyestra — AbSpjanco)]x100}
Abscontrol

%AA =

Ecuacion 2. Determinacion del porcentaje de Actividad Antioxidante
Donde:

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

La concentracion requerida para el 50% de inhibicién del radical libre DPPH (I1Cso)
seréd calculada mediante la ecuacion de la grafica de concentracion del extracto y

trolox vs % inhibicion.

Posteriormente se determina la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC) con la

ecuacion

mg IC50Trolox
TEAC (TROLOX ) = X
[Csomuestra

100g planta
Ecuacion 3. Determinacion de la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC)

3.6.2. Método del Radical (acido 2,2'-azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS)

Para la solucién madre de ABTS: Se prepar6 una solucion madre de ABTS (7Mm),

para ello se pes6 exactamente 0,09601 g de ABTS (acido 2,2'-azino-bis (acido 3-
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etilbenzotiazolina-6-sulfénico) diammonium salt, 98%) y se disolvié en 25 mL de
agua bidestilada®3":38,

Se prepard la solucién de persulfato de potasio: Se preparé una solucion de
persulfato de potasio (2,45mM), para ello se pes6 0,0165 g de K>S,0gy se disolvié
en 25mL de agua bidestilada®4>4¢,

3.6.2.1. Preparacion del radical ABTS™

En un frasco ambar, se colocé 3mL de la solucién madre ABTS (7mM) y 3 mL de
la solucién de Persulfato de Potasio K2S20s (2,45mM), se homogenizé y se cubriod
con papel aluminio. La solucién se incub6 de 12 a 16 horas a temperatura

ambiente (x 25°C) antes de su utilizacion.

La solucién tiene un periodo de uso de 2 dias en refrigeracion. Una vez formado
el radical ABTSe<+ se diluy6 con etanol 96° hasta obtener un valor de absorbancia
comprendido entre 0,70 (x 0,02) a 754 nm (longitud de onda de maxima

absorcion)>4547:48,
3.6.2.2. Procedimiento

Se colocé 20 pl de la solucién del extracto a concentraciones de 50 a 250 pg/mL
en tubos de vidrio y se reaccion6 con 980 pl del radical ABTS' se mide la densidad
Optica de la mezcla de reaccion al minuto 6 a 734 nm, se realiz6 los ensayos por

triplicado.

Se construy6 la curva de calibracién con Trolox a concentraciones de 50 a 250
pug/mL, y se determinara el porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente
ecuacion?®:

(A inicial) — (Afinal)

% de Inhibicion = (Amicial) x 100

Ecuacion 4. Determinacion del porcentaje de inhibicion de radicales libres con

Trolox

Con los datos obtenidos se calcul6 la Concentracion Inhibitoria 50 (ICsg),
Posteriormente se determind la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC) con la

ecuacion

mg [C5o Trolox
TEAC (TROLOX )

100g planta - ICSOmuestraX

Ecuacién 5. Determinacion de la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC)
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3.6.3. Método poder reductor antioxidante Férrico (FRAP)

Este ensayo se basa en el poder de un compuesto o extracto para reducir la 2,4,6-
tris (2-piridil)-s-triazina (TPTZ). Un antioxidante potencial puede reducir el ion
férrico (Fe®*") a ion ferroso (Fe?*); esta Ultima forma un complejo azul (Fe?*/TPTZ),
cuya absorbencia se lee a 590 nm, La reaccion debe llevarse a cabo en
condiciones &cidas (pH 3.6) para conservar la solubilidad del hierro. El poder
reductor esté relacionado con el grado de hidroxilaciéon y la conjugaciéon en los

fenoles®°.
3.6.3.1. Desarrollo del método

Solucién de acido clorhidrico HCI 40 Mm. Se diluy6 535 pl de HCI (37%) en 100

mL de agua destilada.

Solucién TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine) 10mM. Se pes6é 0,0312 g del
reactivo TPTZ y se disolvié en un matraz de 10 mL con HCI 40 mM. Solucién de
FeCl;.6H,0 20 mM. Se peso6 0,1352g de FeCls.6H-0, se disolvié en 25mL de agua
destilada. Tampdn acetato 0,3mM; PH 3,6 para 250mL. Se disolvié 0,00615g de

acetato de sodio en 200mL de agua destilada*®4°,

Ajustar el pH a 3,6 utilizando HCI 40 mM y completar hasta los 250 mL con agua
destilada.

3.6.3.2. Procedimiento

Se coloco 20 pl de la solucién del extracto a concentraciones de 50 a 250 pg/mL
en tubos de vidrio y se hacen reaccionar con 980 pl de la solucién de trabajo. Se
medo la densidad Optica de la mezcla de reaccion al minuto 30 a 593 nm, los
ensayos se realizaran por triplicado. Se construyé la curva de calibracion con
Trolox a concentraciones de 50 a 250 pg/mL, y se determinara el porcentaje de

inhibicion utilizando la ecuacion 4.

Con los datos obtenidos se calcula la Concentracion Inhibitoria 50 (ICsg),
Posteriormente se determina la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC) con la

ecuacion®.

mg [C5o Trolox
TEAC (TROLOX > =

100g planta/  ICgomuestra

Ecuacion 7. Determinacion de la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC)
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3.7. Tipo y disefio de investigacion
3.7.1. Tipo de investigacién
Bésico — Descriptivo.

o Basica: Se realiza con el propdsito de acrecentar los conocimientos teéricos
para el progreso de una determinada ciencia, se ocupa de las aplicaciones
practicas que pueden hacer referencias los andlisis tedéricos, es mas formal y
persigue propositos tedricos en el sentido de aumentar el acervo de

conocimientos de una determinada teoria®™.

e Descriptivo: Miden y evalGan diversos aspectos, dimensiones o componentes
del fendbmeno o fenbmenos a investigar. Desde el punto de vista cientifico,

describir es medir®2.
3.7.2. Disefio de investigacion
El disefio de la investigacion es descriptivo®..
M-0
Donde:

M corresponde a la obtencién del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria

glomerata (Cav.) Sleumer.

O es la observacion de la composicion de fenoles totales, flavonoides y actividad

antioxidante.
3.8. Andlisis de datos

Los datos que se obtuvo de la evaluacion de los estudios fueron procesados por

Microsoft y en el Software OriginPro.

Se expreso6 los resultados como promedio, la diferencia significativa existente
entre los tratamientos fue evaluado del analisis de varianza (ANOVA one-way),
seguidos de la prueba de t-student, con un nivel de significancia estadistica de
0,05. Los promedios de la actividad antioxidante son reportados en graficos y los

valores de Clso son reportados en tablas.

Para identificar diferencias estadisticamente significativas de las concentraciones
evaluadas se calculé en analisis de varianza, comparaciones multiples de Duncan
y t de Student de muestras independientes con nivel de confianza de 95%,

mediante el programa de SPSS version 19.0%2.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5. ldentificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto

atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer).”coca — coca”

Ayacucho — 2018.

Metabolito .
) Ensayos Resultado Observaciones
secundario
: . Coloracion naranja en la
Flavonoides Shinoda ++ P I
fase amilica

Fenoles y/o Taninos  Cloruro férrico +++ Coloracion verde intensa
Triterpenos y/o Liebermann- Coloraciéon verde con un

. +++ -
Esteroides Burchard halo rojo
Lactonas ylo . L .

. B ++ loracion naran r
CUMarinas ajet Coloracion naranja oscuro
Cardioténicos Kedde ++ Precipitado naranja

Leyenda:
Regular: (++)

Intensa: (+++)
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Tabla 6. Pardmetros fisicoquimicos del extracto atomizado de las hojas de

Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho — 2018.

Parametros Ensayos Resultados
Color Beige claro
Olor Suigéneris
Organoléptico Sabor Agrio
Aspecto Polvo fino
Metanol Soluble
Cloroformo Soluble
Solubilidad Etanol Soluble
Agua Soluble
pH Agua 3,76
Humedad g:ggf;cién POT 4. 12%
Cenizas Cenizas totales 1,24%
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Figura 5. Contenido de fenoles totales y flavonoides en el extracto atomizado de

las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca — coca” Ayacucho - 2018.
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Fenoles Totales Flavonoides
Composicién
Tratamiento Fenoles totales Flavonoides
(mg AGE/g Ext. S) (mg RUE/g Ext. S)
G. glomerata 359,4 £ 2,04 22,0 £ 0,08
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Figura 6. Porcentaje de la actividad antioxidante por el método de DPPH del

extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca -

coca” Ayacucho - 2018.
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95,57
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Trolox (ug/mL) Gaultheria glomerata

Tratamiento
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Concentracion (ug/mL)

25 50 100
Trolox 25,11 +0,12 52,49 +0,41 95,57 +0,12
G. Glomerata 12,09 + 0,98 21,14 +0,80 48,95 + 0,98

p- valor =1,25x 10
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Figura 7. Porcentaje de actividad antioxidante mediante el método ABTS del
extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca —
coca” Ayacucho - 2018.
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Tratamiento

Concentracion (ug/mL)
Tratamiento

150 200 250
Trolox 53,61 + 0,63 68,01 +2,12 82,76 + 2,23
G. Glomerata 47,22 + 0,17 57,24 + 1,96 66,42 +1,42

p- valor = 1,6 x 101
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dante mediante el método FRAP del

10XI

Figura 8. Porcentaje de actividad ant

extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca —

coca” Ayacucho - 2018
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Tabla 7. Concentracion inhibitoria media (Clso) del extracto atomizado de las hojas

de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca — coca” Ayacucho - 2018

DPPH ABTS FRAP
Muestra
Clso (ug/mL) Clso (ug/mL) Clso (ug/mL)
Cav i 106,1 + 0,72 169,3 + 1,40 39,1+ 2,18
glomerata
Trolox 38,7 £ 0,04 144,7 £ 2,01 27,2+1,04
p- valor 0,000 3,9x 106 6,8 x 10
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V. DISCUSION

Se ha demostrado que en el Per, el comercio de hierbas es un recurso econémico
de mayor importancia, pero se ve amenazado por la disminucién en los
conocimientos tradicionales llevando a una valorizacion inapropiada de los
remedios tradicionales, las investigaciones mas consideradas son las de la
concentracion inhibitoria minima, andlisis de toxicidad, ensayos de actividad
bacteriana y andlisis fitoquimicos, se han enfocados estudios para tratamientos

herbales de enfermedades renales e infecciones urinarias, acné y malaria®.

Es nuestra especie herbal Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer que fue
recolectada en el centro poblado de Huaraca del distrito de Vinchos de la provincia
de Huamanga, regién Ayacucho; una de las especies sin valorizacion sobre sus
efectos que mediante una informacién etnobotanica sus partes herbales son
usadas como analgésicas, antirreumaticas y antiartriticas, antisépticas,

antiespasmaodicas, aromaticas, y propiedades astringentes.

En la Tabla 5, Por medio del andlisis fitoquimico se determiné cualitativamente en
el extracto atomizado de las hojas Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer. La
presencia de distintos metabolitos secundarios, tales como los flavonoides,
compuestos fendlicos y/o taninos, triterpenos y/o esteroides, lactonas y/o
cumarinas y cardiotonicos; asi mismo resaltar los ensayos de cloruro férrico y
shinoda, por los que se puede determinar la presencia de compuestos fenélicos
y/o taninos y flavonoides respectivamente, observandose una coloracion naranja
en la fase amilica para flavonoides y una coloraciéon verde intensa para taninos
pirocatecolicos. Las cuales le otorgan distintas propiedades terapéuticas para la
salud, es por ello que muchas investigaciones se basan para otorgarle su poder

antioxidante.

Los resultados descritos péarrafos anteriores, se relacionan con los estudios

realizados por Valenzuela y Gracia®, en el cual el andlisis fitoquimico del
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extracto hidroalcohdlico de la familia Ericaceae en la muestra de las hojas de la
especie Gaultheria myrsinoides, presenta una gran presencia de compuestos
fendlicos y/o taninos, de flavonoides, esteroides y saponinas, coincidiendo con los
ensayos de realizados a las hojas en nuestro estudio.

Por su lado Castafieda y Pazos®?, en otra investigacion al extracto hidroalcohélico
del fruto de la Gaultheria erecta, reporta mayor presencia de compuestos fendlicos
y/o taninos, de flavonoides y en menor cantidad a los azucares reductores,
cumarinas y aminoacidos, mostrando que su fruto de esta especie muestra un
gran poder antioxidantes, libre de alcaloides, basandose en su resultado negativo
y a bibliografias, en la cual clasifican a la familia de la ericaceae no se caracteriza
por la presencia de alcaloides; por lo cual este resultado coincide con la quimio-
taxonomia de la familia. Otros estudios realizados a la familia de las ericaceae,
por Plazas®, en el andlisis fitoquimicos, por medio de andlisis cualitativos
determino la presencia de metabolitos secundarios en extractos de hojas, flores y
frutos de seis especies como: C. bracteata, M. rupestri, B. resinosa, G. erecta,
T.floribunda y D. alaternoides. Reporta presencia de fenoles, flavonoides, taninos,
cumarinas, terpenos, esteriodes y quinonas; mostrando como metabolito mas

abundante a los fenoles y flavonoides.

En la tabla 6; se determina las caracteristicas de los parametros fisicoquimicos del
extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
Demostrando una coloracion beige claro, un olor siugeneresis, un sabor agrio,
aspecto polvo fino, solubilidad en metanol, cloroformo, agua, con un pH de 3,76,
humedad 4,12%. Esta propiedad es significativa puestos que manifiesta el cuidado
que se tuvo durante el manipuleo, procesamiento y almacenamiento de la especie

vegetal y ceniza 1,24 %.

En un estudio sefiala Palomino*?, que se evallan propiedades organolépticas, por
medio de la evaluacion sensorial a través de la cual se debe hacer uso de uno o
mas sentidos, la cual servird de forma mas directa para la medicion de la calidad
del producto alimenticio. Por su lado Kuskoski*, sefiala que la solubilidad depende
de la forma en que se encuentran; las agliconas libres, son insolubles en agua,
poco solubles en mezclas hidroalcohdlico y solubles en disolventes organicos ya
sean polares o apolares. Por su parte, los Heterdsidos son solubles en agua y

mezclas hidroalcohdlico e insolubles en disolventes orgénicos apolares.
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Por lo cual muchas investigaciones coinciden que, en el estudio fitoquimico de la
familia de las ericaceae, se puede observar tanto en los extractos de las hojas,
flores y frutos la mayor presencia de fenoles totales y/o taninos y flavonoides, los
cuales le otorgan poderes antioxidantes potentes con efectos anticancerigenos y
antimutagénicos beneficiosos para la salud.

Garrido et al.*®, sefiala que la determinacién de fenoles y flavonoides totales, se
podria deber a la capacidad de los disolventes para extraer los compuestos desde
el material vegetal, a la temperatura o al tiempo de extraccién; Lo cual podria
explicar también el alto porcentaje de rendimiento de estos extractos,
demostrando que el disolvente utilizado en el proceso de extraccion juega un rol
importante, considerando la polaridad tanto del disolvente como la de los
compuestos fendlicos. Por su parte Huaccho'?, menciona que al igual que los
flavonoides, los acidos fenodlicos constituyen también una importante clase de
compuestos fendlicos con funciones bioactivas; por lo general, se encuentran en
los productos vegetales y alimentos. Los compuestos fendlicos se encuentran
ampliamente distribuidos en frutas y verduras, los cuales se asocia con un menor
riesgo de enfermedades cardiovasculares, enfermedades neuro-degenerativas y

ciertos tipos de cancer.

En la figura 4, se observa los resultados de la cuantificacion de fenoles totales y
flavonoides, se usaron los métodos de espectrofotometria de Folin — Ciocalteu y
cloruro de aluminio respectivamente. Para la cuantificacién de fenoles totales se
elabor6 la curva de calibracion del acido galico, con un coeficiente de correlacién
de 0,9997 (anexo 9) obteniéndose en miligramos de acido galico equivalentes
(AGE) por gramo de extracto seco de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer., los cuales presentaron valores de fenoles totales 359,4 + 2,04mg AGE/g
de extracto seco. Los flavonoides en miligramos de rutina equivalentes (RUE) por
gramo de extracto seco, se obtuvieron valores de 22,0 £+ 0,08mg RUE/g de
extracto seco. Se puede observar que el contenido de flavonoides es menor,

basamos en que son los fenoles los que engloban a los flavonoides.

Segun Carpio y Figueroa®!, En el andlisis para la cuantificacion de fenoles totales
se observa la coloracién azul debido a que el reactivo de Folin — Ciocalteu,
reacciona con los compuestos polifenolicos en medio alcalino, teniendo como
resultado un cambio de la coloracion de amarrillo a azul, considerando que la

intensidad depende del contenido de fenoles presentes. En el analisis de
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flavonoides por medio del tricloruro de aluminio se observa una coloracion
amarrilla el cual se debe a que el cation de aluminio forma complejo estables con

el flavonoide en etanol asi evita la interferencia de otros compuestos fendlicos.

Almeyda’’, menciona que la cuantificaciéon de compuestos fendlicos totales se
pudo determinar un promedio de 15,9.+.0,5 mgEAG/g extracto atomizado y un
nivel de significancia de p>0,05 entre el porcentaje de actividad antioxidante del
acido gélico y el extracto atomizado a diferentes concentraciones. Por su lado
Garrido et al.%®, realizaron la cuantificacion de fenoles totales en extracto de L.
medicinalis, en la maceracion en metanol, el cual presento mayor concentracion
fenoles de 5807,9 + 340,0 mg/Eq acido galico/100g de muestra seca. Mientras
gue la decoccidn, presentdé mayor concentracién de flavonoides 136,0 + 5,5 mg
Eq quercetina/100 g muestra seca) con diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05) en relacién con los demas extractos.

Valenzuela*!, determino la cuantificacién de fenoles totales (ensayo de Folin-
Ciocalteu) y el contenido de flavonoides (ensayo colorimétrico con AICI3) de
extractos etandlicos seriados (EETs) de hojas de 10 genotipos de murtilla los
resultados obtenidos, los extracto etanolico presentaron diferencias significativas
entre si (p<0,05), siendo el extracto etanolico del genotipo ZF-18 el que obtuvo el
mayor contenido fendlico total, (260,6 + 3,7 mg EAG/g ES) y el genotipo 31-1 el
gue obtuvo la mayor cantidad de flavonoides (53,5 + 0,8 mg quercetina/g ES).

La finalidad de esta investigacion fue de determinar la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) sleumer, por
medio de los compuestos cromégenos in-vitro con las especies radicalarias
simétricas (DPPH, ABTS Y FRAP) considerando que estos métodos son los mas
usadas en los laboratorios del mundo, ya que determinan de manera general la
capacidad antioxidante de las sustancias para donar hidrogeno o captar

electrones.

Kuskoski et al.*8, nos hacen mencién que los métodos mas usados son ABTS y
DPPH por presentan una excelente estabilidad, en caso del DPPH es un radical
libre que se obtiene directamente sin una preparacion previa, el ABTS tiene que
ser generado tras una reaccién que puede ser quimica, enzimética o también
electroquimica, se puede medir la actividad de los compuestos de naturaleza
hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio

organico; El radical ABTS tiene, ademas, la ventaja de que su espectro presenta
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méaximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras
que el DPPH presenta un pico de absorbancia a 515 nm.

Asimismo Sotelo et al.”, mencionan que la técnica de FRAP Consiste en evaluar
la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para
reducir el complejo tripiridiltriazina. El ensayo FRAP se determin0 sobre la base
de la reduccion de Fe®*" a un color azul Fe?"; El radical ABTS se generd por la
reaccion de oxidacion del ABTS con per sulfato de potasio.

Por lo que respecta a la determinacién de la actividad antioxidante mediante el
método DPPH, se trabajo con la curva de calibracion del radical (anexo 15), se
elabor6 de acuerdo a la metodologia descrita por Suosa et al.*, trabajandose a
distintas concentraciones de acuerdo al (anexo 13), la determinacion de la
actividad antioxidante del método ABTS, se realizé de acuerdo al (anexo 22) por
otro lado la evaluacion de la actividad antioxidante del método FRAP se realizé de

acuerdo al (anexo 29).

De forma semejante se contrasto el porcentaje de la actividad antioxidante
mediante el método DPPH, ABTS y FRAP, se usé como estandar el trolox, en el
extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer y el
estandar preparado a distintas concentraciones de acuerdo a los (anexo 14, anexo

22 y anexo 29) respectivamente.

Los resultados obtenidos segun el método DPPH, se observa en la figura 5, el
porcentaje de mayor actividad antioxidante a concentracién de 100 ug/mL, siendo
de 95,57 + 0,12 pug/mL con respecto a la del control positivo Trolox y 48,95 +
0,98ug/mL para la muestra de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer es
estadisticamente diferente p= 1,25 x 10'%; segulin el método ABTS, se observa en
la figura 6, el porcentaje de mayor actividad antioxidante a concentracion de
250pg/mL, siendo de 82,76 + 2,23 pg/mL con respecto a la del control positivo
Trolox y 66,42 + 1,42 pg/mL para la muestra de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer es estadisticamente diferente p= 1,6 x 104; segun el método FRAP, se
observa en la figura 7, el porcentaje de mayor actividad antioxidante a
concentracion de 100 pug/mL, siendo de 78,06 + 0,33 pg/mL con respecto a la del
control positivo Trolox y 76,64 + 0,20 pg/mL para la muestra de Gaultheria

glomerata (Cav.) Sleumer es estadisticamente diferente p= 3,4 x 1076,

En contraste a otros estudios realizados por Garcia??, consisti6 en llevar a cabo la

capacidad antioxidante in vitro de los clones de papa a través de pruebas como
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FRAP que obtuvo rangos entre 75,14 — 198,14 mg ET/100g BS, para ABTS de
70,54 a 101,55 ug ET /g BS, en DPPH 21,137- 178,50 ug ET/g BS y ORAC 21,68
- 47,49 ymol ET/g BS. Se selecciond los 10 clones para el analisis de capitacion
de radicales obteniéndose en radicales peroxilo entre 11-28%, radicales hidroxilos
entre 14-74%, P<0.01) y radicales superéxidos de 34 a 45%, donde se destacaron
los clones el clon CO56 y CO64 por su captacion de radicales.

Por otro lado Salas'®, determina la capacidad antioxidante por la metodologia de
la decoloracion del radical DPPH y como estandar la curva de calibracion de
Trolox; el nivel de la capacidad antioxidante mayor fue del fruto Frambuesa
silvestre con 25010,87 (ug Eq* Trolox/100 g fruto fresco), seguido por
Machamacha 23328,90 (ug Eq* Trolox/ 100 g fruto fresco) luego, Alaybili con
22902,90 (ug Eq* Trolox/ 100 g fruto fresco) y Condorpausan 21924,65 (ug Eq*
Trolox/ 100 g fruto fresco).

En latabla 7, se muestran los resultados de la concentracion inhibitoria Clso, segin
los métodos de DPPH, ABTS y FRAP para la Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer. Donde a mayor concentracion inhibitoria presenta una mayor capacidad
antioxidante (Clso) los resultados que se obtuvieron fueron de 106,1 + 0,72 pg/mL,
169,3 + 1,40 ug/mL y de 39,1+ 2,18 pg/mL, segun el método DPPH, ABTS y FRAP
respectivamente, siendo estadisticamente diferentes (p< 0,05), siendo estos de
5,2 x101° 3,9 x 10° y 6,8 x 10° respectivamente segun los métodos aplicados,
con base a los (anexos 20, 27 y 34).

Villanueva®, determina la actividad antioxidante de las accesiones de
Chenopodium quinoa Willd. "quinua", mediante el método DPPH a las accesiones:
24 (roja) con 55,61 %; 22 (negra) con 54,84%, 4 (blanca) con 52,01%, 25 (roja)
con 53,88% y 6 (negra) con 50,34%; congruentes a los de IC50 (ug/mL) con
224,51, 228,44; 255,04, 238,13 y 285,99 pg/mL respectivamente, que obtuvieron
los valores mas bajos lo cual indica que requirieron menor concentracion de

extracto para reducir en 50 % al DPPH.

Orjuela®, determina la actividad antioxidantes de los extractos y fracciones de
hojas de la especie Chromolaena perglabra (B. L. Robinson) R.M. King & H.
Robinson, realizada por los dos métodos de decoloracion de los radicales DPPH
y ABTS. Presentando mayor actividad antioxidante la fraccion metanol del extracto
etanol con un ICsp de 1,5 mg/L metanol en el ensayo de DPPH y 20,15 mg/L de

metanol para el ensayo de ABTS respectivamente, siguiéndole la fraccién de
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acetato de etilo del extracto acetato de etilo con un ICso de 29,90 mgExt/L Met por
el ensayo de DPPH y 20,87 mgExt/L Met por el método ABTS.

Se determinaron las diferencias entre los tres ensayos, siendo estos los mas
usados para medir la capacidad antioxidante; siendo FRAP, que se basa en la
capacidad de reduccion férrica y los de ABTSy DPPH, basados en la captacion
de distintos radicales libres. Ademas de que el ensayo de DPPH solo se puede
realizar en un medio orgénico lo cual se constituye una limitante en compuestos
hidrofilicos, es el método de ABTS se puede realizar en medio organico u acuoso

teniendo en consideracioén la naturaleza hidrofilica o lipofilica.

De los resultados obtenidos podemos afirmar que el extracto atomizado de las
hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer. Contiene alto contenido de fenoles
totales, bajo en flavonoides y con buena actividad antioxidante, por lo cual se
pueden realizar otros estudios que puedan confirmar la extraccion del aceite de
Wintergreen el cual contendria como componente principal al salicilato de metilo
el cual servira para posteriores estudios que involucren el andlisis de las

propiedades medicinales y formulaciones magistrales
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VI. CONCLUSIONES

En el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
“coca — coca” se evalud los fenoles totales, los flavonoides y la capacidad

antioxidante.

Los metabolitos secundarios identificados en el tamizaje fitoquimico del
extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
fueron: los flavonoides, compuestos fendlicos y/o taninos, triterpenos y/o

esteroides, lactonas y/o cumarinas y cardiotonicos.

El extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
contienen compuestos fendlicos en promedio de 359,4 + 2,04 mgGAE/g de

extracto seco.

El extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
contienen flavonoides totales en promedio de 22,0 + 0,08 mgRUE/g de extracto

Seco.

El extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
presentan actividad antioxidante in vitro frente al radical DPPH, ABTS y FRAP
obteniendo resultados de 48,95mg/g, 66,42mg/g y 76,64mg/g respectivamente,
con coeficiente de inhibicion al 50% (ICso) de 106,1 pg/mL, 169,3 pg/mL y 39,1

pg/mL respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios para el aislamiento y la cuantificacion de triterpenos y/o
esteroides, lactonas y/o cumarinas y cardioténicos, ya que se pudo observar
que en el estudio fitoquimico la muestra de Gaultheria glomerata (Cav.) sleumer
se denota la presencia moderada de estos metabolitos.

Realizar mayores estudios para comprobar la presencia de salicilato de metilo,
puesto que es la propiedad mas ligada a la familia de las gaultherias
mostrandose que se puede extraer el aceite de wintergreen, asi comprobar los

beneficios que pueda ofrecer para la salud.

Realizar estudios clinicos y farmacoldgicos para evaluar la eficacia y la

seguridad del uso del extracto de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.

Realizar investigaciones en el area de alimentos para productos nutracéuticos

y en el area de Quimica cosmética para fitomedicamentos.

Continuar los estudios de extraccion de los compuestos que nos permitan

determinar la capacidad antioxidante con otros solventes y otras técnicas.

Realizar estudios en el cual se pueda determinar el grado de toxicidad, la
concentracion minima letal, del estracto de Gaultheria glomerata (Cav.)

Sleumer.
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Anexo 1. Certificado de clasificacién taxonémica Gaultheria glomerata Cav.

(Sleumer) “coca — coca” Ayacucho 2018.

C— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
, 0 Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA

A7 VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
VICERRECTORADD O
TVESTIGACI ¥ FOSGAAGS MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Dialogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°221-USM-2018 |
, EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE |
| LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

| La muestra vegetal (rama fértil), recibida del Centro de Desarrollo, Analisis y Control [
] de Calidad de medicamentos y Fitomedicamentos “Marco A. Garrido Malo”; ha sido |
| estudiada y clasificada como Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer y tiene la siguiente :
posicién taxondmica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988): |

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

| CLASE: MAGNOLIOPSIDA
i SUB CLASE: DILLENIIDAE
i ORDEN: ERICALES l
FAMILIA: ERICACEAE |
GENERO: Gaultheria |
ESPECIE: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer |
i Nombre comun: “Coca-coca” |

Determinada por: Mg. Asuncion A. Cano Echevarria

| Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que .
estime conveniente |

i Lima, 08 de junio de 2018

. ACE/ddb |
: Av. Arenales 1256, Jessis Maria E-mail: museohn@unmsm.edu.pe |
| Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii Teléfono: 619-7000 anexo 5703 hespillmuseobm.unmsm. eds.pe
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Anexo 2. Fotografia de las hojas y flores de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer)

“coca — coca” Ayacucho 2018.
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Anexo 3. Flujograma de procedimientos a seguir para la determinacion de la
actividad antioxidante de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca
- coca” Ayacucho 2018

Muestra Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer “coca — coca”

Recoleccion de las hojas

Secado a Temperatura Identificacion
ambiente y bajo sombra taxondémica

Reduccion
de tamafo

Pesado

Extraccion Identificacion
hidroalcohdlica fitoquimica

Obtencién del

ldentificacion

extrgcto fitoquimica
atomizado
Determinacién Determinacién Evaluacion de
de flavonoides de contenido de la actividad
fenoles antioxidante
DPPH ABTS FRAP
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Anexo 4. Esquema para la identificacidn fitoquimica del extracto atomizado de las

hojas Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Identificacion fitoquimica del extracto

atomizado de las hojas Gaultheria
glomerata Cav. (Sleumer).

ENSAYO
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
DE FEHLING ESPUMA BORNTRAGER | NINHIDRINA
BALJET (Azucares (Saponinas) (Quinonas) (Aminoécidos)
(Lactonas) Reductores)
ENSAYODE  ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
KEDDE CLORURO SHINODA LIEBERMAN
(Cardiotonicos) FERRIDO (Flavonoides) BUCHARD
(Taninos y (Triterpenos
Fenoles) ylo
Esteroides)
ENSAYO DE RESINAS
ENSAYO DE ANTOCIANIDINA
ENSAYO DE CATEQUINAS
ENSAYO DE
DRAGENDORFF,
MAYER, WAGNER
(Alcaloides)
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Anexo 5. Resultados de la identificacion fitoquimica del extracto atomizado de las

hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Flavonoides - Ensayo Fenoles y/o Saponinas -
de Shinoda Taninos - Ensayo de
Ensayo de espuma
Cloruro
férrico
e | =i

- | : |
b o o b 0 o 0 ¢ —
Quinonas - Alcaloides — ensayo
Ensayo de de Dragendorff —
Borntrager Maver - Waaner

Triterpenos y/o
Esteroides -
Ensayo de
Lieberman-
Riirchard

Lactonas y/o
Cumarinas -

Ensavo de Baliet

Azucares reductores
- Fehling

Ensayo de Kedde
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Anexo 6. Preparacion del extracto hidroalcoholico por filtrado al vacio de las hojas
de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Para la obtencion del

extracto atomizado. Ayacucho 2018.

N .
Ve I

Biolad  HH-S WATER BATH

L M
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Anexo 7. Metodologia para la cuantificacién de fenoles totales por el método de

Folin-Ciocalteu del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.

(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Solucién madre de
Acido galico

Tomar alicuotas y agregar
H20 destilada C.S.P. 600 uL

U [

[10 pg/mL]

[20 pg/mL]

20 mg de Acido galico aforar a 25 mL con
agua destilada concentracion 800 pug/mL

Agrega 1850 pL de H20 destilada
concentracion 60 pg/mL

J

[40 pg/mL]

[60 pg/mL]

Seguir procedimienta

Pesar 100

mg extracto

LECTURAS DE LA MUESTRA

Tomar 100 pL de muestra o estandar

\

Aforar con

EtOH 70° c.s.p

Adicionar 500 pL de Folin - Ciocalteu 1/10 (v/v)

Aforar con

Agregar 400 pL de carbonato de sodio 7,5%
|

v

EtOH70° c.s.p

Dejar reaccionar 30 minutos en la oscuridad a
T° ambiente

Aforar con

EtOH70° c.s.p
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Realizar lectura a 765 nm




Anexo 8. Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales del extracto
atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca”
Ayacucho 2018.

y =0,0099x + 0,0223
R2 =0,9997
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Anexo 9. Promedio de fenoles de cada lectura, desviacion estandar, coeficiente
de variacion los limites superior, inferior y los promedios del extracto atomizado de

las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Muestra X S %CV +/- LI LS
M1 359,5 0,395 0,11 0,98 358,52 360,49
M2 360,8 2,201 0,61 5,47 355,30 366,24
M3 357,9 0,539 0,15 1,34 356,58 359,26
X 359,4 0,820 0,23 2,04 357,36 361,44
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Anexo 10. Protocolo para la determinacion del contenido de Flavonoides totales
en el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer).

“coca — coca” Ayacucho 2018.
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

Preparacion de la curva de calibraciéon de rutina

Pesar 1 mg de rutina
y diluir con 2,5 mL de
metanol aforar con
EtOH 70°

[40 pg/mL]

Ly I

(mL) AICl3 2% 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
0.5
L) OH 70°
g:p)S mL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05
= @ = ® ® = - I

[8 ng/mL] [12 pg/mL]  [16 pg/mL]  [20 pg/mL] [24 pg/mL] [28 pg/mL] [32 pg/mL] Blanco

Dejar reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y leer la absorbancia a 415

Preparacion de la muestra
LECTURAS DE LA MUESTRA

Pesa 100 mg

extracto seco
Tomar 2 mL de muestra

Aforar con EtOH

70° c.5.p Adicionar 0,5 mL de AICls 2%

2mL

Adicionar EtOH 70° c.s.p 5 mL

Aforar con EtOH

70°c.s.p Dejar reaccionar durante 30

minutos en la oscuridad a T°
ambiente

A4

Realizar lectura a 415 nm
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Anexo 11. Curva de calibracion para la cuantificacién de flavonoides del extracto
atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca”
Ayacucho 2018.

y =0,0275x + 0,0076
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Anexo 12. Promedio de flavonoides de cada lectura, desviacion estandar,
coeficiente de variacion, los limites superior, limites inferior y los promedios del
extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca —
coca” Ayacucho 2018.

X S %CV +/- LI LS
21,8 0,153 0,70 0,38 21,40 22,16
22,3 0,165 0,74 0,41 21,92 22,75
21,9 0,092 0,42 0,23 21,66 22,12
22,0 0,0 0,14 0,08 21,92 22,08
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Anexo 13. Resultado de las coloraciones que presentaron los fenoles y
flavonoides en el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.

(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

FENOLES

FLAVONOIDES
L n _: " ~ n n = L-‘-., _— n n - - - 7."~AI n - L n n ,‘- -
o = zx ‘ { L e - i 4
e R N e SL ‘ 7 o
" 2 ..u"\:o 2 2 ‘ i ak .:--‘!"“" _: ‘::1-? - ‘ ‘x-'“ ' ) A ” .A B A i
o - ‘/\“ TL ! \{N "‘”ﬁ¢ :" .. ':.-\‘ tox J —-;{. it ) < p— .
T AR -y l-il@x ] AN AT
i WA\ , T DY T N, .
1% RN e U
- st ) 8 o, o e e
T o i b :S{ . :
o Sz X 3 e -
o - - N SRR }S:;‘ 'ﬁ,\‘.q..& . .
l L - L L - - L L] - - L L] : - L] L L L] L] J
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Anexo 14. Protocolo para la determinacién de la actividad antioxidante por el
método DPPH del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

METODO DPPH

Preparacion de la curva de calibracion de DPPH

EtOH 96° csp 100ml.
4 mg DPPH

[40 pg/mL]

Leer la absorbancia a 515 nm calibrar el espectrofotometro con EtOH 96°

Determinaciéon de la actividad antioxidante

Muestra Estandar
| |
Preparar una solucién del extracto seco de Pesar 5 mg de Trolox aforar
Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) 500 pg/mL con etanol 96° hasta 10 mL
l |
Tomar alicuotas de 0,25; 0,5; 1, Tomar alicuotas de 0,25; 0,5;
15:2v25mL 1:15:2v25mL
I I
Aforar a 5 mL con etanol 96° Aforar a 5 mL con etanol 96°

Tomar 300 uL de muestra o estandar

Adicionas 2700 uL de la solucién de trabajo DPPH

Agitar e incubar en la oscuridad a T°

ambiente durante 30 minutos
|

Leer en el espectrofotbmetro a 515 nm
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Anexo 15. Curva de calibracién para la determinacién de la actividad antioxidante,
segun el método DPPH del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria
glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

1.200

1.000
y =0,0272x - 0,0102

R2 = 0,9989 .
0.800 s

0.600

Absorvancias
®

0.400 o
0.200

0.000
0 10 20 30 40 50

Concentracion (Ug/mL)
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Anexo 16. Porcentaje de la actividad antioxidante de Trolox en DPPH de cada
lectura: desviacion estandar, coeficiente de variacion, limite superior, limite inferior
y promedios del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

[uz./?ﬁ ] %AA s %CV +/- LS LI
25 2511 0048 0,191 0,12 2523 24,99
50 52,49 0166 0316 041 5200 52,08
100 9557 0048 0,050 0,12 9569 9545
150 9557 0048 0,050 0,12 95690 9545
200 9%,11 0127 0132 0,31 96,42 95,79
250 96,62 0,096 0099 0,24 96,85 96,38
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Anexol7. Porcentaje de la actividad antioxidante de la muestra en DPPH cada
lectura, desviacion estandar, coeficiente de variacion, limite superior, limite inferior
y promedios del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.

(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

[uz./?ﬁ ] %AA s %CV +/- LS LI
25 12,09 0395 3266 0,98 1307 11,11
50 2114 0324 1530 0,80 2195 20,34
100 48,95 0395 0807 0,98 49,94 47,97
150 60,13 0122 0203 0,30 60,43 59,83
200 7843 0289 0,368 0,72 7915 77,71
250 90,65 0,167 0184 041 91,07 90,24
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Anexo 18. Analisis de varianza de la actividad antioxidante mediante la captacion

del radical DPPH en el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata

Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Suma de Media .
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 13920,9 50 2784,2 24654,5 1,25 x 10
Dentro de
14 12,0 0,1
grupos
Total 13922,2 17

Si sig > 0,05 todos los tratamientos son estadisticamente similares

Si sig < 0,05 por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto
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Anexo 19. Comparacion mdltiple de la prueba de Duncan de la actividad
antioxidante mediante la captacion del radical DPPH segun concentracion del
extracto atomizado y Trolox de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer).

“coca — coca” Ayacucho 2018.

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N
1 2 3 4 5 6
mp 25 pg/mL 3 12,1
mp 50 pg/mL 3 21,1
mp 100 pg/mL 3 49,0
Trolox 25 pg/mL 3 25,1
Trolox 50 pg/mL 3 52,5
Trolox 100 pg/mL 3 95,6
Sig. 0 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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Anexo 20. Prueba de levene de igualdad de varianza del Clso, mediante captacion
del radical DPPH del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata
Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Prueba de

SIS 6 pruebat paralaigualdad de medias

igualdad de
varianzas
i . 95% de intervalo
_ Sig. Diferencia de Dif€rencia  ge confianza de la
o g gl (bilateral) medias de error giferencia
estandar - -
Inferior Superior
Se
asumen - 1394 0,0202 -328,30 4 5,16x10%°  -67,47666667 0,21 -68,05  -66,91
varianzas
iguales
No se
asumen
N — -328,30 2,014 0,0000 -67,47666667 0,21 -68,36  -66,60
iguales
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Anexo 21. Resultado de las coloraciones que presentaron el estudio de DPPH en
el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca
— coca” Ayacucho 2018.
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Anexo 22. Protocolo para la determinacién de la actividad antioxidante por el
método ABTS del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.

(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

METODO ABTS

ABTS 7mM Persulfato de potasio 2.45mM

Pesar 19.202 mg de ABTS aforar la Pesar- 33 mg de per§ulfato de
potasio, aforar la solucién a 5mL.

solucioén a 5 mL. con agua destilada .
con agua destilada.

| |
v

Preparacion del radical ABTS

En un frasco ambar colocar 5mL de solucién madre de ABTS 7mM y 5 mL de la
solucién de persulfato de potasio 2.45mM, homogenizar y cubrir con papel aluminio.
La solucién se debe incubar de 12 a 16 horas a T° ambiente antes de su utilizacion.

!

Preparacion de la solucion de trabajo diario

Diluir aproximadamente 1.5mL del radical formado con 50mL de OH 96°, hasta
obtener en valor de ABTS entre 0,70 (+ 0,2) a 734 nm.

Determinacién de la actividad antioxidante

Muestra Estandar
Preparar una solucion del extracto Pesar 5mg de Trolox, aforar con
seco de 12.5mg Gaultheria glomerata etanol 96° hasta 10mL (500pg/mL)

equivalente a 500ug/mL

! !

Tomar alicuotas de 0.25; 0.5; 1; 1.5; Tomar alicuotas de 0.25; 0.5; 1; 1.5;
2y 2.5mL 2y 2.5mL
Aforar a 5 mL con etanol 96° Aforar a 5 mL con etanol 96°

| |
!

Tomar 20 ul de muestra o estandar

!

Adicionar 980 ul del sol. De trabajo ABTS

!

Incubar en la oscuridad a T® ambiente durante 6 minutos

!

Leer en espectrofotémetro a 734 nm
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Anexo 23. Porcentaje de la actividad antioxidante de Trolox en ABTS de cada
lectura: desviacion estandar, coeficiente de variacion, limite superior, limite inferior
y promedios del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.

(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

[p%ﬁm] %AA s %CV 4 LS LI
25 8,02 0,785 9,781 1,95 9,97 6,07
50 23,27 0,373 1,602 0,03 24,19 22,34
100 36,17 0,244 0,675 0,61 36,78 35,57
150 53,61 0,254 0,474 0,63 54,24 52,98
200 68,01 0,854 1,256 2,12 70,13 65,89
250 82,76 0,898 1,085 2,23 84,99 80,53
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Anexo 24. Porcentaje de la actividad antioxidante de la muestra en ABTS cada
lectura, desviacion estandar, coeficiente de variacion, limite superior, limite inferior
y promedios del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

E.A

[ug./rr;l] %AA S %CV +/- LS LI
25 10,37 0,351 3,383 0,87 11,24 9,50
50 18,01 0,122 0,675 0,30 18,31 17,70
100 43,65 0,427 0,978 1,06 44,71 42,59
150 47,22 0,070 0,149 0,17 47,40 47,05
200 57,24 0,791 1,381 1,96 59,21 55,28
250 66,42 0,573 0,862 1,42 67,84 64,99
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Anexo 25. Andlisis de varianza de la actividad antioxidante mediante la captacion
del radical ABTS en el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata

Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Suma de | Media Sj
cuadrados 9 cuadratica 9.
Entre grupos 2389,0 50 477,8 744,9 1,6 x 10
Dentro de 77 12.0 06
grupos
Total 2396,7 17

Si sig > 0,05 todos los tratamientos son estadisticamente similares

Si sig < 0,05 por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto
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Anexo 26. Comparacion mdltiple de la prueba de Duncan de la actividad
antioxidante mediante captacion de radical ABTS segun concentracion del
extracto atomizado y Trolox de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer).

“coca — coca” Ayacucho 2018.

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N
1 2 3 4 5 6
mp 150 pg/mL 3 47,2
mp 200 pg/mL 3 57,2
mp 250 pg/mL 3 66,4
Trolox 150 pg/mL 3 53,6
Trolox 200 pg/mL 3 68,0
Trolox 250 pg/mL 3 82,8
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Anexo 27. Prueba de levene de igualdad de varianza del CI50, mediante
captacion del radical ABTS del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria
glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Prueba de

LEVEE 0O pruebat paralaigualdad de medias

igualdad de
varianzas
95% de intervalo
si Diferencia de Diferencia de confianza de la
F Sig. t gl g- : de error diferencia
(bilateral) medias p
estandar . .
Inferior Superior
Se
asumen 496 0,3818 -35,23 4 3,87x10% -24,58333333 0,70 26,52 -22,65
varianzas
iguales
No se
asumen
varianzas -35,23 3,571 0,0000 -24,58333333 0,70 -26,62  -22,55
iguales
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Anexo 28. Resultado de las coloraciones que presento el estudio de antioxidante
ABTS del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

ESTANDAR

MUESTRA
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Anexo 29. Protocolo para la determinacién de la actividad antioxidante por el
método FRAP del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

METODO FRAP

Preparacion de reactivos

a) Buffer acetato de

sodio 0.3 mM pH 3.6 b) Sol. TPTZ 10 mM

¢) Sol. FeCls. 6 H20O
20mM

Pesar 6.15 mg de acetato Pesar 78 mg de

de sodio y adicionar 2mL TPTZ y aforar a 25 Pesar 1352 mg de

de Ac. Acet. Glac, aforar la mL con HCl 40mM cloruro férrico y aforar

solucion a 250mL con a 25mL con agua

agua destilada. Ajustar el destilada. ]

pH si es neceFario. | Ojo: preparar cada dia
|

Preparacion de la solucién de trabajo

e Mezclar 25 mL de buffer acetato de sodio + 2,5 mL de TPTZ y 2,5 mL FeCls 6H20
e Calentar la solucion en bafio maria a 37°C y mantener a esa temperatura durante todo
el trabajo.

e HCI 40 mM ---> 535 pL de HCI ¢ en 100 mL de agua destilada

Determinacion de la actividad antioxidante

Muestra Estandar
Preparar una solucion del extracto Pesar 5mg de Trolox, aforar con
seco de 125mg Gaultheria etanol 96° hasta 10mL
glomerata equivalente a 500 pg/mL (500pg/mL)
Tomar alicuotas de 0.25; 0.5; 1; Tomar alicuotas de 0.25; 0.5; 1;
15;2y25mL 15;2y25mL
Aforar a 5 mL con etanol 96° Aforar a 5 mL con etanol 96°

| |
|

Tomar 20 uL de muestra o estandar

!

Adicionar 980 uL del sol. De trabaio FRAP

!

Incubar en la oscuridad a T° ambiente durante 30 min.

!

Leer en espectrofotbmetro a 593 nm
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Anexo 30. Porcentaje de la actividad antioxidante de Trolox en FRAP de cada
lectura: desviacion estandar, coeficiente de variacion, limite superior, limite inferior
y promedios del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

[uz'/éﬁll X S 9%CV +/- LS LI
25 4753 0615 1294 153 49,06 46,01
50 63,44 0533 0839 132 64,77 62,12
100 7806 0132 0169 033 78,39 77,74
150 8458 0076 0090 019 84,77 84,39
200 87,26 0044 0051 011 87,37 87,15
250 90,28 0016 0018 004 90,32 90,24
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Anexo 31. Porcentaje de la actividad antioxidante de la muestra en FRAP cada
lectura, desviacion estandar, coeficiente de variacion, limite superior, limite inferior
y promedios del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.

(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

[uz./ﬁﬂ] X_50° s %CV +I- LS L|
25 3805 0871 2288 2,16 40,22 35,89
50 5674 0832 1467 207 5881 54,67
100 76,64 0081 0105 020 7684 76,44
150 77,900 0133 0171 033 7823 77,57
200 8262 0147 0178 037 82,98 82,25
250 8498 0051 0060 013 8510 84,85
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Anexo 32. Andlisis de varianza de la actividad antioxidante mediante la captacion
del radical FRAP en el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata

Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica =Lt
Entre 3788,9 50 757.8 14170 3.4 x 101
grupos
Dentro de 6.4 12.0 05
grupos
Total 3795,3 17

Si sig > 0,05 todos los tratamientos son estadisticamente similares

Si sig < 0,05 por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto
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Anexo 33. Comparacion mdltiple de la prueba de Duncan de la actividad
antioxidante mediante captacion del radical FRAP segun concentracion del
extracto atomizado y Trolox de las hojas de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer).

“coca — coca” Ayacucho 2018.

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N
1 2 3 4 5 6
Muestra 25 pg/mL 3 38,1
Muestra 50 pg/mL 3 56,7
Muestra 100 pg/mL 3 76,6
Trolox 25 pg/mL 3 47,5
Trolox 50 pg/mL 3 63,4
Trolox 100 pg/mL 3 78,1
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Anexo 34. Prueba de levene de igualdad de varianza del CI50, mediante
captacion del radical FRAP del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria

glomerata Cav. (Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

Prueba de
Levene de . .
igualdad ~ de pruebat paralaigualdad de medias
varianzas
95% de intervalo de
confianza de la
. . . Diferencia diferencia
FoooSie t o o demedims 08 0T
estandar
Inferior  Superior
Se asumen
varianzas 1,61 0,2736 -17,11 4 6,84x10° -11,83 0,69 -13,75 -9,91
iguales
No se asumen
varianzas -17,11 2,832 0,0006 -11,83 0,69 -14,11 -9,55

iguales
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Anexo 35. Resultado de las coloraciones que presento el estudio de antioxidante
FRAP en el extracto atomizado de las hojas de Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer). “coca — coca” Ayacucho 2018.

ESTANDAR
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ANEXO 36. Matriz de consistencia

VARIABLES E
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
Contenido Objetivo general Descripcion botanica de la especie | La TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION
de fenoles | ¢(Cudlserael | Evaluar el contenido de | Gaultheria glomerata (Cav.) | Gaultheria Variable 1 Tipo de investigacion
totales, contenido de | fenoles totales, flavonoides y | Sleumer glomerata Fenoles totales Descriptivo
flavonoides | fenoles la actividad antioxidante del | La raiz, rizomatosa postrada, con | (Cav.) Indicador POBLACION:
y actividad | totales, extracto atomizado de las | tallos, maduros y ramitas terete, de | sleumer es | Equivalentes de | Hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
antioxidant | flavonoides y | hojas de Gaultheria | corteza, marrén rojizo; brotes teretes, | una fuente | acido gdlico | Sleumer, que crecen en zonas aridas, del
e del | la actividad | glomerata (Cav.) Sleumer | las hojas, coridceas, ovadas, | de (mg/g) centro poblado de Waraca anexo
extracto antioxidante | “coca — coca” inflorescencia, axilar, racemoso raquis | compuestos | Variable 2 Anchachuasi provincia de Vinchos del
atomizado | de las hojas | Objetivos especificos subterete, sin dngulos, bractéolas. bioactivos, Flavonoides departamento de Ayacucho.
de las | de la | o Identificar los metabolitos | COMPOSICION QUIMICA tales como | totales MUESTRA:
hojas de | Gaultheria presentes en las hojas del | El aceite de gaultheria se compone | fenoles y | Indicador Hojas desecadas de Gaultheria glomerata
Gaultheria | glomerata extracto atomizado de las | sobre todo de salicilato de metilo (de | flavonoides, Equivalentes de | (Cav.) Sleumer, recolectadas durante el mes
glomerata | (Cav) hojas de Gaultheria | un 85 a 99 por ciento), que representa | con actividad | rutina (mg/g) de mayo-junio, siguiendo las
(Cav.) Sleumer? glomerata (Cav.) Sleumer. | casi todas las increibles propiedades | antioxidante | Variable 3 recomendaciones establecidas para estos
Sleumer. “coca — coca” curativas de este aceite esencial. Actividad casos.
“coca - e Cuantificar el contenido de | También contiene guaiadiene, a- antioxidante DISENO METODOLOGICO:
coca”. fenoles totales del extracto | pineno, mirceno, delta-careno, Indicadores Se recolectard y se secara la muestra
atomizado de las hojas de | limoneno y delta-cadineno. Porcentaje  de | Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer,
Gaultheria glomerata | RADICALES LIBRES inhibicion (%), | La obtencion del extracto hidroalcohdlico con
(Cav.) Sleumer. “coca — | Un radical libre (RL) es cualquier TEAC alcohol de 70°, prosiguiendo con obtener el

coca”

¢ Cuantificar el contenido de
flavonoides del extracto
atomizado de las hojas de

Gaultheria glomerata
(Cav.) sleumer. “coca —
coca”

e Evaluar la actividad
antioxidante del extracto

atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer. “coca —
coca”

especie quimica ya sea atémica o
molecular, capaz de existir
independientemente y que contiene
uno o mas electrones desapareados
en el orbital méas externo.
ANTIOXIDANTES

Son sustancias cuya accion consiste
en inhibir las tasas de oxidacion de los
nocivos radicales libres (disminuyen
las defensas, producen dafio celular
con la posibilidad de producir cancer,
aterosclerosis y envejecimiento).

extracto atomizado.

La identificacion de los compuestos quimicos,
se realizara siguiendo el procedimiento
descrito en Pérez et al,

Se determin6 la concentracion de
compuestos fendlicos totales usando el
método de Stintzing et al, el cual utiliza el
reactivo de Folin-Ciocalteu.

Se determiné la concentracion de
flavonoides.

La evaluacién de la actividad antioxidante, se
determinara por los métodos DPPH, ABTS y
FRAP.

Se determind el andlisis estadistico mediante
el analisis de varianza (ANOVA).
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Contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad
antioxidante del extracto atomizado de las hojas de Gaultheria
glomerata (Cav.)Sleumer. “coca — coca” Ayacucho — 2018.

Yohana Ore Zamora!, Marco R. Aronés Jara?, Escuela profesional de Farmacia y Bioquimica —
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

La finalidad de esta investigacion fue evaluar el contenido de fenoles totales, flavonoides
y capacidad antioxidante del extracto atomizado de las hojas de la Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer “coca — coca”, el cual se desarrollé en el Centro de Desarrollo, Analisis y
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Universidad
Nacional San Cristébal de Huamanga. Las muestras fueron recolectadas en el centro
poblado de Huaraca del distrito de Vinchos, provincia de Huamanga, con un tipo de
investigacién descriptiva. Se realiz6 el tamizaje fitoquimico, prosiguiendo con la
determinacion del contenido de fenoles totales y flavonoides, por los métodos de Folin-
Ciocalteu vy tricloruro de aluminio (AICI3) respectivamente, se continué determinando la
actividad antioxidante por los métodos de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), ABTS (acido
2,2'-azino-bis (acido3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y FRAP (Poder antioxidante reductor
del hierro), analizando asimismo el coeficiente de inhibicién al 50%. Los resultados en la
identificacién de metabolitos secundarios fue la presencia de flavonoides, compuestos
fendlicos y/o taninos, triterpenos y/o esteroides, lactonas y/o cumarinas y cardiotdnicos.
En la cuantificacion de fenoles totales fue de 359,4 mgGAE/g de extracto seco y en los
flavonoides fue de 22,0 mgRUE/g de extracto seco, en los ensayos de la actividad
antioxidante se obtuvo 48,95 mg/g para DPPH, 66,42 mg/g para ABTS y 76,64mg/g para
FRAP, con un coeficiente de inhibicion al 50% (IC50) de 106,1 pg/mL, 169,3 ug/mL y 39,1
png/mL respectivamente. En conclusion, las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer,
contiene alto contenido de fenoles totales y bajo en flavonoides, por lo tanto, cuenta con
gran actividad antioxidante.

Palabras claves: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, fenoles totales, flavonoides
totales, Antioxidantes, coca-coca.

SUMMARY

The purpose of this research was to evaluate the content of total phenols, flavonoids and
antioxidant capacity of the atomized extract of the leaves of the Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer "coca-coca", which was developed at the Center for Development, Analysis and
Quality Control of Medicines and Phytomedication (CEDACMEF) of the National University
San Cristébal de Huamanga. The samples were collected in the town of Huaraca in the
district of Vinchos, province of Huamanga, with a type of descriptive research.
Phytochemical screening was carried out, continuing with the determination of the content
of total phenols and flavonoids, by the Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride (AICI3)
methods respectively, the antioxidant activity was continued by the DPPH methods (2,2-
diphenyl-1-picrylhydracil), ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
and FRAP (antioxidant iron reducing power), also analyzing the 50% inhibition coefficient.
The identification of secondary metabolites was the presence of flavonoids, phenolic and /
or tannin compounds, triterpenes and / or steroids, lactones and / or coumarins and
cardiotonics.In the quantification of total phenols was 359.4 mgGAE / g of dry extract and
in the flavonoids it was 22.0 mgRUE / g of dry extract, in the tests of the antioxidant activity
48.95 mg / g for DPPH, 66.42 mg / g for ABTS and 76.64mg / g for FRAP were obtained,
with a 50% inhibition coefficient (IC50) of 106.1 pg/mL, 169.3 pg/mL and 39.1 pg/mL
respectively. In conclusion, the leaves of Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, contain
high content of total phenols and low in flavonoids, therefore, it has great antioxidant
activity.

Keywords: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, total phenols, total flavonoids,
Antioxidants, coca-coca

1. Tesista bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica - UNSCH
2. Magister adscrito al Departamento Académico de Medicina Humana, Fac. de Ciencias de la Salud -UNSCH
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[. INTRODUCCION

Medicina tradicional debe ser la base para
el desarrollo de drogas, ya que esto incluye
el conocimiento del valor terapéutico de la
flora. Por lo tanto, el conocimiento de las
préacticas médicas tradicionales juega un rol
crucial para la seleccién de especies a ser
posteriormente consideradas como fuentes
potenciales de drogas universalmente
aplicables?.

En los ultimos afios se ha incrementado el
interés en la blsqueda de antioxidantes
naturales, actualmente es evidente que
exista una relacion entre alimentacion y las
enfermedades cronico — degenerativas, las
cuales también se relacionan directamente
con los radicales libres, los cuales estan
asociados con una serie de patologias que
afectan masivamente a la poblacién, esto
es debido en gran parte al estrés oxidativo
generado?.

Los compuestos fendlicos tienen una gran
capacidad antioxidante, dentro de esta gran
familia pueden encontrarse tres grupos
principales: 4cidos fendlicos, los polifenoles
y los flavonoides, siendo estos ultimos el
grupo mas comun. Los antioxidantes de las
plantas se deben principalmente a la
presencia de compuestos fendlicos, los
cuales debido a sus propiedades redox
pueden actuar como donadores de
hidrogenos y de esta manera prevenir o
retrasar el desarrollo de enfermedades
degenerativass.

Son capaces de inhibir procesos de
oxidacién en alimentos y de envejecimiento
celular. La oxidacién de grasas, aceites
hace que experimenten transformaciones
que reducen su calidad nutritiva y se
produzcan compuestos volatiles que
generan olores y sabores indeseables. Esta
oxidacién puede ser minimizada por los
extractos de las plantas, ya que actdan
neutralizando los radicales libres que se
forman en la primera etapa de la oxidacion
y ello permite que puedan sustituir, al
menos parcialmente, a los antioxidantes
sintéticos, potencialmente toxicos*.

La mayoria de las preparaciones de hierbas
se prepararon con las hojas de las plantas
(35%), toda la planta (21,25%) y tallos
(17,5%). Esto indica que los curanderos
locales cuentan con un conocimiento muy
bien desarrollado sobre las propiedades de
diferentes partes de la planta. En el 60% de

los casos se utilizd material vegetal fresco
para preparar remedios, que difiere del
modo promedio de preparado de hierbas en
el Perd. So6lo alrededor del 55% de los
recursos se aplicaron por via oral, mientras

que los restantes se  aplicaron
tépicamentel.
Las técnicas mas utlizadas para

determinar la capacidad antioxidante son el
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), ABTS
(acido azino-bis2.2 (acido 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) 'y  FRAP
(actividad férrico reductora/poder
antioxidante); con la técnica del
espectrofotdmetro, para el andlisis de los
métodos se empled el reactivo patrén
Trolox (acido 6-hidroxil-2,5,7,8—
tetrametilcroman-2-carboxilico) un analogo
hidrosoluble de la vitamina E.

El andlisis de contenido de fenoles totales
se realiz6 por el método de
espectrofotometria de Folin-Ciocalteu, para
lo cual se usé &cido gélico como el
compuesto fendlico de referencia, para el
contenido de los flavonoides totales se
emple6 el reactivo tricloruro de aluminio
(AICIs).  Utilizando la rutina como el
compuesto flavonoide de referencia.

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo general

Evaluar el contenido de fenoles totales,
flavonoides y la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las hojas de la
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
Ayacucho 2018.

1.1.2. Objetivos especificos

Identificar los metabolitos presentes en
las hojas del extracto atomizado de las
hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer. “coca - coca”.

e Cuantificar el contenido de fenoles
totales del extracto atomizado de las
hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer. “coca - coca”.

e Cuantificar el contenido de flavonoides
del extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
“coca - coca”.

e Evaluar la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
“coca - coca”.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion del
investigacion

trabajo de

El presente trabajo se ejecutd en el
laboratorio de Centro de Desarrollo,
Andlisis y Control de Calidad de
Medicamentos y Fitomedicamentos
(CEDACMEF) de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de San Cristdbal de Huamanga.

2.2. Definicion de Poblacion y muestra
2.2.1. Poblacién

Las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer que crecen en zonas aridas, del
centro poblado de Huaraca, distrito de
Vinchos, provincia  de Huamanga
departamento de Ayacucho.

2.2.2. Muestra

De 2 kg de hojas de Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer, recolectadas en el centro
poblado de Huaraca del distrito de Vinchos,
provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho, ubicado a una altura de 3129
m.s.n.m.

2.2.3. Unidad de analisis

40g de extracto seco de Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer “coca — coca”

2.3. Metodologiay recoleccion de datos
2.3.1.

Las muestras de las hojas se recolecto en
estado de madurez por la mafana y
transportada a los laboratorios de la
Escuela de Farmacia. Se secdé a
temperatura ambiente, en un lugar con
buena ventilacion, sombreado en tendeles
de papel bond, removiendo el vegetal cada
24 horas para evitar su descomposicion,
por un periodo de ocho dias segin las
directrices OMS?35,

Recolecciéon de la muestra

2.3.2. Obtencion del extracto
hidroalcohdlico
Luego del secado de las hojas de

Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer se
redujo el tamafio de particula utilizando un
mortero, hasta obtener un pulverizado
uniforme, luego se pesa 20 g de muestra
para ser humectada en un frasco ambar
para su maceracion, cubriéndolo con
alcohol de 70° hasta una altura de 1 -2 cm
por encima de la muestra, durante 24 horas

en el agitador magnético, Luego del tiempo
de humectacion se transfirié la muestra al
equipo de filtrado al vacio, moviendo
constantemente la muestra para extraer la
mayor cantidad posible, se recibié el filtrado
y se guardd en un frasco cubriendo con
papel aluminio®6,

2.3.3. Obtencion del extracto
atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata Cav.
(Sleumer)

Se llevé la muestra a bafio maria a una
temperatura de 40°C, con el fin de destilar
el alcohol de la muestra, llegando hasta un
promedio entre 1 - 2 grados de alcohol el
cual favorece a la mejor atomizacion del
extracto. Se atomizé la muestra con el uso
del atomizador Mini Spray Dryer B-290 y el
producto obtenido se envaso en un
recipiente herméticamente cerrado, debido
a que el extracto atomizado es muy
higroscopico®®.

2.3.4. Ensayo fitoquimico del extracto
atomizado

Las reacciones de identificacién de los
diferentes metabolitos secundarios del
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, se
realizaron siguiendo los procedimientos de
Pérez et al.3”, Miranda y Cuellarss.

2.3.5. Evaluacién de los parametros
fisicoguimicos del extracto

atomizado

Al extracto atomizado, se evaludé los
parametros fisico-quimicos®°.

2.4. Determinacién de contenido de
fenoles totales

Se determiné el contenido de fenoles
totales mediante el método de
espectrofotometria de Folin-Ciocalteu, para
lo cual se us6 el acido galico como el
compuesto fendlico de referencia'l.

Este método se fundamenta en su caracter
reductor y seguida neutralizacion. Consiste
en la mezcla de la muestra a analizar y el
reactivo de Folin-Ciocalteau, el cual tiene la
capacidad de reaccionar con los
compuestos polifendlicos, dando como
resultado un cambio de coloracién de
amarillo a azul, y su intensidad depende del
contenido de fenoles presentes en la
muestra. Seguidamente se mide esta
coloracion en el espectrofotometro
765nm*°,
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2.4.1. Preparacion de la curva de

calibracion de acido galico

Se pes6 20 mg de acido galico, se disolvié
con agua destilada y se enraz6 a un
volumen de 25 ml para obtener una
solucién stock de 800 upg/mL. de esta
solucién madre de prepararan soluciones
estandares de 10, 20, 40, 60 pg/mL. A partir
de los estandares se toman alicuotas de
100 pL, 500 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu y 400 pL de carbonato de sodio
7,5 %. Transcurridos los 30 minutos se
mide la absorbancia 765 nm. Se usé la
solucién preparada sin la muestra como
blanco. Diluir el reactivo Folin 1/10 con
agua destilada.

2.4.2. Procedimiento para la

preparacion de la muestra:

Se pes6 100 mg del extracto seco llevado a
dilucién de 10 mL con etanol de 70°, se
extrajo 2 mL de esta dilucion se llevé a una
fiola 25 mL aforado con etanol de 70° y por
ultimo de extrajo 2 mL de la dltima dilucién
llevado una fiola de 5 mL aforado con etanol
de 70° (solucion muestra) tomar 100 pL de
las muestras convenientemente diluidas,
tomar 500 pL del reactivo Folin — Ciocalteau
1:10, adicionar 400 pL de una solucién de
carbonato de sodio al 7,5 %, se mezclé en
un tubo de ensayo, se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 30 minutos,
se medi6 la absorbancia de las muestras a
una longitud de onda de 765nm utilizando
un espectrofotbmetro; El contenido de
fenoles totales se expresard en miligramos
de equivalentes de &cido gélico (GAE) por
gramo de material vegetal seco, a partir de
una curva de calibracién del estandar acido
galico de 10 a 60 ug/mL.

2.5. Cuantificacion de flavonoides

totales

El contenido de flavonoides totales sera
determinado por el método de Palomino,*!
Empleando el reactivo AICls. Utilizando la
rutina como el compuesto flavonoide de
referencia.

2.5.1. Preparacion de la curva de
calibracion de rutina solucién

madre de rutina

Se pes6é 1 mg de rutina, vertido en un
matraz de 25 mL, se disolvié con 2,5 mL de
metanol y aforar a volumen con etanol de
70°. De esta solucion stock se tomé
directamente de 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5y 4 mL;

0,5 mL de tricloruro de aluminio y etanol al
50 % cantidad suficiente para 5 mL; el
blanco se prepara de igual forma sin la
muestra*2.Dejar reposar 30 minutos y luego
realizar las lecturas en el espectrofotometro
a una longitud de onda de 415 nm.

2.5.2. Procedimiento de la preparacién

de la muestra

Se peso 100 mg del extracto seco y llevar a
diluciones de 10 mL y 25 mL aforado con
etanol 70 % (solucién muestra). A partir de
la altima dilucién se tom6 una alicuota de 2
mL y se transfirié a un volumétrico de 5 mL,
se adicion6é a continuaciéon 0,5 mL del
reactivo de tricloruro de aluminio 2 %. 2,5
mL se completara con alcohol de 70 %
hasta volumen. Después de treinta minutos
de incubacibn a T° ambiente, la
absorbancia sera medida a 415 nm. El
contenido de flavonoides totales se calculé
como equivalentes de rutina (mg de
rutina/gMS) a partir de la curva de
calibracion de este compuesto.

La curva de calibracion se trabajé con un
intervalo de concentracion de 8-32 pg/mL.

2.6. Determinacion de la actividad

antioxidante

2.6.1. Meétodo de radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH)

Se realiz6 la evaluacién cuantitativa de la
actividad  antioxidante  siguiendo la
metodologia descrito por Sousa et al.*3, el
seguimiento del consumo de radical DPPH
por las muestras, mediante la disminucién
de la absorbancia de las soluciones a
diferentes concentraciones. Estas
mediciones se haran en UV-Vis; a una
longitud de onda de 515 nm, se usaré el
acido gélico como control positivo. Los
resultados se pueden expresar como ICso,
% de captacion, % de actividad
antirradicalaria, o equivalentes a trolox o
equivalentes a vitamina C (cuando es
comparado con estandares)

2.6.1.1. Procedimiento

Se procedi6 a preparar 50 mL de la solucién
madre DPPH en etanol 96° a una
concentracién de 40 mg/mL, se mantuvo en
el refrigerador y protegido de la luz, se
realizé diluciones de 35, 30, 25, 20, 15, 10,
5, 1 pg/mL. La curva de calibracién se
construirda a partir de los valores de
absorbancia obtenidos a 515 nm de todas
las soluciones (1 a 40 pg/mL), medidas en
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una cubeta de vidrio con el camino optico
de 1cm y teniendo como “blanco” el
etanol*3.

El extracto atomizado de Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer y el control
positivo (trolox) en etanol 96°, se diluy6 a
concentraciones de 250, 200, 150, 100, 50
y 25 mg/mL. Las medidas de absorbancia
de las mezclas de reaccién (0,3 mL de
solucién de muestray 2,7 mL de la soluciéon
madre de DPPH a la concentracién de 40
pg/mL) se realizé a 515 nm a 1, 5y 10
minutos, cada 10 minutos hasta 1 hora. Se
utilizard una mezcla de etanol (2,7 mL) y 0,3
del extracto como soluciéon de blanco.*® A
partir de la curva de calibracion de la
ecuacion y los valores de tiempo
absorbancia de 30 minutos, se determing el
porcentaje de DPPH restante (Y%DPPHRewm).

De acuerdo a la ecuacion

%DPPHREM = ] x100

DPPH;_,

Ecuacién 1. Determinacion del DPPH

remanente
Donde:

DPPH-;Concentracion DPPH en el medio
de reaccion.

DPPHT=0 Concentracién inicial de DPPH

Los valores de absorbancia a todas las
concentraciones ensayadas se convertiran
en porcentaje de actividad antioxidante
(%AA), que serd determinada por la
ecuacion®.

- {[Abscontrol B (Absmuestra - Absblanco)]X100}

%AA
Abscontrol

Ecuacion 2. Determinacion del porcentaje
de Actividad Antioxidante

Donde:

Abs control: absorbancia inicial de la soluciéon
metandlica de DPPH,

Abs muestra: absorbancia de la reaccion del
DPPH con la muestra.

La concentracién requerida para el 50% de
inhibicion del radical libre DPPH (ICso) sera
calculada mediante la ecuacion de la
grafica de concentracion del extracto y
trolox vs % inhibicion.

Posteriormente se determina la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC) con la
ecuacioén

IC5yTrolox

o)
= 100
100g planta ICSOmuestraX

TEAC (TROLOX

Ecuacion 3. Determinacion de la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC)

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

Para la solucion madre de ABTS: Se
prepar6 una solucion madre de ABTS
(7Mm), para ello se pesd exactamente
0,09601 g de ABTS (4cido 2,2'-azino-bis
(4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
diammonium salt, 98%) y se disolvié en 25
ml de agua bidestilada®37:38,

Se prepard la soluciéon de persulfato de
potasio: Se preparé una solucién de
persulfato de potasio (2,45Mm), para ello
se pes6 0,0165 g de K2S20sYy se disolvio en
25mL de agua bidestilada®4546,

Preparacion del radical ABTS™

En un frasco ambar, se colocé 3mL de la
solucion madre ABTS (7mM) y 3 mL de la
solucién de Persulfato de Potasio K2S20sg
(2,45mM), se homogenizé y se cubrié con
papel aluminio. La solucién se incub6 de 12
a 16 horas a temperatura ambiente (+ 25°C)
antes de su utilizacion.

La solucién tiene un periodo de uso de 2
dias en refrigeracion. Una vez formado el
radical ABTS++ se diluyd con etanol 96°
hasta obtener un valor de absorbancia
comprendido entre 0,70 (+ 0,02) a 754 nm
(longitud de onda de méaxima
absorcién)545.4748,

2.6.2.1. Procedimiento

Se colocé 20 pl de la solucién del extracto
a concentraciones de 50 a 250 pg/mL en
tubos de vidrio y se reaccioné con 980 uL
del radical ABTS se mide la densidad
oOptica de la mezcla de reaccion al minuto 6
a 734 nm, se realiz6 los ensayos por
triplicado.

Se construyo la curva de calibracion con
Trolox a concentraciones de 50 a 250
pug/mL, y se determinard el porcentaje de
inhibicién utilizando la siguiente ecuacion?:
o (A inicial) — (Afinal)
% de Inhibicion = ———————— x 100
(Ainicial)
Ecuacion 4. Determinacion del porcentaje
de inhibicién de radicales libres con Trolox
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Con los datos obtenidos se calculd la
Concentracién  Inhibitoria 50  (ICso),
Posteriormente se determiné la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC) con la
ecuacioén

mg ICgo Trolox
TEAC (TROLOX ) = 0

100g planta/ ~ IC._;(,muestraX

Ecuacion 5. Determinacion de la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC)

2.6.3. Método poder reductor
antioxidante Férrico (FRAP)

Este ensayo se basa en el poder de un
compuesto o extracto para reducir la 2,4,6-
tris  (2-piridil)-s-triazina  (TPTZ). Un
antioxidante potencial puede reducir el ion
férrico (Fe®*) a ion ferroso (Fe?*); esta
Gltima forma un complejo azul (FeZ*/TPTZ),
cuya absorbencia se lee a 590 nm, La
reaccion debe llevarse a cabo en
condiciones acidas (pH 3.6) para conservar
la solubilidad del hierro. El poder reductor

estda relacionado con el grado de
hidroxilacion y la conjugacién en los
fenoles®°.

Desarrollo del método

Solucién de &cido clorhidrico HCI 40Mm.
Se diluy6 535uL de HCI (37%) en 100mL de
agua destilada.

Solucion TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-
triazine) 10mM. Se pes6 0,0312 g del
reactivo TPTZ y se disolvié en un matraz de
10ml con HCI 40mM. Solucion de
FeClz.6H20 20mM. Se pesé 0,1352g de
FeClz.6H20, se disolvié en 25mL de agua
destilada. Tampén acetato 0,3mM; PH 3,6
para 250 mL. Se disolvi6 0,00615g de
acetato de sodio en 200 mL de agua
destilada®049,

Ajustar el pH a 3,6 utilizando HCI 40mM y
completar hasta los 250 mL con agua
destilada.

2.6.3.1. Procedimiento

Se coloco 20 pL de la solucién del extracto
a concentraciones de 50 a 250 pg/mL en
tubos de vidrio y se hacen reaccionar con
980ul de la solucion de trabajo. Se medé la
densidad o6ptica de la mezcla de reaccion al
minuto 30 a 593 nm, los ensayos se
realizardn por triplicado. Se construyd la
curva de calibracion con Trolox a
concentraciones de 50 a 250 pg/mL, y se
determinara el porcentaje de inhibicion
utilizando la ecuacion 4.

Con los datos obtenidos se calcula la
Concentracién Inhibitoria 50  (ICso),
Posteriormente se determina la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC) con la
ecuacion?e,

mg IC5o Trolox
TEAC (TROLOX ) = 0

100g planta/ ICSOmuestraX

Ecuaciéon 7. Determinacion de la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC).

3. Andlisis de datos

Los datos que se obtuvo de la evaluacion
de los estudios fueron procesados por
Microsoft y en el Software OriginPro. Se
expreso los resultados como promedio, la
diferencia significativa existente entre los
tratamientos fue evaluado del andlisis de
varianza (ANOVA one-way), seguidos de la
prueba de t-student, con un nivel de
significancia estadistica de 0,05. Los
promedios de la actividad antioxidante son
reportados en graficos y los valores de Clso
son reportados en tablas.

Para identificar diferencias
estadisticamente significativas de las
concentraciones evaluadas se calculé en
andlisis de varianza, comparaciones
multiples de Duncan vy t-Student de
muestras independientes con nivel de
confianza de 95%, mediante el programa
de SPSS versién 19.0%2,

Ill. RESULTADOS

Tabla 5. Identificacibn de metabolitos
secundarios presentes en el extracto
atomizado de las hojas de Gaultheria
glomerata Cav. (Sleumer).”coca — coca”
Ayacucho — 2018.

Metabolito Observa
. Ensayos Rest .
secundario ciones
Coloracién
Flavonoide . naranja en
Shinoda ++ |
S la fase
amilica
loracién
Fenoles y/o Cloruro .t Sgrgeac 0
Taninos férrico .
intensa
. loracién
Triterpenos . Coloracio
Liebermann- verde con
ylo +++
. Burchard un halo
Esteroides .
rojo
Lactonas Coloracién
ylo Bajet ++ naranja
cumarinas oscuro
Cardioténic Precipitad
Kedde ++ pitz
0s 0 naranja

Leyenda: Regular: (++) Intensa: (+++)
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Tabla 6. Pardmetros fisicoquimicos del 100.0
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer). “coca
— coca” Ayacucho — 2018. 800
Parametros Ensayos Resultados
. = Sl 52,49
Color Beige claro X i
Olor Suigéneris 8
Organoléptico _ S 400
Sabor Agrio 'g | 2511
§ o
Aspecto Polvo fino S 200 -
Metanol Soluble ©
3
Cloroformo Soluble S 00
Solubilidad > ’ 25 50
Etanol Soluble bz}
< Trolox (ug/mL) Gaultheria
Agua Soluble glomerata
pH Agua 3,76 Tratamiento
Humedad Perdida por 4,12% Tratamiento Concentracion (ug/mL)
desecacion ’ 25 50 100
Cenizas Cenizas totales 1,24% Trolox 2511+ 52,49 + 95,57 +
0,12 0,41 0,12
. . G. 12,09 + 21,14 + 48,95 +
Figura 5. Contenido de fenoles totales y Glomerata 098 080 098
flavonoides en el extracto atomizado de las lor = 1.25 x 107
hojas de Gaultheria glomerata Cav. p-valor =1,25x 10
(Sleumer) “coca — coca” Ayacucho - 2018. Figura 7. Porcentaje de actividad

500.0

359,4
EAGI/g.

400.0

300.0

200.0

Contenido (mg/g)

100.0

0.0

Fenoles Totales Flavonoides

Composicién

Iig?;lleess Flavonoides
Tratamiento
(mg AGE/g (mg RUE/g Ext.
Ext. S) S)
359,4 +
G. glomerata 2.04 22,0+ 0,08
Figura 6. Porcentaje de la actividad

antioxidante por el método de DPPH del
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca
- coca” Ayacucho - 2018.

antioxidante mediante el método ABTS del
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca
— coca” Ayacucho - 2018.

100.0

80.0

60.0

40.0

20.0

0.0

150 200 250 | 150
Trolox (ug/mL)

200 250

Gaultheria
glomerata (ug/mL)

Actividad antioxidante (%)

Tratamiento

_ Concentracion (pug/mL)
Tratamiento

150 200 250
5361+ 6801+ 8276+

Trolox 0,63 212 223
4722+ 5724+ 6642+

G. Glomerata 017 1.96 142

p-valor =1,6 x 10
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Figura 8. Porcentaje de actividad
antioxidante mediante el método FRAP del
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer) “coca
— coca” Ayacucho - 2018
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Actividad antioxidante (%)

G. glomerata
(ug/mL)

Tratamiento

Concentracion (ug/mL)
Tratamiento

25 50 100
4753+ 6344+ 78,06+
Trolox 153 132 0,33
G. 3805+ 5674+ 76,64+
Glomerata 0,16 2,07 0,20

p- valor = 3.4 x 106

Tabla 7. Concentracién inhibitoria media
(Clso) del extracto atomizado de las hojas
de Gaultheria glomerata Cav. (Sleumer)
“coca — coca” Ayacucho — 2018.

DPPH ABTS FRAP
Muestra Clso Clso Clso
(ng/mL) (ug/mL)  (ug/mlL)
Gaultheria 106,11+ 169,3+ 39,1+
glomerata 0,72 1,40 2,18
38,7 144,7 + 27,2 +
il 0,04 2,01 1,04
p- valor 0000 32X  68x10°
IV. DISCUSION

Se ha demostrado que en el Perq, el
comercio de hierbas es un recurso
econémico de mayor importancia, pero se
ve amenazado por la disminuciéon en los
conocimientos tradicionales llevando a una
valorizacion inapropiada de los remedios
tradicionales, las investigaciones mas
consideradas son las de la concentracion
inhibitoria minima, andlisis de toxicidad,

ensayos de actividad bacteriana y analisis
fitoquimicos, se han enfocados estudios
para tratamientos herbales de
enfermedades renales e infecciones
urinarias, acné y malariaZ.

En la Tabla 5, Por medio del andlisis
fitoquimico se determind cualitativamente
en el extracto atomizado de las hojas
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer. La
presencia de distintos  metabolitos
secundarios, tales como los flavonoides,
compuestos  fendlicos y/o  taninos,
triterpenos y/o esteroides, lactonas y/o
cumarinas y cardioténicos; asi mismo
resaltar los ensayos de cloruro férrico y
shinoda, por los que se puede determinar la
presencia de compuestos fendlicos y/o
taninos y flavonoides respectivamente,
observandose una coloracién naranja en la
fase amilica para flavonoides y una
coloracion verde intensa para taninos
pirocatecdlicos. Las cuales le otorgan
distintas propiedades terapéuticas para la
salud, es por elo que muchas
investigaciones se basan para otorgarle su
poder antioxidante.

Por su lado Castafieda y Pazos!3, en otra
investigacion al extracto hidroalcohdlico del
fruto de la Gaultheria erecta, reporta mayor
presencia de compuestos fendlicos y/o
taninos, de flavonoides y en menor
cantidad a los azucares reductores,
cumarinas y aminoécidos, mostrando que
su fruto de esta especie muestra un gran
poder antioxidantes, libre de alcaloides,
basandose en su resultado negativo y a
bibliografias, en la cual clasifican a la
familia de la ericaceae no se caracteriza por
la presencia de alcaloides; por lo cual este
resultado coincide con la quimio-taxonomia
de la familia.

En la tabla 6; se determina las
caracteristicas de los  pardmetros
fisicoguimicos del extracto atomizado de
las hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer. Demostrando una coloracién
beige claro, un olor siugeneresis, un sabor
agrio, aspecto polvo fino, solubilidad en
metanol, cloroformo, agua, con un pH de
3,76, humedad 4,12%. Esta propiedad es
significativa puestos que manifiesta el
cuidado que se tuvo durante el manipuleo,
procesamiento y almacenamiento de la
especie vegetal y ceniza 1,24 %.

En un estudio sefala Palomino*?, que se
evallan propiedades organolépticas, por
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medio de la evaluacién sensorial a través
de la cual se debe hacer uso de uno o mas
sentidos, la cual servirdA de forma mas
directa para la medicion de la calidad del
producto alimenticio.

Por lo cual muchas investigaciones
coinciden que, en el estudio fitoquimico de
la familia de las ericaceae, se puede
observar tanto en los extractos de las hojas,
flores y frutos la mayor presencia de fenoles
totales y/o taninos y flavonoides, los cuales
le otorgan poderes antioxidantes potentes
con efectos anticancerigenos y
antimutagénicos beneficiosos para la salud.

Garrido et al%, sefala que Ia
determinacion de fenoles y flavonoides
totales, se podria deber a la capacidad de
los disolventes para extraer los compuestos
desde el material vegetal, a la temperatura
o al tiempo de extraccion; Lo cual podria
explicar también el alto porcentaje de
rendimiento de estos extractos,
demostrando que el disolvente utilizado en
el proceso de extraccién juega un rol
importante, considerando la polaridad tanto
del disolvente como la de los compuestos
fendlicos.

En la figura 4, se observa los resultados de
la cuantificaciébn de fenoles totales vy
flavonoides, se usaron los métodos de
espectrofotometria de Folin — Ciocalteu y
cloruro de aluminio respectivamente. Para
la cuantificacion de fenoles totales se
elabor6 la curva de calibracion del acido
galico, con un coeficiente de correlacion de
0,9997 (anexo 9) obteniéndose en
miligramos de acido galico equivalentes
(AGE) por gramo de extracto seco de las
hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer., los cuales presentaron valores
de fenoles totales 359,4 + 2,04mg AGE/g
de extracto seco. Los flavonoides en
miligramos de rutina equivalentes (RUE)
por gramo de extracto seco, se obtuvieron
valores de 22,0 + 0,08mg RUE/g de
extracto seco. Se puede observar que el
contenido de flavonoides es menor,
basamos en que son los fenoles los que
engloban a los flavonoides.

Segun Carpio y Figueroal?, En el analisis
para la cuantificacion de fenoles totales se
observa la coloracion azul debido a que el
reactivo de Folin — Ciocalteu, reacciona con
los compuestos polifenolicos en medio
alcalino, teniendo como resultado un
cambio de la coloracién de amarrillo a azul,

considerando que la intensidad depende
del contenido de fenoles presentes. En el
andlisis de flavonoides por medio del
tricloruro de aluminio se observa una
coloracion amatrrilla el cual se debe a que el
catién de aluminio forma complejo estables
con el flavonoide en etanol asi evita la
interferencia de  otros  compuestos
fendlicos.

La finalidad de esta investigacion fue de
determinar la actividad antioxidante del
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata (Cav.) sleumer, por
medio de los compuestos cromogenos in-
vitro con las especies radicalarias
simétricas (DPPH, ABTS Y FRAP)
considerando que estos métodos son los
més usadas en los laboratorios del mundo,
ya que determinan de manera general la
capacidad antioxidante de las sustancias
para donar hidrogeno o captar electrones.

Por lo que respecta a la determinacion de
la actividad antioxidante mediante el
método DPPH, se trabaj6 con la curva de
calibracion del radical (anexo 15), se
elabor6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Suosa et al.*3, trabajandose a
distintas concentraciones de acuerdo al
(anexo 13), la determinacion de la actividad
antioxidante del método ABTS, se realizé
de acuerdo al (anexo 22) por otro lado la
evaluacion de la actividad antioxidante del
método FRAP se realizé de acuerdo al
(anexo 29).

De forma semejante se contrasto el
porcentaje de la actividad antioxidante
mediante el método DPPH, ABTS y FRAP,
se usG como estandar el trolox, en el
extracto atomizado de las hojas de
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer y el
estandar preparado a distintas
concentraciones de acuerdo a los (anexo
14, anexo 22 y anexo 29) respectivamente.

Los resultados obtenidos segin el método
DPPH, se observa en la figura 5, el
porcentaje de mayor actividad antioxidante
a concentracién de 100 pg/mL, siendo de
95,57 + 0,12ug/mL con respecto a la del
control positivo Trolox y 48,95 + 0,98ug/mL
para la muestra de Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer es estadisticamente
diferente p= 1,25 x 10-%%; segun el método
ABTS, se observa en la figura 6, el
porcentaje de mayor actividad antioxidante
a concentracién de 250ug/mL, siendo de
82,76 + 2,23ug/mL con respecto a la del
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segun los métodos aplicados, con base a
los (anexos 20, 27 y 34).

De los resultados obtenidos podemos
afirmar que el extracto atomizado de las
hojas de Gaultheria glomerata (Cav.)

Sleumer “coca — coca”. Contiene alto
contenido de fenoles totales, bajo en
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