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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el contenido de compuestos
fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante de las hojas de Berberis boliviana
Lechl. “tankar” o “airampu”. El tipo de estudio es basico descriptivo y fue
desarrollada en el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de
Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga durante los meses de julio — diciembre del 2018. Las
muestras fueron recolectadas al azar, durante el mes de julio de la comunidad de
Huascahura, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho. Se realizé una
extraccion hidroalcohdlica por percolaciéon y se concentré6 en bafio maria para
reducir el grado alcohdélico, seguidamente se realizé el secado por atomizacion. Al
extracto atomizado, se realizé la identificacion fitoquimica utilizando el método de
coloracién y precipitacién, identificando la presencia de taninos condensados,
flavonoides, saponinas, catequinas, cumarinas, quinonas y azUlcares reductores.
La cuantificacion de fenoles y flavonoides fue realizada de acuerdo al método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteau y cloruro de aluminio respectivamente. El
contenido de fenoles y flavonoides totales fue de 208,9 mg equivalentes de acido
galico por gramo de extracto atomizado (EAG/g EA) y 43,9 mg equivalentes de
rutina por gramo de extracto atomizado (ERu/g EA) respectivamente. La
determinacion de la actividad antioxidante fue mediante el método colorimétrico
de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo. El porcentaje de actividad antioxidante a las
concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL fue de 6,04%; 9,38% y 19,40%
respectivamente. La concentracion media inhibitoria (Clso) del extracto atomizado
de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, sobre el radical
DPPH fue de 262,3 pg/mL. Los resultados son estadisticamente diferentes al
estandar Trolox (p = 7,8 x 10%)

Palabras clave: Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Actividad
antioxidante, fenoles totales, flavonoides totales.
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l. INTRODUCCION
La excesiva oxidacion de biomoléculas da lugar a diversos dafios en el organismo.
Asi, un exceso de radicales libres se ha relacionado con una mayor incidencia de
diversas enfermedades degenerativas como cancer, enfermedades cardiacas,
inflamacién, disfuncién cerebral, aceleracién del envejecimiento, etc.!
El organismo humano combate los RL por medio de antioxidantes biol6gicos como
las enzimas, superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidada y dietéticos
como la vitamina E, vitamina C, carotenoides y flavonoides?.
En los udltimos 30 afos viene desarrolldndose cada dia un interés mayor por los
problemas relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres, las especies
reactivas del oxigeno y los antioxidantes, todo esto dado por la importancia que
poseen en la bioquimica, la biologia y la medicinas.
Numerosos estudios de plantas medicinales se han realizado desde hace
décadas, a causa del uso potencial como fuente de sustancias con propiedades
biol6gicas. Uno de los componentes principales de las plantas son los
antioxidantes, sustancias existentes en determinados alimentos que actdan
protegiendo al organismo de la accion de los radicales libres, causantes de los
procesos de envejecimiento y otras enfermedades®.
El consumo regular de los alimentos que contienen este tipo de compuestos
reducen el riesgo contra enfermedades crénicas asociadas con el dafio oxidativo,
como las enfermedades cardiovasculares y el cancer, ademas pueden ser
utilizados como antioxidantes ya que poseen actividad sobre radicales libres y la
oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad. Es por esto que en los ultimos
afios diversas investigaciones han sido centradas al estudio de compuestos
bioactivos de origen fendlico, como los polifenoles, flavonoides y los acidos
fendlicos, los cuales se encuentran abundantemente en muchas plantas?.
A diferencia de las plantas, los seres humanos no contamos con los metabolitos

secundarios. Nuestra defensa antioxidante se limita a los compuestos que



normalmente biosintetiza el organismo y aquellos que ingresan en nuestro
organismo a través de la dieta.
Por ello la importancia de investigar a profundidad los productos naturales que
presenten actividad antioxidante, ya sea como alimentos o para tratamiento de
enfermedades.
El presente trabajo tiene la finalidad de cuantificar los flavonoides y compuestos
fendlicos, asi como su actividad antioxidante de las hojas de Berberis boliviana
Lechl. “tankar” o “airampu”.
Objetivos
1.1.1. Objetivo general
e Determinar el Contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y actividad
antioxidante de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.
1.1.2. Objetivos especificos
¢ Identificar los metabolitos presentes en las hojas de Berberis boliviana
Lechl. “tankar” o “airampu”.
e Cuantificar el contenido de fenoles totales de las hojas de Berberis
boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.
e Cuantificar el contenido de flavonoides totales de las hojas de Berberis
boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.
o Determinar la capacidad antioxidante de las hojas de Berberis boliviana

Lechl. “tankar” o “airampu”.



2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Cerrén y Lopéz*3 en el afio 2013, presentd su trabajo de investigacion titulada
extraccion y cuantificaciébn de compuestos con actividad antioxidante a partir de
cascaras de tres variedades de papa (solanum tuberosum); se evalué la
capacidad antioxidante de extractos de cascaras de tres variedades de papa
(solanum tuberosum): diacol capiro, parda pastusa y roja Narifio cultivadas en el
departamento de Narifio. Los extractos de cascaras de papa se obtuvieron por
técnicas de extraccion con solventes organicos (metanol y etanol grado HPLC),
en condiciones de agitacion constante a temperatura ambiente. Se determiné el
contenido de fenoles totales por el método de Folin-ciocalteu, la actividad
antioxidante se cuantific6 por medio de los radicales 2,2 azinobis-(3-
etilbenzotiazon-6-acido sulfénico) (ABTS) y 2,2-difenil-picrilhidrazilo(DPPH),
ademas se realizé la cuantificacion de compuestos fendlicos por medio de un
andlisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) utilizando un patrén de
acido cafeico. Se encontré un mayor contenido de fenoles y actividad antioxidante
cuando se utiliz6 metanol HPLC para la extraccion en la cascara de papa de las
tres variedades en estudio, los extractos metandlicos de la varidad diacol capiro
(DM) mostraron un mayor contenido de compuestos fendlicos con 652.90 mg
AGE/100g de cascara de papa seca, ademas se obtuvo un valor de ECsode 26,906
g de cascara de papa seca/L y una eficiencia antirradical de 6,183x 102 en la
misma variedad.

Martinez?!,en el afio 2013, en su investigacion titulada: Efecto del procesamiento
en el contenido de compuestos fendlicos y las propiedades antioxidantes de
diferentes variedades de frijol (Phaseolus Vulgaris L) de 5 variedades de frijol
consumido en México (bayo, flor de mayo, mayocoba, negro Jamapa y pinto) y de
sus productos de procesamiento después de tres tratamientos térmicos diferentes:

en agua hirviendo (receta tradicional mexicana), al vapor a presién atmosférica y



a presion controlada, para determinar la relacion existente entre los compuestos
fendlicos totales y las distintas actividades antioxidantes. Los extractos crudos se
obtuvieron por agitacion constante con agua destilada en tubos protegidos de la
luz. El contenido de compuestos fendlicos totales se determiné mediante el
método de Folin-Ciocalteu y se encontraron en un intervalo de 17.6 a 35 mg/g en
el frijol crudo. EI método a presién controlada mostré 63.7% de retencion de
compuestos fendlicos, los métodos de coccion al vapor y en agua hirviendo a
presion atmosférica retuvieron 46.4% y 33.3%, respectivamente. Una baja
cantidad de compuestos fendlicos se observo en el agua de remojo y los caldos
de coccion (0.8 a 5.5 mg/mL). La actividad antioxidante se determiné mediante
espectrofotometria, la correlacion que existe entre el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante es de r2 =0.97 para el radical ABTS y r2 =0.90
para el ensayo con el radical DPPH. Los resultados indican que el procesamiento
térmico disminuye el contenido de compuestos fendlicos totales y las actividades
antioxidantes se encontraron en un intervalo de 36.8% a 77.6% contra el radical
ABTS y de 19.5% a 44.2% contra el radical DPPH.

Zhariay?®, en el afio 2012, en su trabajo de investigacion titulado relacion entre la
actividad antioxidante, y concentracion de compuestos fendlicos contenidos en el
fruto del pungal (solanum crinitipes), busc6 comparar la cantidad de compuestos
fendlicos extraidos en diferentes solventes y su actividad antioxidante. Empleando
un método experimental deductivo, utilizando frutos de pungal (Solanum
crinitipes). Acetona, Etanol, Metanol y Agua relacién 1 g de planta 10 ml de
solvente los ensayos se efectuaron por espectrofotometria uv-visible en el
laboratorio de analisis instrumental; Facultad de Ciencias; Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo periodo de junio a Julio del 2012. Para cuantificar los
compuestos fenolicos se elabord una curva de calibracién con &cido galico. Para
valorar la actividad antioxidante se realizo el método de inhibicidn de la oxidacion
enzimatica de la polifenoloxidasa de la manzana. Obteniendo los siguientes
resultados: Metanol 6.61% fenoles, 80% inhibicion; Etanol 9.25% fenoles, 74.78%
inhibicién; Agua 18.95% fenoles, 60% inhibicién y Acetona 3.93% fenoles, 9.57%
inhibicion. Estos datos fueron analizados estadisticamente mediante la aplicacion
del programa G-Stat 2.0 usando el método ANOVA un factor comparaciones
multiples. Método: Tukey HSD al 95.00% de sensibilidad. Concluyendo el extracto
Metanolico y Etandlico poseen una actividad similar son grupos homogéneos, y el

extracto de menor desempefio es el acetonico la relaciébn es directamente



proporcional entre concentracion de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante.

Bonilla®, evalué en el afio 2011, la actividad antimicrobiana del extracto etanélico
de carrasquilla (berberis halliii) sobre escherichia coli ATCC 9637,Candida-
albicans ATCC 10231, pseudomona aeruginosa ATCC 27853, staphylococcus
aureus ATCC 6538, utilizando el método de Mitscher, a las concentraciones de
10.000, 1000 y 100 (ug/mL) y determino que el extracto no tiene actividad
antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC 9637, Candida albicans ATCC
10231, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
6538.

Sousa et al.8, en el aflo 2007, determinaron en su trabajo de investigacion titulado
fenoles totales y actividad antioxidante de cinco plantas medicinales. En este
estudio se cuantificaron los fenoles totales y actividad antioxidante mediante el
método espectrofotométrico 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) contenido en el
extracto etanodlico de hojas, raices y corteza de cinco plantas medicinales:
Terminalia brasiliensis Camb, Terminalia fagifolia Mart. & Zucc., Copernicia
cerifera (Miller) HE Moore, cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata Teles
Freire y Qualea grandiflora Mart. El total fendlico contenido en los extractos fue
determinado por el método de Folin — Ciocalteu, varia desde 250.0 + 8,2 hasta
763,63 + 13.03 mg equivalentes de acido gélico/g de extracto seco. Se utilizé el
agente antioxidante 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). El extracto de corteza
de T. brasiliensis fue el més activo, con un valor de Clso de 27,59 + 0,82 pg / ml,
fue comparable a la rutina (Clso = 27,80 + 1,38) y acido galico (Clso = 24,27 + 0,31),
utilizado como los controles positivos. La relacion entre el contenido fendlico total
y la actividad antioxidante fue significativa y positiva para T. brasiliensis, C.
macrophyllum y C. cerifera.

Carpio y Figueroa®, en el afio 2017, su investigacion titulada, efecto de la adicién
de goma arabiga y maltodextrina en el contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante en extracto de sancayo (Corryocactus brevistylus) liofilizado. Se
prepar6 en total 9 muestras de extracto de sancayo (Corryocactus brevistylus) 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 de sancayo (Corryocactus brevistylus) liofilizado con
la adicion de goma arabiga y maltodextrina y en extracto de sancayo
(Corryocactus brevistylus) 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, Patron), se observé que la muestra 1A (75% de
maltodextrina y 25% de goma arabiga en una proporcion de 0.5% en extracto de
sancayo) presentd 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 lamuestra 1A (75% de maltodextrina y 25% de goma arabiga en una proporcién
de 0.5% en extracto de sancayo), notdndose valores superiores en comparacion
al sancayo fresco debido a una concentraciéon de sus componentes por el proceso
de liofilizacion.

Coavoy®, en el afio 2015,en su trabajo de investigacion titulada evaluacién de la
capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos de la tuna morada (opuntia
ficus-indica), esta investigacion fue para evaluar la capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos de la tuna morada (Opuntia ficus-indica) del distrito de San
Bartolomé, Huarochiri, Lima., para lo cual fueron consideradas las siguientes
variables: concentracion de etanol (40% y 80%) y temperatura (30°C y 60 °C) en
relacion al contenido de fenoles totales (mg éacido gdlico/L de muestra) y
porcentaje de la capacidad antioxidante. El desarrollo de los experimentos se
realiz6 segun el disefio factorial 22 con 3 puntos centrales. Se caracterizo
fisicoquimicamente a la tuna morada obteniendo un pH de 6.61, una acidez de
0.06 g. de acido citrico/100 mL muestra, 11.67°Brix y un indice de madurez de
182.86 + 8.96. La cuantificacion de fenoles totales fue realizada de acuerdo al
método espectrofotométrico Folin-Ciocalteau y la capacidad antioxidante segun el
método de DPPH. El mayor contenido de compuestos fendlicos fue de 1002.47
mg acido galico/L de muestra y con una capacidad antioxidante del 40.18% a una
concentracion de etanol de 80%, y a una temperatura de 60°C.

Nayra® en el afio 2014, en su trabajo de investigacion titulada estudio fitoquimico
preliminar y actividad antioxidante de las hojas de achyrocline alata dc. (huira-
huira) y su relacion con su contenido de compuestos fendlicos totales, se
determin6 y comparo la capacidad antioxidante por el método de CUPRAC y la
cantidad de compuestos fendlicos totales por el método de folin- ciocalteu de los

extractos metandlicos obtenidos por dos métodos de extraccion, Soxhlet y



percolacion. Se utilizd hojas de Achyrocline alata DC. (Huira-Huira) previamente
estabilizadas, desecadas y pulverizadas. A partir de las hojas pulverizadas, se
preparé extractos metandlicos por dos métodos de extraccion (Soxhlet y
percolacion), obteniéndose un porcentaje de rendimiento de 29.41 % para el
extracto metandlico obtenido por el método de Soxhlet y de 19.72 % por el método
de percolacion. Se realiz6 corridas cromatogréficas en capa fina con el fin de
identificar los posibles metabolitos secundarios presentes en el extracto
metandlico de las hojas de Huira- Huira, lo cual antes se realiz6 el fraccionamiento
a partir del extracto metandlico obtenido por el método de Soxhlet, con disolventes
de diferente polaridad empezando de solventes de menor polaridad hasta llegar a
solventes de mayor polaridad (hexano, acetato de etilo y n-butanol), los posibles
metabolitos secundarios que se logré identificar son acido fendlicos (acido caféico
y acido clorogénico) encontradas en las tres fracciones, flavonoides (flavonas y
flavonoles) presentes solo en dos fracciones n- butanol y acetato de etilo, taninos
(taninos hidrolizables) presente solo en la fracciébn n-butanol, saponinas
(saponinas esteroidales) solo en fraccion n-butanol y cumarinas (hidroxicumarinas
y furanocumarinas) presente en las 3 fracciones. El contenido de compuestos
fendlicos totales por el método de folin- ciocalteu fue mayor en el extracto
metandlico obtenido por el método de percolacion siendo de 225.88 mg GAE/100
g de extracto y menor el contenido de fenoles totales en el extracto metandlico
obtenido por el método de Soxhlet siendo de 155.64 mg de GAE/100 g de extracto.
Finalmente, se determind la capacidad antioxidante mediante el método de
CUPRAC, donde la mayor capacidad antioxidante se dio en el extracto metandlico
obtenido por el método de percolacion siendo de 412.60 umol equivalente de acido
ascorbico/100 g de extracto y la menor capacidad antioxidante se dio en el extracto
obtenido por el método de Soxhlet siendo de 281.91 umol equivalente de acido
ascorbico/100 g de extracto. La mayor capacidad antioxidante y cantidad de
compuestos fendlicos totales fue en el extracto metandlico obtenido por el método
de percolacion, hallandose una diferencia significativa frente al método de Soxhlet
Acuiia y Cusi®, en el afio 2013, realizaron el estudio fitoquimico cualitativo,
actividad anticonvulsivante del extracto acuoso de las partes aéreas de berberis
boliviana lechler (Cheqche), en un modelo experimental inducido quimicamente
por pentilentetrazol en animales de experimentacion. Para evaluar la actividad
anticonvulsivante con el modelo de convulsibn quimica inducida por

pentilentetrazol (PTZ 85 mg/kg via intraperitoneal), usando como metodologia un



cuasiexperimental. Utilizaron 5 grupos de 6 ratones Bald/c/CNPB; grupo 1
(control), grupo 2 (diazepam 1mg/kg) y grupo 3, 4, 5 (400, 800 y 1200 mg/kg de
extracto acuoso). El tratamiento fue por via intraperitoneal 30 minutos antes de la
induccién de las convulsiones. Se midi6 el periodo de latencia para la primera
convulsion clénica, la duracion de las convulsiones, nimero de convulsiones que
duran por lo menos 3 segundos y la proteccién frente a la mortalidad. Para la
prueba de toxicidad aguda por via oral se utilizaron 12 ratones albinos, para la
primera fase a dosis de (10, 100 y 1000 mg/kg de extracto acuoso) y 3 ratones por
grupo, para la segunda fase a dosis de (1600, 2900 y 5000 mg/kg de extracto
acuoso) y un ratdn por grupo. Resultados: Se evidencié la presencia de
compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, cumarinas, quinonas, lactonas,
glicésidos, aminocidos, saponinas, flavonoides y resinas. Se observo que los
extractos acuosos de las partes aéreas de Berberis boliviana L.(Cheqche) a las
dosis de 400, 800 y 1200 mg/kg incrementaron el periodo de latencia en 60,67%,
73,13% y 88,70%, disminuyeron la duracién de las convulsiones en 21,85%,
45,23% y 52,22%, disminuyeron el nimero de convulsiones que duran por lo
menos 3 segundos en 36,11%, 66,67% y 80,56%; con respecto al grupo control y
la proteccion frente a la mortalidad fue de 33,3%, 50,0% y 100,0% (ANOVA
p<0,05). El valor de la DLso del extracto acuoso por el método de Lorke es mayor
a 5000 mg/kg.

Muedas®, en el afio 2013, en su trabajo de investigacion titulada estudio quimico
y de actividad antioxidante de la Bauhinia guinensis var. kuntiana Aubl. La
evaluacion de la actividad antioxidante de la especie vegetal se realiz6 aplicando
dos métodos: el método quimico, mediante la neutralizacion del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracil (DPPH) y el método electroquimico, empleando la
voltametria ciclica. De la separacion, guiada por la actividad antioxidante, de la
fraccion AE de la Bauhinia guianensis var. kuntiana Aubl., se aisl6 el compuesto
con mayor actividad, la 5,7,3",4" -tetrahidroxiflavanona (eriodictiol) con p.f= 216 °C,
quien ha sido identificado mediante sus espectros IR, UV, EM, RMN 1H, RMN
13C, 1H-1H COSY y 1H-13C HETCOR. El flavonoide eriodictiol aislado presento
la mayor actividad antioxidante, de 90,42 % a la concentracion de 10 ug/mL y un
potencial de oxidacion a epal 0,206 V. El valor determinado para su EC50 fue de
1,81 ug/mL, lo que indica que a muy baja concentracion presenta buena actividad
antioxidante y es comparable con los estandares rutina y quercetina. Se encontré

la relacion entre estructura — actividad — potencial redox del principio activo



responsable de la actividad antioxidante en la especie. El grupo catecol (dos -OH
adyacentes) en el compuesto, es el responsable de la mayor actividad
antioxidante a un menor potencial de oxidacion.

Berrocal*’, en el afio 2018, en su investigacion titulada, contenido de fenoles
totales, flavonoides y actividad antioxidante de Solanum nitidum R. & P.
"Aufiunga”, La cuantificacion de fenoles totales y flavonoides totales fue realizada
de acuerdo al método espectrofotométrico Folin-Ciocalteau y cloruro de aluminio
respectivamente; el contenido de fenoles totales y flavonoides totales fue de 177,0
+ 0,42 mg GAE/g de muestray 45,6 + 0,13 mg RUE/g de muestra respectivamente.
La determinacion de la actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico de
Solanum nitidum R. & P. “Aufunga” fue mediante los ensayos de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo) y ABTS (2,2- Azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico). La concentracion inhibitoria 50 (Clsp) del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufiunga” sobre el radical DPPH y ABTS fueron
de 228,8 + 0,36 y 544,8 ug/mL respectivamente.

Villanueva??, en el afio 2014, en su investigacion titulada contenido de betalainas
y determinacién de la actividad antioxidante de accesiones de Chenopodium
quinoa Willd "quinua", se analiz6 el contenido de betalainas y la actividad
antioxidante de las accesiones de Chenopodium quinoa Willd. "quinua" del distrito
de Tambillo- Ayacucho, mediante los espectros UV-visibles de absorcion,
cromatografia en capa fina (TLC) y DPPH, respectivamente. Los extractos
etandlicos de quinua revelaron la presencia de compuestos fenélicos mas no de
betalainas de acuerdo a los espectros UVvisibles de absorcién que presentaron
valores entre 207 a 300 nm y a la TLC por el color de manchas reveladas con luz
UV vy cloruro férrico al 5%. Los mayores porcentajes de capacidad antioxidante
fueron a la maxima concentracién evaluada de 300 ug/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 (ug/mL) con 224,51; 228,44; 255,04; 238,13 y 285,99 ug/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 etandlico



no contienen betalainas, s6lo compuestos fendlicos a los cuales se le atribuye la
capacidad antioxidante.

Valdez®, en el afio 2014, en su trabajo de investigacion titulada contenido de
fenoles totales y flavonoides totales en Oenothera rosae Ait “yawar suqu”,
Bacharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”. El extracto
hidroalcohdlico se obtuvo mediante el método Soxhlet. El contenido de flavonoides
totales y fenoles totales se realiz6 mediante los métodos de Folin-Ciocalteu y
Singleton y Rossi, respectivamente. Se compara el contenido de fenoles y
flavonoides totales de las tres muestras, en equivalentes de acido cafeico y
quercetina. Bacharis salicifolia R&P “chilca”, presenté 12,62%, Oenothera rosae
Ait “yawar suqu” 6,42% y Piper elongatum Vahl “matico” 3,88% de fenoles totales.
El contenido de flavonoides de Oenothera rosae Ait “yawar suqu” 8,32%, Piper
elongatum Vahl “matico” 6,21% y Bacharis salicifolia R&P “chilca” 9,96%. Siendo
asi que la “chilca” presentd mayor contenido de los componentes en estudio.
Ledn*, en el afio 2012, en su investigacion titulada actividad antioxidante de los
acidos fendlicos aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra mufa”.
El aislamiento de los &cidos fendlicos se realizd por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). La actividad antioxidante se determindé mediante el ensayo de
captacién de radicales libores DPPH. Se logr6 identificar al acido cafeico,
clorogénico, ferulico y rosmarinico mediante espectros ultravioleta, infrarrojo y
corroborado por la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), siendo el acido
rosmarinico el mas importante. Los acidos fendlicos demostraron tener capacidad
antioxidante similar a la vitamina C, acido ferulico, cafeico, y clorogénico, no
hallandose diferencias significativas entre ellos, pero si a las concentraciones
ensayadas. Se concluye que el &cido rosmarinico es el principal &cido fendlico
aislado, seguida del ferulico, del clorogénico y trazas del acido cafeico, quienes
demostraron capacidad antioxidante dependiente de su concentracién y de su
estructura quimica.

Quispe’, en el afio 2007, investigd sobre la actividad antioxidante, fenoles totales
y antocianinas en el fruto y néctar de airampo (Berberis weberbaueri C.
Scheneider). Para la cuantificacion de la actividad antioxidante se utilizé el DPPH,
para la cuantificacion de fenoles totales se utilizé el reactivo de Folin - Ciocalteu y
en el caso de las antocianinas se realizo la extraccion y cuantificacion en medio
alcohdlico. El fruto de airampo posee un alto contenido de actividades

antioxidantes (20801,094 ug. equivalente trolox/g. tejido), fenoles totales
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(14979,205 mg equivalente de &cido clorogénico/100g de muestra) y antocianinas
(552,382 mg/100 g bh), comparado con los resultados obtenidos en la
cuantificacion de actividad antioxidante, fenoles totales y antocianinas en la
guinda, mora, sauco, higo, uva negra, ciruela, granada. Para elaborar el néctar de
airampo se realizaron ensayos preliminares. Durante el procesamiento se
cuantificaron la actividad antioxidante, fenoles totales y antocianinas en las
siguientes operaciones: La pulpa de airampo contiene 20288,111 ug equivalente
trolox/g tejido de actividad antioxidante, de fenoles totales tiene 11662,185 mg
equivalente 4cido clorogénico/100 g de muestra y de antocianinas 453,955
mg/100 g bh.

2.2. Familia Berberidaceae

La familia Berberidaceae, pertenece al orden de la Ranunculales, esta conformada
por 15 géneros y 650 especies distribuidas en ambos hemisferios. Incluye cuatro
subfamilias: Berberidoideae, que agrupa 6 géneros, siendo los mas
representativos Berberis y Mahonia; Podophylloideae, Leonticoidacae vy
Nandinoideae, esta Ultima se caracteriza por ser rica en alcaloides
bencilisoquinolinicos y en compuestos como nandinina, amentoflavona y
benzaldehido-4-O-glucésido?.

2.2.1.Quimica

La familia Berberidaceae contiene principalmente compuestos de tipo
isoquinolina, lignano y flavonoide. Su composicion quimica caracteristica muestra
alcaloides derivados de la L-tirosina, siendo la berberina el compuesto mas
representativo de los alcaloides de tipo isoquinolinico presentes en esta familia;
especialmente en los géneros Berberis y Mahonia?.

2.2.2.Genero Berberis

El género Berberis cuenta con mas de 500 especies distribuidas en ambos
hemisferios. Este género esta dividido en 4 grandes subgrupos de acuerdo a su
ubicacién geografica y a la combinacion de caracteres morfoldgicos:
Septentrionales, Australes, Occidentales y Orientales; los dos primeros subgrupos
corresponden a especies con hojas simples, Septentrionales como Euroasiaticas,
con excepcion de 2 especimenes en Norte América y 4 en el norte de Africa; las
Australes, estan divididas en 2 subgrupos Aequinoctiales, al cual pertenecen las
Berberis colombianas y Euaustrales, que son exclusivamente del sur de Sud

Ameérica; las Occidentales se encuentran en Norte y Centro América y las
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Orientales, en el Sureste asiatico, con excepcion de la especie B. nervosa
originaria de Norte América?.

2.2.3.Usos

Las especies del género Berberis se caracterizan por presentar una morfologia
variada con una coloracién amarilla caracteristica en su madera, raiz y corteza,
tradicionalmente usada para dar coloracion a los textiles; sus frutos son
comestibles, fermentados para producir bebidas alcohdlicas y en culinaria. En
medicina tradicional se emplea para el tratamiento de enfermedades del sistema
circulatorio, especialmente la raiz como hemaostatico y febrifugo, la infusién de las
flores se utiliza para tratar la anemia y sus sintomas, para el sistema linfatico como
diurético, tonico y diaforético, para el sistema digestivo en el tratamiento de
disenteria amebiana, como purgante y analgésico?.

2.3. Aspectos Botanicos de Berberis boliviana Lechl.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE MAGNOLIDAE

ORDEN RANUNCULALES
FAMILIA BERBERIDACEAE
GENERO Berberis

ESPECIE Berberis boliviana Lechl.
N. V. “tankar” o “airampu”

Fuente: Constancia emitida por la bidloga Laura Aucasime Medina especialista en
taxonomia y sistemética de plantas.

2.3.1.Descripcién botanica

Segun la descripcién botanica dada por Landrum. Las especies del género
Berberis son arbustos perennes o de hoja caduca, que crecen entre 1 y 5 metros
de altura. Presentan hojas que varian en forma y tamafio, dependiendo de la
especie®.

El nombre cientifico de esta planta (Berberis) deriva del griego y se debe a la forma
y caracteristica de sus flores, de color amarillo intenso*2.

Una de las caracteristicas botanicas importantes es la presencia de espinas en
las hojas o tallos de los arbustos, las cuales varian en su morfologia. Las flores y
frutos se pueden encontrar solos o en agrupaciones de racimos o umbelas. Las
flores usualmente son de color amarillo, naranjo o rojo anaranjado. El perianto

tipicamente presenta 5 a 6 verticilos de 3 tépalos, los dos verticilos internos
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presentan dos glandulas nectariferas en la superficie interna mas baja, él o los
verticilos restantes se encuentran hacia el exterior y son algo méas grandes. Los
frutos son de color purpura oscuro, azulados o0 negros y a veces estan cubiertos
de una capa cerosa®.

Arbustos o subarbustos erguidos o decumbentes, generalmente con 3, raro 4-5
espinas divergentes en cada nudo, rectas o retrorso curvadas. Ramas con lefio
color amarillo intenso?®.

Las flores aparecen entre abril y junio, son pequefos y amarillos, agrupadas en
pequefios racimos colgantes. Los frutos es posible encontrarlos en meses de
mayo Y junio3.

2.3.2.Distribucion geografica

Berberis es un género de distribucion cosmopolita con alto nimero de
representantes en Sud América y algunos pocos en el nororiente de Africa. Cabe
recalcar la ausencia de especies en Australia y Nueva Zelanda. En Sur América
se encuentran alrededor de 178 especies de Berberis distribuidas desde
Venezuela, Chile y Argentina’.

Su habitad natural es el clima continental de montafia, nace en forma natural en
espinares, zonas abiertas, en lindes de los campos y suelos calizos y
pedregosos®.

Es un arbusto silvestre que se desarrolla en algunas zonas altoandinas entre los
2500 y 4500 msnm??,

2.3.3.Usos tradicionales

La Berberis ademas de propiedades medicinales, ha gozado de interés en el
sector de la alimentacion, textil y jardineria. Con sus frutos maduros se preparaban
bebidas refrescantes de sabor agridulce, de llamativo color rojizo, ademas de
confituras y helados. Sus flores son excelentes para la produccién de miel.*®
Muchas especies de este género son adecuadas en jardineria para la formacion
de setos. Los tintoreros la aprecian por sus raices, que son sangradas para extraer
el liquido de intenso color amarillo con que tefiir tejidos?®®.

En la época incaica fue utilizada como una planta con multiples funciones y usos,
principalmente en la medicina tradicional. Es una importante fuente de minerales
y vitaminas. Asimismo, es un efectivo febrifugo, laxante y tonico. La infusién de
las hojas se utiliza contra el nerviosismo. La infusién de las flores actia contra el
cansancio y la anemia. La infusion de la raiz combate la disenteria amebiana. La

infusion de la raiz machacada estimula la retencion de orina®l.
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2.3.4.Composicion quimica

El género Berberis se caracteriza por la presencia de alcaloides, a los que se les
atribuyen muchas de las propiedades medicinales que presentan estas
especies’.

Las especies del género Berberis producen un ordenamiento muy especial de
alcaloides, los que en su mayoria constan de una estructura base isoquinolinica 'y
derivan biogenéticamente del aminoécido tirosina. Los ordenamientos que se
mencionan se pueden clasificar en protoberberinas, aporfinas, encilisoquinolinas,
proaporfinas, protopinas, pavinas, benciltetrahidroisoquinolinas y dimeros (bis)
bencilisoquinolinicos (BBI), entre otros)4.

Los alcaloides pertenecientes a los grupos BBI y protoberberinas permanecen
como los constituyentes predominantes en las Berberis4,

Los alcaloides protoberberinicos existen en el género Berberis como sales
cuaternarias 0 como tetrahidroprotoberberinas, siendo berberina el principal
representante de este grupo de alcaloides y el constituyente comun de todas las
especies de Berberil4,

2.4. Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos estan en la naturaleza ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, todos ellos presentan un anillo aromético en comdn que puede estar
unido a grupos hidroxilos libres y combinados en forma de éster, éter, heterdsidos,
etc. La formacibn de este ndcleo aromético se realiza por vegetales
microorganismos. Mientras que su presencia en animales se bebe a la ingesta del
vegetal®®.

Las estructuras fendlicas son metabolitos secundarios que pueden proceder de la
ruta del acido shikimico como fenoles sencillos, acidos fendlicos (benzoicos,
cinamicos, etc), cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianos y taninos; y otros
que proceden de la ruta de los acetatos o la ruta del acido meval6nico como
antraquinonas y heterésidos antracenicos?’.

En los ultimos afios se han acumulado evidencias de que algunos compuestos
fendlicos ingeridos en la dieta habitual pueden reducir las incidencias de
enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos de canceres. De hecho, varias
organizaciones internacionales del ambito de la nutricibn como la OMS,
recomiendan un consumo diario de antioxidantes, como los compuestos fendlicos,
principalmente a través de frutas y verduras, con el fin de prevenir o acentuar

patologias asociadas al estrés oxidativo®®.
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Flavonoides

Polifenoles Estilbenos

Hidrolizados

\ Taninos
Compuestos Condensados

Hidroxicinamico

fenolicos
Fenoles Acidos
simples fendlicos

Figura 1. Clasificacion de los compuestos fendlicos?!22,

Hidroxibenzoico ’

La actividad antioxidante se debe a la presencia del ortodiol o catecol en la

estructura de los diversos compuestos, esto les da la capacidad de quelar metales,

interceptar radicales libres y modular la actividad enzimatica??.

Algunos de los principales efectos biologicos que les confieren actividad

antioxidante son:

e Suprimen la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad.

e Presentan antagonismo hacia receptores carcinogénicos.

e Modulan la secrecién de las citocinas, asi como la expresion de las cinasas
proteicas en la proliferacién de tumores.

¢ Inducen la expresién de enzimas anticarcinogénicas o inhiben la induccién de
enzimas promotoras de cancer

e Tienen propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y antifungicas.

La mayoria de los polifenoles presentes en alimentos estdn en sus formas

conjugadas, los fenoles libres se encuentran Unicamente en tejidos muertos.

Los flavonoides que incluyen a las flavanonas, flavonoles y taninos condensados,

funcionan como quelantes de metales, atrapan radicales libres, inhiben la xantina-

oxidasa asociada a la formacion de especies reactivas del oxigeno y la

proliferacién de células cancerigenas en pulmones, estdbmago y colon, ademas,

previenen enfermedades coronarias. Los flavonoles se distribuyen en sus formas

sin conjugar lo que les da una significancia metabdlica??.
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2.4.1.Estructura quimica de los fenoles
El término fenoles comprende aproximadamente 8000 compuestos que aparecen
en la naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comun: un anillo fenol un

anillo aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo.

OH

Figura 2: Estructura basica del fenol

2.4.2.Acidos fenodlicos

Los compuestos tienen una funcién carboxilica y un grupo hidroxilico fendlico,
estos compuestos derivan del acido benzoico (vanillina, acido veratrico, acido
anisico, acido galico) y del acido cindmico (clorogénico, cafeico, ferulico y
sinaptico, p-cumarico, elagico)*®.

2.4.3.Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, etc. Estan ampliamente distribuidos en plantas, frutas, verduras y en
diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la parte no
energética de la dieta humana?®.

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de
una combinacion de sus propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de
radicales libres (RL). Otros autores se refieren ademas a la inhibicion de oxidasas,
como la lipoxigenasa (LO), la ciclooxigenasa (CO), la mieloperoxidasa (MPO), la
NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (XO); evitando la generacién de especies
reactivas del oxigeno (ERO) in vivo, asi como de hidroperédxidos organicos. Por
otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (FLA2), al
mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, la
catalasa (CAT) y la superoxido dismutasa (SOD). De esta forma los flavonoides
interfieren en las reacciones de propagacion de RL y en la formacion del radical

en si%.
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Figura 3: Nucleo basico de los flavonoides?.
2.4.3.1. Clasificacion de flavonoides
Las variaciones estructurales en los anillos permiten subdividir a los flavonoides
en seis subclases: flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas,

flavanoles?s.

o o
Flavona Flavonoles Flavanoles

o) O O O+
8 i )
I I = om
e} o -
Antocianidina

Isoflavona Flavanona

Figura 4: Estructura quimica de los flavonoides?.

2.5. 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 electréon 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
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se combaten con la accion de los antioxidantes, los cuales neutralizan los &tomos
de oxigeno. La vida biol6gica 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)?.

2.6. 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 produccion de especies reactivas del oxigeno. Todo esto trae
como consecuencia alteraciones de la relacién estructura-funciéon en cualquier
organo, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se reconoce como
mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la
evolucién de un nimero creciente de entidades y sindromes de interés médico-
social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos?’.
2.7. Antioxidantes

Una sustancia que encontrdndose a bajas concentraciones respecto a la de un
sustrato oxidable, actua antes o durante una reaccion en cadena de los radicales
libres, ya sea en la etapa de iniciacién, propagacion, terminaciéon, descomposiciéon
o en la subsecuente oxidacion de los productos. Los antioxidantes que se
encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos; previenen el
dafio derivado del estrés oxidativo generado por diferentes sustancias que
ingresan al cuerpo liberando radicales libres que afectan el comportamiento
celular. Son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacion causada
por los radicales libres, actuando algunos a nivel intracelular y otros en la
membrana de las células, siempre en conjunto para proteger a los diferentes
6rganos y sistemas. En los Ultimos afios el interés por los antioxidantes naturales
se ha incrementado notoriamente, debido principalmente a tres razones: 1) la baja
seguridad que ofrece el consumo de antioxidantes sintéticos, 2) la eficacia
antioxidante de una variedad de agentes fitoquimicos, y 3) la idea generalizada de
que el consumo de ciertos agentes fitoquimicos pueden afectar de manera positiva
la patologia de las enfermedades cronicas y el proceso de envejecimiento;

ademas, la creencia de que los compuestos naturales son innatamente mas
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seguros que los compuestos sintéticos y por consiguiente son comercialmente
mas aceptados?®®.

Dentro de este tipo de compuestos antioxidantes se encuentran los compuestos
fendlicos que son compuestos asociados al color, a las caracteristicas sensoriales
(sabor, astringencia, dureza), caracteristicas nutritivas de los alimentos de origen
vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del
grupo fenol®.

En particular, los antioxidantes naturales (hidrosolubles y liposolubles) pueden
funcionar como compuestos reductores, interrumpen la formacion de radicales
libres, inhiben la formaciéon de oxigenos libres e inactivan los metales pro-
oxidativos. Los radicales libres se forman en el organismo mediante la respiracion
aerbbica y existen en diferentes formas como: anidn superéxido, hidroxilos,
peréxidos, y alcoxilos®?.

2.7.1. Antioxidantes naturales:

e Superoxido dismutasas (SOD): enzima que se encuentra dentro de las células
remueve los radicales superoxidos.

o Catalasa: esta enzima remueve el peréxido de hidrogena, formando por la
accion de las deshidrogenas. Se encuentra en sangre, medula o6sea,
mucosas, rifién e higado.

e Glutatién peroxidasa: Esta enzima intracelular contiene selenio, remueve el
radical perdxido y los hidroperoxidos lipidicos por el glutation reducido
protegiendo a los lipidos de la membrana de la hemoglobina contra la
oxidacion de estos radicales®*.

2.7.2. Antioxidantes sintéticos:

e Acido ascérbico (vitamina C): Antioxidante soluble en agua, figura en primera
linea en la defensa antioxidante del plasma; es un poderoso inhibidor de la
oxidacion de los lipidos.

¢ Citroflavonoides: Su uso es eficaz en conjuncién con la vitamina C a la que
aumenta su capacidad antioxidante. La hesperidina y la rutina son dos de
ellos.

e Tocoferol (vitamina E): Principal antioxidante soluble en lipidos previene la
oxidacion de grasas; aumenta su accion en presencia de zinc.

e Beta caroteno (provitamina A) y Vitamina A, el beta caroteno se convierte en

nuestro organismo en la vitamina A, es un poderoso antioxidante liposoluble.

Selenio: Es uno de los antioxidantes mas importantes®*.
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2.7.3.Antioxidantes primarios

Los antioxidantes primarios son aquellos que previenen la formacion de nuevas
“Especies Reactivas de Oxigeno” (ERO) y las transforman en otras menos
perjudiciales antes de que reaccionen. En este grupo se destacan las enzimas
superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), ferritina,
ceruloplasmina de tipo ferroxidasa y catalasa °.

2.7.4.Antioxidantes secundarios

Capturan los radicales y evitan las reacciones en cadena. Algunos ejemplos de
ellos son la vitamina E y C, R-caroteno y sustancias endoégenas con capacidad
antioxidante, entre las que se encuentran el glutatién urato, bilirrubina, ubiquinona,
albumina y &cido Urico?.

2.7.5.Antioxidantes terciarios

Los antioxidantes terciarios son los encargados de la reparacion de las
biomoléculas dafladas. Se incluyen las enzimas endonucleasa
apurinica/apirimidinica y polimerasa B, reparadoras del ADN y la metionina
sulféxido redutasa®.

2.8. Medicion de la actividad antioxidante

Existen numerosos métodos para medir la capacidad antioxidante de los
compuestos, los que se clasifican en dos categorias:

La primera, mide la inhibicion de la oxidacion en un sistema modelo por monitoreo
a los cambios asociados usando medios fisicos, quimicos o instrumentales.®?

La segunda, involucra a los ensayos captadores de radicales, los cuales incluyen
métodos basados en mecanismos de transferencia de &tomos de hidrégeno (HAT)
o transferencia de electrones (ET). Los ensayos ORAC (capacidad de absorber
radical oxigeno) y TRAP (parametro antioxidante que atrapan los radicales
totales), son los mejores métodos utilizados para medir el HAT. Los ensayos TEAC
(capacidad antioxidante equivalente a Trolox), FRAP (poder antioxidante reductor
férrico) y el DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) representan a los métodos basados
en ET*2,

2.8.1.Método DPPH

El método DPPH es el método de neutralizacion del radical libre 2,2-
difenildipicrilhidracil. El radical libre y estable DPPH, es una sustancia que mide la
capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad antioxidante. Este

método es empleado para sustancias liposolubles o hidrosolubles 3033,
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La solucion del reactivo de DPPH es de color violeta y con una absorcion de 515
nanémetros. La reaccion consiste en la sustraccion de un atomo de hidrégeno
proveniente de un donador (antioxidante) por el radical libre DPPH, desarrollando
un cambio del color violeta a amarillo, al disminuir la concentracion del radical libre.
El grado de este decoloramiento indica la habilidad del antioxidante de secuestrar
al radical libre; el que se lee en el espectrofotdbmetro después de veinte a treinta

minutos de la reaccion3232,

Qo Qo

o N g 7o
+ N + AH——> N> N? +A
N . ~= -
0¢N \O o~ \O
" +
N~
O-/NQO O/ \O
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (no radical)
Morado Amarillo

Figura 5. Mecanismo de reaccién del DPPH con sustancias antioxidantes (AH)6.19

El dato se expresa normalmente como concentracidbn media inhibitoria (Clsp), es
decir, la concentracién del antioxidante necesaria para inhibir el 50% de los

radicales DPPH en un periodo.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacién y procesamiento de las muestras se llevo a
cabo en los laboratorios del Centro de Desarrollo, Analisis 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 Cristébal de Huamanga.
3.2. Definicion de poblacion y muestra
a. Poblacion
Estd constituida por las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o
“airampu”, que crecen en zonas altas, del centro poblado de Huascahura,
provincia Huamanga, departamento de Ayacucho.
b. Muestra
Esta constituida por 1 kilo de hojas frescas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o
“airampu”, que fueron recolectadas en la comunidad de Huascahura en horas de
la mafiana en el mes de junio, realizando muestreo por conveniencia.
3.2.1.Unidad de analisis
5 g de extracto atomizado de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.
3.2.2.Sistema de muestreo
Libre por conveniencia
3.3. Metodologiay recoleccién de datos
3.3.1.Recoleccidn e identificacion de la muestra vegetal
Las muestras de Berberis boliviana Lechl. “tankar’ o “airampu”, fueron
recolectadas en horas de la mafiana, seleccionadas, lavadas y secadas a
temperatura ambiente, en un lugar con buena ventilacién, cambiando el papel de
soporte y removiendo el vegetal para evitar su descomposicion, por un periodo de

tres semanas segun las directrices de la OMS®.
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La clasificacién de la planta fue realizada por la Blga. Laura Aucasime Medina, de
acuerdo al sistema de clasificacion de Arthur Cronquist et al., 1981 (Anexo 1).
3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohdlico atomizado

Luego del secado de las hojas se procedid a reducir el tamafio de la muestra

utilizando molino de cuchilla, hasta obtener un pulverizado uniforme, luego se

peso 20 g aproximadamente de muestra seca pulverizada, el cual fue llevado a un
frasco ambar para su maceracion, cubriéndolo con alcohol etanol de 50 grados,

hasta una altura de 1- 2 cm por encima de la muestra, por un periodo de 24 h.

Después se colocd en un percolador durante 24 h. adicionales, posteriormente se

dejo salir el percolado a razén de 20 gotas por minuto (agregando continuamente

el solvente) y posteriormente fue filtrada para evitar polvillos.

Luego se procedié a concentrar la muestra en el bafio maria a una temperatura

de 40° C, hasta reducir el grado alcohdlico entre 7-10 grados para proceder con

la atomizacion.

Finalmente, el extracto concentrado se secd, utilizando el atomizador Mini Spray

Driver B-290 del CEDACMEF de la escuela profesional de Farmacia y Bioguimica.

El producto obtenido se envaso en un recipiente &mbar

3.3.3. Identificacién de compuestos quimicos del extracto hidroalcohdlico

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos del extracto

hidroalcohdlico de las hojas Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, fueron

realizadas siguiendo la metodologia de coloracion y precipitacion®.

e Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un
extracto de un vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se
diluye con 1mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de
magnesio metalico. Después de la reaccidn se espera 5 minutos, se afiade 1
mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen?®.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de
amarillo naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos®®.

e Ensayo de cloruro férrico: Permite conocer la presencia de compuestos
fendlicos y/o taninos en un extracto vegetal. Si el extracto de la planta se realiza
en alcohol, el ensayo determina tanto fenoles como taninos. A una alicuota del
extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una solucién de tricloruro férrico
al 5% en solucién salina fisiolgica (cloruro de sodio al 0.9% en agua)*®.

Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
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Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos tipo pirocatecélicos.
Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos®.

Ensayo de espuma: Permite reconocer en un extracto la presencia de
saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénica. De modo que, si la
alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua y
se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos®®.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido
de mas de 2mm de altura y persistente por mas de 2 minutos?®.

Ensayo de Lieberman-Burchard: Permite reconocer en un extracto la
presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos de productos poseer
un ndcleo del androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicion
5-6°°.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo disolverse en 1 mL de
cloroformo. Se adiciona 1 mL de anhidrido acético sulfarico concentrado sin
agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:
1-Rosado-azul muy rapido.

2-Verde intenso-visible aunque rapido.

3-Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces
puede observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre
cuando el material evaluado tiene cantidades importantes de estos
compuestos®.

IMPORTANTE: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de
reaccion pues ésta con acido sulflrico reacciona de forma violenta y puede
ocurrir un accidente®.

La reaccion de Lieberman-Burchard se emplea también para diferenciar las
estructuras esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloracion
azul verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o
purpura. Estas coloraciones pueden variar por interferencias producidas por
carotenos, xantofilas y esteroides saturados que puedan estar presentes®®.
Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de
qguinonas. Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo,
debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo disolverse en 1 mL

de cloroformo. Se adiciona 1 MI de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio o
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amonio al 5% en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta
su ulterior separacion. Sila fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado
0 rojo, el ensayo se considera positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja
(+++)%.

Ensayo de catequinas: Para ello, tome de la solucién alcohdlica obtenida una
gota, con la ayuda de un capilar y aplique la solucién sobre papel de filtro. Sobre
la mancha aplique solucion de carbonato de sodio. La aparicion de mancha
verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo positivo®®.

Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos con agrupamiento lacténico, en particular cumarinas, aunque otros
compuestos lacténicos pueden dar positivo al ensayo®.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad
de alcohol (1 mL). En estas condiciones se adiciona 1 mL, del reactivo,
considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloracién o precipitado rojo
(++) y (+++) respectivamente®.

Ensayo de Fehling: Permite reconocer en un extracto la presencia de
azucares reductores. Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en
agua, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse
en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo y se clienta en bafio de
agua 5-10 minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucién se
colorea de rojo o aparece precipitado rojo®.

Ensayo de Kedde: Permite reconocer en un extracto la presencia de glicésidos
cardiotonicos. Una alicuota del extracto en etanol se mezcla con 1 mL del
reactivo y se deja reposar durante 5-10 minutos. Un ensayo positivo es en el
gue desarrolla una coloracion violacea, persistente durante 1- 2 horas®.
Ensayo de antocianidinas: Permite reconocer en los extractos vegetales la
presencia de estas estructuras de secuencia CsC3Cs del grupo de los
flavonoides. Se calienta 2 mL del extracto etandlico 10 minutos con 1 mL de
acido clorhidrico concentrado. Se deja enfriar y se adiciona 1 ml de agua y 2
mL de alcohol amilico. Se agita y se deja separa las dos fases. La aparicién de
color rojo a marrén en la fase amilica, es indicativo de un ensayo positivo3®.
Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto la presencia de
alcaloides, para ello, si la alicuota del extracto esta disuelta en un solvente

organico, este debe de evaporarse en bafio de agua y el residuo redisolverse
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en 1 mL de acido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar
hasta acidez). Con la solucion acuosa 4cida se realiza el ensayo, afiadiendo 3
gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+),
turbidez definida (++) y precipitado (+++)°.

e Ensayo de Mayer: Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta hasta
obtener la solucion acida. Afiada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite
y filtre. Aflada 2 6 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer, si se observa
opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++)%.

e Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucién
acida, afiadiendo 2 6 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de la
misma forma®®.

3.3.4. Cuantificacion de fenoles totales

La determinacion de contenido de fenoles totales se realiz6 mediante el método

de espectrofotometria de Folin-Ciocalteu, para lo cual se us6 acido géalico como el

compuesto fendlico de referencia®.

Este método se fundamenta en su caracter reductor y seguida neutralizacion.

Consiste en la mezcla de la muestra a analizar y el reactivo de Folin-Ciocalteu, el

cual tiene la capacidad de reaccionar con los compuestos polifenélicos, dando

como resultado un cambio de coloracion de amarillo a azul, y su intensidad
depende del contenido de fenoles presentes en la muestra. Se mide la
absorbancia a una longitud de onda de 756 nanémetros en el espectrofotémetro®.

a. Procedimiento

Se tomo6 100 pL de las muestras convenientemente diluidas, 500 pL del reactivo

Folin — Ciocalteu 1:10, 400 yL de una solucién de carbonato de sodio (Na>COs) al

7,5 %. Se mezclé en un tubo de ensayo y se dejé reaccionar a temperatura

ambiente durante 30 minutos. Se medié la absorbancia de las muestras a una

longitud de onda de 765 nandmetros utilizando un espectrofotémetro. El contenido
de fenoles totales fue expresado en miligramos de equivalentes de acido galico

(EAG) por gramo de extracto atomizado, a partir de una curva de calibracion del

estandar acido galico de 10 a 60 pg/mL.

b. Célculos

Para determinar el valor del contenido de fenoles totales se procedié a realizar

una regresion lineal con las absorbancias obtenidas, de tal manera que se obtiene

la siguiente ecuacion: y=bx+a, donde “a” es la interseccién y “b” pendiente, para

calcular el contenido de fenoles totales se debe reemplazar en el valor

27



correspondiente en el eje “Y” (absorbancia) y en el eje “X” (concentracion ug/mL),
posteriormente fueron expresados como mg EAG/g de extracto atomizado.

3.3.5. Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en los extractos atomizados de hojas Berberis
boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, fue determinado por el método de
Gonzales,* Empleando el reactivo de cloruro de aluminio (AICls. Utilizando la
rutina como el compuesto flavonoide de referencia.

a. Procedimiento

Se prepar6 una solucién madre de rutina, para ello se pesé 1 mg de rutina, y llevo
a un matraz de 25 mL, se disolvié con 2,5 mL de metanol y se aforé a volumen
con alcohol etanol de 50 grados.

A partir de la solucién del extracto atomizado de hojas Berberis boliviana Lechl.
“tankar” o “airampu”, se tomaron alicuota de 2 mL y se transferiran a un
volumétrico de 5 mL, se adicion6 a continuacion 0,5 mL del reactivo de cloruro de
aluminio (AICIs) 2 %. Se completd con alcohol etanol de 50 grados hasta volumen.
Después de treinta minutos de incubacion a temperatura ambiente, la absorbancia
se medié a 415 nandmetros. El contenido de flavonoides totales se calculé como
equivalentes de rutina (mg de rutina/g extracto atomizado) a partir de la curva de
calibracion de este compuesto®.

La curva de calibracion se trabajé en un intervalo de concentracion de 8-32 pg/mL.
Las evaluaciones de los extractos del atomizado de las hojas de  Berberis
boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, se realiz6 por triplicado.

b. Calculos

Para determinar el valor del contenido de flavonoides totales se procedio a realizar
una regresion lineal con las absorbancias obtenidas, de tal manera que se obtiene
la siguiente ecuacion: y=bx+a, donde “a” es la interseccion y “b” pendiente para
calcular el contenido de flavonoides totales, se debe reemplazar en el valor
correspondiente en el eje “Y” (absorbancia) y en el eje “X” (concentraciéon ug/mL),
posteriormente fueron expresados como mg ERu/g de extracto seco.

3.3.6. Determinacién de la actividad antioxidante

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

Se realiz6 la evaluacion cuantitativa de la actividad antioxidante siguiendo la
metodologia descrito por Sousa et al.® el seguimiento del consumo de radical

DPPH por las muestras, mediante la disminucién de la absorbancia de las
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soluciones a diferentes concentraciones. Estas mediciones se hicieron en UV-Vis
a una longitud de onda de 515 nanémetros, se usé el Trolox como control positivo.
Los resultados se expresaron como Cls,, % de actividad antirradicalaria, o
equivalentes a Trolox.
a. Procedimiento
Se procedi6 a preparar 50 mL de la solucion madre DPPH en etanol 96 grados a
una concentracion de 40 pg/mL, se mantuvo en el refrigerador y protegido de la
luz, se realiz6 diluciones de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5y 1 pg/mL. La curva de
calibracién se construyé a partir de los valores de absorbancia obtenidos a 515
nandémetros de todas las soluciones (1 a 40 pg/mL), medidas en una cubeta de
vidrio con el camino 6ptico de 1 cm y teniendo como “blanco” el etanol.®
El extracto atomizado de hojas Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, y el
control positivo (trolox) en alcohol etanol 96 grados, son diluidos a
concentraciones de 250, 200, 150, 100, 50 y 25 upg/mL. Las medidas de
absorbancia de las mezclas de reaccién (0,3 mL de solucién de muestray 2,7 mL
de la solucién madre de DPPH a la concentracion de 40 pug/mL) se realizaron a
515 nandémetros a 30 minutos. Se utiliz6 una mezcla de etanol (2,7 mL) y 0,3 del
extracto como blanco®,
b. Calculos
e Se calculd el porcentaje de actividad antioxidante (%AA), segln la siguiente
ecuacion:

{[Abs.—(Absy,—Abs}p)]x100}

YAA = Abs

...Ecuacion (1)

Donde:

Abs.. Absorbancia inicial de la solucion etandlica de DPPH

Absy,: Absorbancia de la reaccion del DPPH con la muestra.

Absy,: Absorbancia del blanco

e Se calculd la concentracion media inhibitoria (Clso) de la actividad antioxidante,
segun la ecuacion exponencial del porcentaje de DPPH remanente en funcion
de la concentracién de Trolox y/o extractos secos, utilizando el software
OriginPro.

3.4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacién de los estudios fueron procesados por

Microsoft Excel y en el Software OriginPro.
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Los resultados se expresan como promedio, la diferencia significativa existente
entre los tratamientos fue evaluada a través del analisis de varianza (ANOVA one-
way), seguidos de la prueba de T-student de la concentracion media inhibitoria,
con un nivel de significacion estadistica de 0,05.

Los promedios de la actividad antioxidante y la concentracion media inhibitoria
(Clso) son reportados en graficos. Para identificar diferencias estadisticamente
significativas de las concentraciones evaluados se realiz6 el andlisis de varianza,
comparaciones multiples de Duncan y T de Student de muestras independientes

con un nivel de confianza de 95%.
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4. RESULTADOS

31



Tabla 2. Identificacidon de metabolitos presentes en el extracto atomizado de las

hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
Flavonoides Shinoda +++ Coloracion rojiza
Fenoles y/o Taninos Cloruro férrico +++ Coloracion  verde

intenso
Saponinas Espuma +++ Espuma
Triterpenos y/o esteroides Liebermann - + Coloracion marrén
Burchard oscuro
Quinonas Borntrager +++ Coloracion roja en

la fase acuosa

(superior)
Catequinas Catequinas ++ Coloracion verde
Lactonas y/o cumarinas Baljet +++ Precipitado naranja
AzUlcares reductores Fehling +++ Precipitado rojo

LEYENDA: Escasa/ligera (+); Regular (++); Abundante/intenso (+++)
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Figura 6. Contenido de fenoles totales y flavonoides totales en el extracto
atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar’” o “airampu”.
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Tabla 3. Concentracion media inhibitoria (Clso) del extracto atomizado de las hojas

de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

Muestra DPPH
Clso (ug/mL)
de Berberis boliviana Lechl. 262,26 + 0,21°
Trolox 38,4+ 0,772
p=8,3x107
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5. DISCUSION
La tabla 2, muestra los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto atomizado
de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, donde se pudo
evidenciar la presencia de catequinas, taninos, flavonoides, saponinas, quinonas,
esteroides, cumarinas y azUcares reductores. Resaltando los ensayos de cloruro
férrico y shinoda, mediante los cuales se observaron la presencia de taninos y
flavonoides respectivamente, observandose una coloracién verde oscuro intenso
para taninos condensados y una coloracion rojiza para flavonoides, la importancia
de estos compuestos es debido a que diversas investigaciones mencionan que la
actividad antioxidante se debe a estos metabolitos.
Los resultados descritos parrafos anteriores, se relacionan con los estudios
realizado de la misma familia por Acuia et al.5, a la especie berberis boliviana
lechler (Chegche), Se evidencio la presencia de compuestos fendlicos, alcaloides,
taninos, cumarinas, quinonas, lactonas, glicésidos, aminoacidos, saponinas,
flavonoides y resinas.
Pérez et al.**, mencionan que una coloracién verde indica la presencia de taninos
hidrolizables y una coloracion verde, de taninos condensados.
Miranda et al.*®, Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo
determina tanto fenoles como taninos, pero si el extracto es acuoso, el ensayo
determina fundamentalmente taninos. Desarrollo de una coloracién rojo-vino,
compuestos fendlicos en general; verde intenso, taninos del tipo pirocatecélicos;
azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
En el caso Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, se pudo observar una
coloracion verde intenso para taninos condensados del tipo pirocatecélicos.
Toapanta*, sefiala que los compuestos fendlicos también conocidos como
polifendlicos (fenoles, taninos y flavonoides), forman un conjunto muy amplio de

sustancias. Estos compuestos protegen a las plantas contra los dafios oxidativos
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y llevan a cabo la misma funcion en el organismo humano. Los flavonoides,
también conocidos como bioflavonoides, son un grupo de sustancias polifendlicas
las cuales estan presentes en la mayoria de las plantas. Son principalmente
reconocidos como los pigmentos responsables del color de las hojas en las
plantas. La mayoria de los tejidos vegetales pueden sintetizar flavonoides, los
cuales se presentan en forma de glucésidos solubles en agua y se localizan en
las hojas y frutas empleadas en la alimentacion humana.

Figura 6, se observan los resultados de la cuantificacién de fenoles y flavonoides
totales, se usaron los métodos espectrofotométricos de Folin- Ciocalteu y cloruro
de aluminio (AICIs) respectivamente. Para la cuantificacion de fenoles totales se
elaboro la curva de calibracion con el estandar acido gélico, con un coeficiente de
correlacion de 0,9998 (anexo 7), realizando los célculos correspondientes se
obtuvo 208,9mg EAG/g de extracto atomizado. La curva de calibracién para la
cuantificacion de flavonoides fue realizada con la estandar rutina, con un
coeficiente de correlacion de 0,9986 (anexo 9) obteniendo 43,9 mg ERu/g de
extracto atomizado. Se puede observar que el contenido de flavonoides es menor
en comparacion con el contenido de fenoles totales, esto se debe a que los fenoles
engloban los flavonoides.

Todos los fenoles poseen una estructura comudn: un anillo fenol, un anillo
aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo. La caracteristica
antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol*.

Los flavonoides son polifenoles que poseen al menos dos subunidades fendlicas,
los compuestos que tienen tres 0 mas subunidades fendlicas se denominan
taninos*2.

La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la
estructura individual y del nimero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso
molecular. En los flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la
molécula de grupos orto dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre C,y C; en
conjunto con la posicion 4-oxo en el anillo C, y grupos 3-5 hidroxi, y la funcién 4-
oxo en los anillos Ay C*2.

Existe correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad de captura
de radicales libres. La polaridad de los compuestos fendlicos es determinante en
cuanto a la capacidad de capturar radicales libres. Los compuestos fendlicos que
poseen mayor cantidad de sustituyentes hidroxilados (polihidroxilados) tienen una

polaridad mayor que los otros fenoles. Los compuestos fendlicos capturan las
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especies reactivas del oxigeno, tales como radical anion superéxido y radicales
lipidos peroxi*?.

En esta investigacion se determiné la actividad antioxidante del extracto
atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, a través
del método colorimétrico in-vitro con la especie radicalaria sintética DPPH, puesto
que este es el mas utilizados en los laboratorios del mundo debido a que indican
de manera general, la capacidad antioxidante de las sustancias para donar
hidrégenos o captar electrones.

Figura 7, se muestran los resultados de la actividad antioxidante segun el método
DPPH del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis boliviana Lechl.
“tankar” o “airampu”, y del estandar Trolox a tres diferentes concentraciones.
Para determinar la actividad antioxidante mediante el método DPPH, se trabajé
con la curva de calibracién del radical (anexo 11), se elaboré de acuerdo a la
metodologia descrita por Sousay col.8, a las concentraciones de 1 pg/mL, 5pg/mL,
10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL y 35 pg/mL, preparado de
acuerdo al anexo 10. La muestra problema y el estandar fueron preparadas a las
concentraciones de 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL y 250
png/mL (anexo 10). El extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl.
“tankar” o “airampu”, a las concentraciones de 25ug/mL, 50ug/mL y 100ug/mL
mostraron una capacidad antioxidante de 6,04%; 9,38% y 19,40%
respectivamente.

La actividad antioxidante del extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana
Lechl. “tankar” o “airampu”, con respecto al estandar Trolox es estadisticamente
significativa (p = 7,8 x 10?%), (anexo 12).

Los taninos o polifenoles poliméricos tienen mayor actividad antioxidante que los
fenoles monoméricos simples*2.

La solucion de alcohol DPPH es de color morado oscuro, el cual desaparece en
presencia de antioxidantes, lo que produce un descenso de la absorbancia a
515nan6metros. EI DPPH es hidréfoba por lo que sus reacciones deben
ejecutarse en solventes organicos, por ejemplo, metanol*®.

Figura 8, se muestran los resultados de la concentracion media inhibitoria (Clsg),
segun el método DPPH para Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Donde
a menor concentracion inhibitoria (Clso) mayor capacidad antioxidante, los

resultados obtenidos fueron 262,3 pg/mL y 38,4 pg/mL, para el extracto atomizado
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y Trolox respectivamente, estos resultados son estadisticamente diferentes (p =
8,3x07)

Los antioxidantes naturales han alcanzado una gran importancia por la relaciéon
directa que manifiestan con la disminucion del riesgo a producir enfermedades
coronarias y cancer, entre otras. Numerosos antioxidantes, presentes en las frutas
y verduras, entre los cuales se encuentran la vitamina E (a-tocoferol), vitamina C
(&cido ascorbico), R-caroteno (pro-vitamina A), compuestos fendlicos y
flavonoides, se han relacionado a efectos positivos en la salud debido a su efecto
antioxidante®.
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6. CONCLUSIONES
Se determiné el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y actividad
antioxidante de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.
Los metabolitos identificados en el tamizaje fitoquimico del extracto atomizado
de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”, fueron:
flavonoides, taninos condensados, esteroides, quinonas, cumarinas,
saponinas y azucares reductores.
El extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar’ o
“airampu”, contiene compuestos fendlicos totales en promedio de 208,9 mg
EAG/g de extracto atomizado.
El extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar’ o
“airampu”, contiene flavonoides totales en promedio de 43,9 mg ERu/g de
extracto atomizado.
El extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar’ o
“airampu”, presenta actividad antioxidante in vitro frente al radical DPPH con
una concentracién inhibitoria de Clso de 262,3ug/mL, esta difiere

estadisticamente del Trolox (p=7,8 x 10°%).
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7. RECOMENDACIONES
Realizar la extraccion de compuestos con actividad antioxidante con otros
solventes y otras técnicas.
Realizar estudios clinicos y farmacoldgicos para evaluar la eficacia y
seguridad del extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl.

“tankar” o “airampu”.
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9. ANEXOS
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Anexo 1. Certificado de identificacion taxonémica de Berberis boliviana Lechl.

“tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.
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Anexo 2. Fotografia de las hojas y frutos de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o

“airampu”. Ayacucho 2018.
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Anexo 3. Flujograma de procedimientos a seguir para la determinacion de la
actividad antioxidante de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho
2018.

Muestra: Berberis boliviana
Lechl. “tankar” o
“airampu”.

Recoleccidn de las hojas

Secado de hojas a
temperatura
ambiente

Identificacion
botanica

Reduccion de
tamafio

Extracciéon
hidroalcohdlico

Identificacion Cuantificacion Cuantificacion Actividad
. c de fenoles ; -
fitoquimica totales de flavonoides antioxidante
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Anexo 4. Identificacién fitoquimica del extracto atomizado de

Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018

Identificacion fitoquimica de:
Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu’”.

!

las hojas de

> ENSAYO DE
RESINAS

> ENSAYO DE
ANTOCIANIDINA

- ENSAYO DE
» CATEQUINAS

. ENSAYO DE DRAGENDORFF,
” MAYER, WAGNER (Alcaloides)
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(Lactonas) reductores) (Saponinas) (Quinonas) (Aminoacidos)
\ 4 A 4
ENSAYO DE v ENSAYO DE
ENSAYO DE CLORURO ENSAYO DE LIEBERMAN
KEDDE FERRICO SHINODA BUCHARD
(Cardioténicos) (Taninos y (Flavonoides) (Triterpenos y/o
Fenoles) esteroides)



Anexo 5. Resultados de la identificacién fitoquimica del extracto atomizado de

las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

[ W

| X LR
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Anexo 6. Metodologia para cuantificacion de fenoles totales por el método de
Folin- Ciocalteu del extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl.
“tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

Solucién madre: Pesar 20 mg de acido
galico, diluir con H,O destilada y enrazar
en una fiola de 25 mL para obtener una
1 solucion madre de (800 pg/mL)

Folin - Ciocalteu (1/10): Tomar 1mL de

Preparacion de . .
P —Folin y enrazar con H,O0 destilada en una

reactivos fiola de 10 mL.
I
NA,CO3 (7,5%): Pesar 7,5 mg de
NA,COs, diluir con H,O destilada y enrazar
en una fiola de 100 mL.
2
Preparacion de Solucién madre

estandares (800 ug/mL) V/ \

ﬁ 1850 pL
150 pL H,0 (d)
2mL H0 (d)
(60pg/mL)
100 pL 200 pL 400 pL A
+ + +
H20 (d) 500 pL 509 uL 500 pL
3 | |
| ST1 | | ST2 | | ST3 | | ST4 | | BLANCO |
Preparacion de Furva’o!e calibracion (10 pg/ml) (20 ugim) (40pug/mL) (60 ug/mL)
de acido galico
[4 o "/_1 M /,/\v
| [ | |
|
|

| | | | |
Vol. ST (uL) 100 100 100 100 -
Vol. F.C. 1/10 (ul) ~ 500 500 500 500 500
Na2C037,5% (uL) 400 400 400 400 400
H20 (d) c.s.p 1 mL - - - 100

[ 1mL 1mL 1mL 1mL imb |

Agitar, dejar en reposo en la oscuridad durante 30 minutos.
Leer la absorbancia a 765 nm.

Pesar 100 mg
4 Extracto seco

Cuantificacion de l

fenoles totales
1
I 2 mL
2 mL

57

Solvente OH
de 50°

Seguir el mismo
_— procedimiento de los
estandares



Anexo 7. Curva de calibracién para la cuantificacién de fenoles totales del
extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.
Ayacucho 2018.

y =0,01x + 0,0255
R2=0,9998
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Anexo 8. Protocolo para la determinacién del contenido de flavonoides totales en
el extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o
“airampu”. Ayacucho 2018.

CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

@Preparacién delacurvade calibracion-derutina

Pesar 1 mg de rutina y diluir
con 25 mL de metanol,
[40 ug/mL] aforar con EtOH 50°

|
oo

Vol. rutina (mL) 1,0 15 2,0 2,5 3,0 35 4,0 -
AICI3 2% (mL) 0,5 0,5 0,5 O 5 0 5 O 5 0 5 0 5
EtOH 50° csp 3,5 3,0 2,5

5mL

JUJUL

[Bug/mL] [12ug/mL] [16 ug/mL] [20ug/mL] [24ug/mL] [28ug/mL] [32 ug/mL] BLANCO
Dejar reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y leer la Absorbancia a 415 nm.

Preparacion de la muestra

/~\ @ Lectura de muestras
Pesar 100 mg 7

Extracto seco

| Muestra | | BLANCO |
Aforar con EtOH
50° C.S.P
Vol. muestra (mL) )
Vol. AICI3 2%(mL) 05 05
l 2mL EtOH50°Cc.s.p mL g O 5

Agitar, dejar en reposo en la oscuridad durante 30 minutos.

Leer la absorbancia a 415 nm.
Aforar con EtOH

50°C.S.P
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Anexo 9. Curva de calibracién para la cuantificacién de flavonoides totales del
extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”.
Ayacucho 2018.

y =0,026x + 0,0033
R2? =0,9986
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Anexo 10. Protocolo para la determinacion de la capacidad antioxidante por el
método DPPH del extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl.
“tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

METODO DPPH

. i ;.
Preparacion de la solucion » Pesar 4mg de DPPH, aforar a

de trabajo de DPPH 100 mL con EtOH 96°.
2 Preparacion de la curva de calibracién de DPPH
7R
4 mg DPPH I EtOH 96° csp
[40 ug/mL]
I
8,75 mL 750mL  625mL  500mL 375mL  250mL 125mL 0,25 gk~ EtOH 96°

Leer la Absorbancia a 515 nm, calibrar el espectrofotémetro con EtOH 96°.

3 Determinaciéon de la actividad antioxidante

Muestra Estandar

preparar una solucion del
extracto hidroalcohdlico de Pesar 5mg de Trolox, aforar
“tankar” o “airampo” con etanol 96° hasta 10 mL
equivalente a 500ug/mL +

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5; Tomar alicuotas de 0,25; 0,5;
1;1,5;2;y2,5mL. 1;1,5;2;y2,5mL.
Aforar a 5mL con etanol 96° Aforar a 5mL con etanol 96°

| ¢ |

Tomar 300 uL de muestra o estandar

Adicionar 2700uL de la sol. de trabajo DPPH

Agitar e incubar en la oscuridad a T° ambiente
durante 30 minutos.

M

Leer en el espectrofotometro a 515 nm
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Anexo 11. Curva de calibracion para la determinacion de la actividad antioxidante,

segun el método DPPH del extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana

Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

Absorbancia

r
e
y = 0,0272x + 0,0069
0.8 R2 = 0,9996
§o)

0.6

@
0.4 L
0.2
0.0 | ' | ' .

0.0 10.0 20.0 30.0

Concentracién (ug/mL)
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Anexo 12. Analisis de varianza de la actividad antioxidante mediante la captacion
del radical DPPH del extracto atomizado de las hojas de Berberis boliviana Lechl.
“tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

Suma de | Media = Sj
cuadrados 9 cuadratica 9.
Entre 17113,0 5,0 3422,6 57351,2 7,8x 102
grupos
Dentro de 07 12,0 0.1
grupos
Total 17113,7 17

Si: Sig. > 0,05; estadisticamente similares
Si: Sig. < 0,05; estadisticamente diferentes
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Anexo 13. Prueba t student de igualdad de varianzas del Cls, mediante la

captacion del radical DPPH del extracto atomizado de las hojas de Berberis

boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

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

Inferior Superior

Se asumen
varianzas
iguales

No se
asumen
varianzas
iguales

12,68 0,0236 -51,88 4

-51,88 2,002

8,26393E-07 -223,8466667 4,31

0,0004 -223,8466667 4,31

-235,83  -211,87

-242,39  -205,30

Sig. bilateral = p
Si: Sig. > 0,05; estadisticamente similares

Si: Sig. < 0,05; estadisticamente diferentes
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Anexo 14. Comparacién multiple de Duncan de la actividad antioxidante mediante
la captacion del radical DPPH del extracto atomizado de las hojas de Berberis
boliviana Lechl. “tankar” o “airampu”. Ayacucho 2018.

Subconjuntos homogéneos %AA
1 2 3 4 5 6
6,0

Tratamiento N

mp 25 ug/mL
mp 50 ug/mL 9,4
mp 100 ug/mL 19,4
Trolox 25 ug/mL 25,4
Trolox 50 ug/mL 52,8
Trolox 100 ug/mL

Sig.

94,7
1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

O W W W W W w

Se muestran las medias para los grupos en los subgrupos homogéneos

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3,00
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Anexo 15
Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS T'\IggFI;(I:(?O HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA

Fenoles totales y | ¢Cuanto serd la | Objetivo general DESCRIPCION BOTANICA DE | Las hojas de | Variable 1 POBLACION:
actividad concentracion de | Determinar el Contenido de | LA ESPECIE Berberis boliviana | Berberis  boliviana | ¢ Fenoles totales Hojas de Berberis boliviana Lechl. “tankar”
antioxidante de las | flavonoides y | compuestos fendlicos, | Lechl. Lechl.  “tankar” o | Indicador 0 “airampo”, que crecen en zonas altas, del
hojas de Berberis | compuestos flavonoides y  actividad | Son arbustos perennes, que | “airampu”’ contiene | ¢ Equivalentes de é&cido | centro poblado de Huascahura, provincia
boliviana  Lechl. | fendlicos, tendra | antioxidante de las hojas de | crecen entre 1y 5 metros de altura. | flavonoides, gélico (mg/g) Huamanga, departamento de Ayacucho.
“tankar” o | actividad Berberis boliviana Lechl. | Una de las caracteristicas | compuestos Variable 2 MUESTRA: Un Kg de hojas desecadas de
“airampu”. an‘tioxidante Ia_s “tankar” o “airampu’. boténica_s impo_rtantes es .Ia fenéligos y actividad | =  Flavonoides totales Berberis boliviana Lechl.  “tankar” o
Ayacucho 2018. hojas de Berberis presencia de espinas en las hojas | antioxidante Indlca@or _ “airanlpo”. )

boliviana  Lechl. | opjetivos especificos o tallos de los arbustos. Las flores e Equivalentes de rutina | DISENO METODOLOGICO:

“tankar” 0 |  Determinar la y frutos se pueden presentar en (mg/g) e Serecolectara y se secara la muestra de

racimos o Variable 3

“airampu”?

composicion fitoquimica
de las hojas de Berberis
boliviana Lechl. “tankar”
0 “airampu”.

Cuantificar el contenido
de fenoles totales de las
hojas de Berberis
boliviana Lechl. “tankar”
0 “airampu”.

Cuantificar el contenido
de flavonoides totales de
las hojas de Berberis
boliviana Lechl. “tankar”
0 “airampu”.

Determinar la capacidad
antioxidante de las hojas
de Berberis boliviana
Lechl. “tankar” o
“airampu” por el método
DPPH.

agrupaciones de
umbelas. Las flores usualmente
son de color amarillo, naranjo o rojo
anaranjado. Los frutos son de color
purpura oscuro, azulados o negros.

RADICALES LIBRES

Los radicales libres (RL) son
especies quimicas que poseen en
el dltimo orbital un electron no
apareado, por lo que, son capaces
de extraer un electron de las
moléculas vecinas para completar
su orbital, convirtiéndose en
componentes altamente reactivos
y oxidantes.

ANTIOXIDANTES
Los antioxidantes terminan las
reacciones de oxidaciéon quitando

intermedios del radical libre e
inhiben otras reacciones de
oxidacion oxidandose ellos
mismos.

e Actividad antioxidante

Indicadores

¢ Porcentaje de inhibicién (%),

TEAC

Berberis boliviana Lechl. “tankar” o
“airampo”.

La obtencién del extracto hidroalcohélico
de la muestra.

La concentracién de la muestra y secado
por atomizacion.

Se procedera a evaluar los parametros
fisicoquimicos del extracto atomizado.
Determinar los fenoles totales usando el
método de Folin-Ciocalteu.

Determinar los flavonoides totales
usando el método de cloruro de aluminio.
La actividad antioxidante se determinara
por el método de DPPH por
espectrofotometria.

ANALISIS DE DATOS

Se realizara un andlisis de varianza
(ANOVA)
significancia del 95%.

utilizando un nivel de
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