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RESUMEN

El fruto de Prunus serotina Ehrthart “guinda” presenta propiedades nutricionales y
medicinales como reducir el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares
y neurodegenerativas. El objetivo del estudio fue determinar la actividad
antioxidante del extracto hidroalcohélico y extracto liofilizado del zumo del fruto de
Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Se desarroll6 en los laboratorios de Farmacia y
bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud. El extracto hidroalcohdlico se
obtuvo de la pulpa y epicarpio del fruto y el extracto liofilizado a partir del zumo del
fruto. El contenido de fenoles totales (FT) se determiné por el método de Folin-
Ciocalteu, el contenido de flavonoides (CF) por el método Cloruro de aluminio y la
actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS. En el extracto
hidroalcohdlico de la pulpa y epicarpio, el contenido de fenoles totales y
flavonoides fueron de 29,93 * 0,81 mg EAG/g y 19,57 + 0,25 mg EQ/g
respectivamente, mientras en el extracto liofilizado del zumo el contenido de
fenoles totales y flavonoides fueron de 16,89 + 0,39 mg EAG/g y 7,26 + 0,43 mg
EQ/g respectivamente. La actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico para
los radicales DPPH y ABTS fueron de 76,85 + 0,34 y 102,95 + 0,34 mmol ET/g y
para el extracto liofilizado del zumo fueron de 33,01 £ 0,99 y 70,41 + 5,56 mmol
ET/g respectivamente, siendo mayor la actividad antioxidante en el extracto
hidroalcohélico de la pulpa y epicarpio (p<0,05). En conclusién, el extracto
hidroalcohdlico de la pulpa y epicarpio y extracto liofilizado del zumo del fruto de
Prunus serotina Ehrhart “guinda”, presentan actividad antioxidante, fenoles totales

y flavonoides.

Palabras clave: Prunus serotina Ehrhart, fenoles totales, flavonoides, actividad

antioxidante.
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|. INTRODUCCION

En la actualidad, la sociedad ha demostrado un progresivo interés en saber y
entender las relaciones entre la alimentacion y la salud. Ahora se manifiesta
preferencias claras por aquellos que se consideran benéficos para la salud. Con
este fin se vienen desarrollando investigaciones de diferentes recursos con el

interés creciente de la medicina alternativa.

El Prunus Serotina Erharth, conocida como capuli, guinda o cerezo, es una
especie nativa originaria del centro de Sudamérica el cual presenta actividad
antioxidante, reconocida por sus caracteristicas estructurales y con beneficios
para la salud. Estudios realizados sobre su actividad bioldégica han determinado

gue tiene una buena actividad antioxidante equivalente al acido trolox.!

Esta actividad antioxidante es importante porque ayuda a proteger los dafos
causados por los radicales libres, ya que son moléculas inestables que causan

dafio a las células y contribuyen al envejecimiento celular y equilibrio en el cuerpo.?

Para determinar la actividad oxidante de muestras naturales existen dos métodos,
el DPPH y ABTS. ElI DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) es un radical libre, que
muestra capacidad aceptora de hidrégenos hacia los oxidantes, este radical
estable en disolucion es de color violeta oscuro y cuando se reduce por un

antioxidante cambia a color amarillo palido.®

Mientras que el ABTS, se fundamenta en la cuantificacién de la decoloracion del
radical ABTS, este es un cromoforo verde azulado y en contacto con un
antioxidante reduce y cambia de color, esta técnica se utiliza en diferentes

muestras como frutas, pulpa de frutas y extractos vegetales.*

En el estudio se utiliza dos extractos diferentes para comprobar la actividad

antioxidante, el primero, el extracto hidroalcohélico que es un tipo de maceracion,
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para obtener la extraccion de los componentes solubles de una planta, este
método es de uso tradicional mientras que el segundo es el extracto liofilizado que
es un proceso que consiste en la deshidratacién de una sustancia mediante la
congelacion y la sublimacion del agua presente en ella, el cual preserva las
propiedades y beneficios de la sustancia original, este proceso se utiliza en

campos de la medicina, alimentacion e investigacién cientifica.

Es necesario mencionar que, los antioxidantes tienen un papel muy importante en
la salud de las personas, el consumo de alimentos ricos en antioxidantes como
frutas, verduras, nueces y grano se asocian a una mejor salud. Asimismo estudios
revelaron que los antioxidantes tiene efectos protectores en diferentes
enfermedades (cancer, diabetes, envejecimiento, etc.).! De igual manera los
antioxidantes generan beneficios en la piel, previniendo el envejecimiento

prematuro, como arrugas, lineas y manchas oscuras.

Existe un grupo importante de plantas frutales en el pais y en la regiéon que
pertenecen a la familia Rosaceae, que son de consumo masivo donde se
encuentran la fresa, ciruela, almendras y manzanas, y dentro de esta familia hay
un grupo importante del género Prunus que posee alrededor de 200 especies, en
las cuales existen estudios sobre su actividad antioxidante como por ejemplo en

la planta capuli, ciruelo, cerezo, etc.®
Teniendo estas consideraciones se ha planteado el siguiente objetivo general:

» Determinar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico y extracto

liofilizado del fruto de la Prunus serotina Ehrhart “guinda”.
Y como objetivos especificos:

» |dentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico y extracto liofilizado del fruto Prunus serotina Ehrhart
“guinda”.

» Cuantificar el contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto
hidroalcohdlico y extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina Ehrhart

‘guinda”

= Comparar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico y extracto
liofilizado de Prunus serotina Ehrhart “guinda” por los métodos DPPH y
ABTS.

18



II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Romero y Ticona®, en la investigacion “Tamizaje fitoquimico y actividad
antioxidante del extracto alcohélico de las hojas de Prunus serotina Ehrh (capuli)”,
utilizaron el método DPPH a concentraciones de 100, 500 y 1000 ug/mL para
determinar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
capuli obteniendo los siguientes porcentajes de concentracion: 52,17%, 76,52% y
98,12%, concluyendo que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de capuli tienen

efecto antioxidante.

Quispe’, en el estudio “Determinacion de fenoles totales y capacidad antioxidante
en el fruto de (Prunus Serotina Spp)”, para determinar la actividad antioxidante
utilizé el método DPPH (IC50) en dos volimenes al 0,02 y 0,15 mL. Concluye que
mientras mas alto sea el valor menor sera el porcentaje de inhibicién y a una

concentracion de 450,07 mg/100 g, el porcentaje de inhibicién es 36,02%.

Freire®, en su estudio de “Evaluacion del potencial antioxidante de extractos
metanodlicos a partir de la cascara y pulpa de capuli (Prunus serotina var.
salicifolia) proveniente de la ciudad de Ambato”, para determinar la actividad
antioxidante a partir de la pulpa y cascara del capuli, utilizé el método DPPH
(IC50), obteniendo como resultado: en la cascara 333,0 mg/100 g con un
porcentaje de inhibicion de 97,02%, mientras que en la pulpa 581,40 mg/100 g
con un porcentaje de inhibicién de 27,17%. Concluye que el mayor porcentaje de

antioxidante lo tiene la pulpa y la cascara de menor cantidad.

Roa y Bolivar®, determinaron la “Evaluacion de la variabilidad de la capacidad
antioxidante y contenido fendlico de fruto maduro de Prunus serotina (cerezo),

fruto liofilizado y mermelada”, utilizaron el método DPPH para determinar la
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capacidad antioxidante y para determinar los fenoles totales se utiliz6 el ensayo
Folin Ciocalteu, asimismo analizaron cual de los productos elaborados presentan
mejores ventajas como alimento funcional por el alto contenido de antioxidantes y
mayor tiempo de vida. La capacidad antioxidante de la mermelada requiere solo
de 2,71 mg para lograr el IC50, mientras que del liofilizado requiere 3,05 mg y el
fruto maduro 5,29 mg; han demostrado que los productos elaborados presentan
mejores ventajas como alimento funcional por el alto contenido de antioxidantes y

mayor tiempo de vida.

Castillo!, en su investigacion sobre la “Determinacion de hierro total, polifenoles
y actividad antioxidante del extracto de Prunus serotina “capuli” y Physalis
peruviana “aguaymanto”; para la determinacion de antioxidantes utilizé el método
DPPH y Cuprac, analizando muestras sin pepa, con pepa y el aguaymanto. Se
obtuvo los siguientes resultados 1,79 + 0,14 mg Trolox /L, 1,70 + 0,13 mg Trolox
/Ly 1,69 0,12 mg Trolox/L mientras 89,20 + 1,21 mg DPPHIL, 97,24 + 1,15 mg
DPPH /L y 78,83 + 1,57 mg DPPH/L para Capuli con pepa, sin pepa y

Aguaymanto, los valores de % de inhibicidn son superiores al 56%.

Navarro!?, realizé la “Cuantificacion de los compuestos polifendlicos y evaluacion
de la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de Anacardium
occidentales L, Muehlenbeckia volcénica (Benth) endl y Gamochaeta pupurea (L.),
se utilizé los métodos DPPH y ABTS para evaluar la actividad antioxidante. Para
un IC50 de ABTS los resultados fueron 19,29; 17,55; 4,11 y DPPH 5,83; 5,43; 5,26
ug/mL. Por otro lado, en el extracto hidroalcohdlico presenté un valor TEAC 0,091;

0,1, 0,428 g Trolox /ug y 0,45; 048 y 0,5 ug trolox/g respectivamente.

Altamirano??, realizé un estudio sobre la “Actividad antioxidante de los extractos
acuosos y alcoholico de la cascara y pulpa del fruto Myrciaria dubia “camu camu”,
utilizé el método DPPH. Ha demostrado que el extracto acuoso de la pulpa del
fruto tiene actividad antioxidante con un IC50-DPPH (mg/mL) 0,751 + 0,029, IC50-
ABTS (mg/mL) 0,572, mientras que el extracto acuoso de la cascara del fruto tiene
actividad antioxidante IC50-DPPH (mg/mL) 0,277 + 0,016, IC50-ABTS (mg/mL)
0,197.

Bernal y Tunqui'®, evaluaron la “Capacidad antioxidante del extracto de los frutos
liofilizados de la Opuntia ficus-indica “tuna roja, naranja y verde”, Arequipa-2019”,
para determinar la capacidad antioxidante utilizaron el método DPPH y para
fenoles el método de Folin — Ciocalteu. Los resultados encontrados fue que la

tuna roja tiene mayor capacidad antioxidante con 1281,5 mg TE/100 g de fruto
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liofilizado, la tuna naranja con 886,3 mg TE/100 g de fruto liofilizado y la tuna
verde con 853,7 mg TE/100 g. De la misma manera determiné que la tuna roja
tiene mayor contenido de compuestos fenélicos totales con 71 mg GAE/100 g de

fruto liofilizado y concluyen que la tuna tiene actividad antioxidante.

Arimana'?, en su investigacion “Actividad antioxidante del extracto hidroalcohélico
de la pulpa del fruto de Corryocactus brevistylus “sanky”, para evaluar la actividad
antioxidante del extracto hidroalcohdlico de la pulpa del fruto, utilizd el método
DPPH, y para los compuestos fenélicos el método Folin-Ciocalteu. Determiné que
el “sanky” a una concentracién 100 pug/mL tiene mediana actividad antioxidante
con un % de inhibicion del 54,60%, mientras que la vitamina C a la misma
concentracion presenta mayor inhibicion del radical DPPH 96,31% y los

metabolitos secundarios encontrados fueron: taninos, aminoacidos y saponinas.

Mendoza'®, determiné la “Actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de

”

hojas, tallos y frutos de Schinus molle L. ‘molle’”, evalué la actividad antioxidante
del extracto hidroalcohdlico de hojas, tallos y frutos, mediante el método DPPH,
determiné que la actividad antioxidante en hojas es 69,44%, tallos 56,23% y fruto

de 32,84 % , a una concentracion de 100 pg/mL.

Rodriguez®, determind el “Estudio de la obtenciéon de extractos de fresén
(Fragaria x ananassa) de alta capacidad antioxidante a partir de la fruta liofilizada”,
evalud el contenido de la capacidad antioxidante en el fruto liofilizado, trabaj6é en
tres grupos diferentes y utilizé el método de DPPH y ABTS para determinar la
actividad antioxidante, teniendo como resultado 23% de ABTS y 7% de DPPH en

las muestras liofilizadas y concluye que existe actividad antioxidante.

Huachuhuillca®’, realiz6 el “Efecto de liofilizacién sobre los compuestos bioactivos
y capacidad antioxidante en la pulpa de aguaymato (Physalis peruviana L.),
estudia el efecto de liofilizacién sobre los compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante presente en la pulpa del aguaymanto, para determinar la capacidad
antioxidante utilizé el método ABTS dando como resultado la pulpa fresca 5879,57
pmol ET/100 g y pulpa liofilizada 5581,81 ymol ET/100 g, concluye que existe

actividad antioxidante para ambos métodos.
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2.2. Marco Conceptual

2.2.1. Clasificacién taxonémica de Prunus serotina Ehrhart “guinda”.

El Prunus serotina Ehrhart “guinda”, es un arbol nativo y cultivado en la flora
peruana.

En la Tabla 1 se muestra la clasificacion taxondmica con la certificacion respectiva,

que se puede observar en el Anexo 1.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica segun Cronquist A. 1988.

DIVISION MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ROSIDAE

ORDEN ROSALES

FAMILIA ROSACEAE

GENERO Prunus

ESPECIE Prunus serotina
Ehrhart

NOMBRE VULGAR  guinda

Fuente: Certificado emitido por la Bidloga Laura AUCASIME MEDINA, especialista
en taxonomia y sistematica de plantas.

2.2.2. Descripcién Botanica

El Prunus serotina Ehrhart “guinda” es un arbol nativo de Norteamérica (México),
crece en habitats diversos, aunque los mejores tipos se conocen en las areas
altas. En el siglo XVII fue introducida a Sudamérica y se adapté mejor en la regién
andina con amplia distribucién actual en la sierra del Peru. Se desarrolla a una
altitud de 1500 a 3900 metros sobre el nivel del mar, en climas calidos tanto en la

costa como en la sierra peruana. 192

Es un arbol con un didmetro de 30 a 40 cm, con una altura de 6 a 12 m, la totalidad
de sus hojas son de forma alargada, lanceoladas con bordes aserrados
nervaduras marcadas de color verde, su flor es blanco de 2 a 2,5 cm agrupadas
en racimos con 5 pétalos, 5 sépalos, alternos y estambres; el fruto es esférico de
color oscuro a negro, mientras la pulpa es color verdosa y jugosa con sabor

agridulce y la semilla del fruto es redonda.®2°

22



2.2.3. Habitad y distribucion

En Peru el Prunus serotina Ehrhart “guinda”, crece en clima templado y dispersa

en los andes en el primer trimestre del afio, se encuentra en forma silvestre .22
2.2.4. Propiedades y uso medicinal

La corteza y raiz se utiliza contra el resfrio (tos, gripe dolencias estomacales),
inflamaciones, las hojas son diurética y expectorantes. Asimismo, el fruto tiene
propiedades antimicrobianas que se utilizan en infusiones, la corteza tiene
propiedades para el reumatismo, parto y a manera de emplasto se aplica sobre

heridas, sarpullidos entre otros usos.'®%
2.3. Antioxidantes

Un antioxidante es un compuesto que, a concentracion baja en comparacion con
el sustrato oxidable, es capaz de retrasar o previene la oxidacién de sustratos
oxidables. Un antioxidante puede actuar de dos maneras la primera cuando va
inhibir la reaccion de los radicales libres y la segunda cuando repara el dafio que

produce los radicales libres.?!

De igual manera, los antioxidantes tienen como funcién reducir el estrés oxidativo,
proteger al ADN y al dafio celular que es originado por muchas enfermedades. Un
antioxidante al contener efectos de actividad reactiva de las especies de oxigeno
ayuda a disminuir la incidencia en enfermedades degenerativas.?? Igualmente, los
antioxidantes frenan la reaccion de oxidacién en las células, ya que los radicales
libres originan efectos nocivos, por este motivo ayuda en la reduccién de

enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas.?

Es necesario mencionar que el antioxidante al reaccionar con el radical libre cede
un electrén para oxidarse y asi transformarlo en un radical libre débil con efectos
toxicos nulos, cada antioxidante tiene una afinidad a un determinado radical libre
0 a varios, y debido a la transferencia de electrones se formaran radicales libres
provenientes del antioxidante (A-), que pueden ser inactivos, constantes o tener

cierta reactividad.?*

Finalmente, los antioxidantes como productos naturales con mayor frecuencia se
encuentran en plantas y en los frutos, hojas, ramas y raices. Los antioxidantes
naturales a través de la alimentacion previenen infecciones y diversas

enfermedades, por lo que su presencia es fundamental en la alimentacion.
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Por los afios 60 hubo estudios que revelaron la importancia de los antioxidantes
con publicaciones sobre el efecto de los flavonoides, acido ascorbico y el estrés

oxidativo el cual estd asociado al desarrollo de diversas enfermedades.

Dentro de los antioxidantes estan los polifenoles que son los captadores de
radicales, los acidos fendlicos que tienen propiedades redox que permite actuar

como agente reductor.?®
2.3.1. Propiedades farmacologicas

Los antioxidantes tienen una amplia gama de propiedades beneficiosas para la
salud son antiinflamatorias porque ayudan a prevenir enfermedades cronicas
como la artritis y enfermedades que afectan al corazon, tienen propiedades
antitrombaticas (previenen la formacion de coagulos sanguineos, muy importante
para evitar el riesgo cardiovascular), son antimicrobianas (permiten combatir
infecciones causadas por bacterias, virus y hongos), son antialérgicas (permiten
reducir sintomas de alergias apoyando el sistema inmunoldgico), son
antitumorales (previenen el crecimiento y la difusion de células cancerosas), son
antiasmaticas (reducen la inflamacion de las vias respiratorias). Los antioxidantes

también tienen efectos a través de las vitaminas E, C y B- caroteno.?82°

B Primarip | - Glutation cofactpr
enzimas peroxidasa Selenio
superoxido
dismutasa — cofactor
(SOD) Zinc, Cobre,
Magnesio
catalasa
| Secundario
cofactor
Antioxidantes - Hierro
vitaminas E, C
B- caroteno
e . Enzimas reparadoras de
ercearos ADN , proteinas y lipidos

Figura 1. Clasificacion de los antioxidantes.?®
2.3.2. Clasificacion de los antioxidantes.

Antioxidantes enzimaticos (enddgeno): son fabricados por la propia célula,
estan presentes en el organismo como SOD, GPX y CAT, estas enzimas juntas

permiten prevenir el estrés oxidativo eliminado los radicales libres.*

Antioxidantes no enziméaticos (exégeno): Son aquellos que se encuentra en la
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naturaleza como los alimentos obtenidos de una dieta o de suplementos, tales
como la vitamina E (a - tocoferol), la vitamina C (acido ascérbico), el B - caroteno
(provitamina A), Minerales: el cobre, el selenio, el zinc, el manganeso, los
polifenoles: los licopenos, flavonoides, taninos.?!

Tabla 2. Clasificacion de los antioxidantes segun su origen.?%%0

Endogeno Exdgeno Accién
(Enzimaticos) (No
enzimaticos)
VitE, C Neutralizar el oxigeno,
B-caroteno Singlete, captura de
Flavonoides radicales libre (OH) y (105).

Zin, Cobre, Magnesio
catalizan la conversion y
reduccion del perdxido de

Superoxido Dismutasa hidrégeno.

(SOD) catalizar la conversion
peréxido de hidrégeno

Catalasa (CAT) Selenio cataliza la

Glutation Peroxidasa conversion y reduccién del

(GPX) peréxido de hidrégeno

2.3.3. Sistema de defensa antioxidante

La defensa de los antioxidantes son un conjunto de mecanismos que ayudan a
contrarrestar el estrés oxidativo y proteger de los radicales libres. Es fundamental
para mantener una buena salud y prevenir diversas enfermedades relacionadas
con el dafio oxidativo.

Para compensar el efecto nocivo de los radicales libres, el organismo cuenta con
sistemas de defensa antioxidantes, las cuales incluyen dos grupos: la primera es
los enziméticos o enddgenos (el cual protege durante el metabolismo) y la

segunda no enzimaticos o exdgenos(neutraliza a los radicales libres).3%:32

Asimismo, con la finalidad de contener el dafio oxidativo que se produce en el

organismo esta genera mecanismos de proteccion contra los radicales libres.
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2.4. Radicales libres

Un radical libre (RL) es cualquier &tomo o grupo de atomos capaces de existir
independientemente y contiene al menos un electron desapareado, es decir que
se encuentra solo en un orbital. En la mayor parte de los casos, estas especies
son entidades altamente reactivas que tienen un tiempo de vida media menor a 1
Us y que se combinan para generar moléculas mas estables.®?3* Los radicales
libres a nivel del metabolismo humano, son producidos por contaminantes
ambientales (atmosféricos, acuaticos y de suelo), rayos ultravioletas, rayos
gamma, radiacion de Hertz.**% Pueden estar relacionados con malos habitos
como el consumo del alcohol, tabaco y drogas, la mala alimentacion, la exposicién

a fertilizantes o pesticidas.

Existen muchos tipos de radicales libres y no todos son peligrosos, por ejemplo
las células del sistema inmune crea radicales libres para matar bacterias y virus,
pero si no hay un control suficiente con los antioxidantes las células sanas pueden

ser dafiadas.®?

Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Son todos los intermediarios reactivos del oxigeno que incluyen oxiradicales, estas
incluyen radicales libres y moléculas derivadas del oxigeno de interés biologico
con una elevada reactividad y que son capaces de producir radicales libres en el
organismo humano. Las ERO mas comunes y de mayor importancia biolégica son
el: oxigeno(Oy), radical hidroxilo (*OH), radical alcoxilo (RO), radical- anién
superéxido (0O;"), Oxido nitrico (NO), peréxido de hidrogeno(H20,),4cido
hipocloroso(HOCI) y peroxinitrito (ONOQO").3%%7

Pero, el elemento quimico mas frecuente y necesario para la vida que esta en los
radicales libres es el oxigeno. El oxigeno molécular (O;) tiene como funcién
esencial larespiacion celular, que es la formacion de ATP importante para el
funcionamiento celular. Hay "estrés oxidativo" cuando existe una excesiva

exposicion a oxidantes y/o una capacidad antioxidante disminuida.33%

Radicales primarios o inorganicos:

El oxigeno molecular (O;) a pesar de su caracter radicalario, es estable y
moderadamente agresivo. El radical-anién superéxido (O2™) es otra variedad de
oxigeno molecular que se forma a partir del (O2) normal por captura de un electron
peroxido de hidrégeno (H20y) y radical hidroxilo (*OH), este ultimo es uno de los

mas ofensivos y ataca las membranas celulares, principalmente a las proteinas y
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lipidos, es el “arma ejecutora” por excelencia. El perdxido de hidrégeno (H20;) es

su precursor inmediato.333

+e

| +e +e +e
Ozr—» 00— » HO2 » OH » H2.0
Radical Peroxido de Radical hidroxilo
superdxido hidrégeno Hidrégeno

Figura 2. Agentes oxidantes derivados del metabolismo celular.
Radicales secundarios u organicos:
El radical peroxilo (RO7") es formado a partir de a) hidroperéxidos organicos como
lipidos o por pérdida de un hidrégeno del ROOH; b) hidroperdxidos organicos
(ROOH): por ejemplo, lipido-OOH y timina-OOH; c) peroxidacion de lipidos: los
radicales libres inician y causan peroxidacion de los lipidos (triglicéridos,
fosfolipidos, lipoproteinas), particularmente aquellos que componen las

membranas celulares, siendo los insaturados los mas susceptibles.323
2.5. Liofilizado

La liofilizacién es un proceso de secado que utiliza la sublimacién, se emplea para
reducir las pérdidas de los compuestos que son responsables del sabor, aroma,
etc. Este proceso consta de dos métodos que son la congelacion y la sublimacion

directa bajo presion reducida.®®
2.6. Compuestos fendlicos

El término “compuesto fendlico” es aquella que engloba a toda sustancia que
poseen funcion fenol, estd unida a una estructura aromatica y se biosintetizan en
las plantas por medio de la ruta del &cido Shikimico y del acetato- malonato.394°
Son metabolitos secundarios esenciales que se caracterizan por poseer uno o
mas grupos hidroxilos(-OH), unido a un anillo aroméatico (grupo fenol) que presenta
comportamiento acido, debido al oxigeno (-O) del grupo hidroxilo, mientras que el
enlace relativamente débil entre (-O) y el hidrogeno(-H) permite la disociacion de

un protén (H+) que puede ser liberado.*

Los compuestos fendlicos son clases muy diversas, que van desde moléculas
simples como los acidos fendlicos, hasta polimeros complejos. Son metabolitos
secundarios que se originan en la via del acido Shikimico o en la via del acetato.*

La ruta del acido Shikimico es la forma mas importante de generar los compuestos
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fendlicos que producen una variedad de compuestos aromaticos, incluidos los

aminoacidos acidos benzoicos, acidos cinAmicos.?64

Fuera de sus funciones los compuestos fendlicos tienen una gran importancia en
la patogénesis de ciertas enfermedades actuando como mediadores
intracelulares.*®* De igual manera, sus propiedades farmacoldgicas ayudan a
combatir enfermedades producidas por el estrés oxidativo. También se le atribuye
propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antitrombadticas, antimicrobianas y

anticancerigenas.?®
2.7. Flavonoides

Proviene del latin flavo “flavus” que significa color amarillo y rojo.* Es un grupo
aromatico que contiene oxigeno ampliamente distribuido en las plantas, frutas,
verduras y en diversas bebidas (t¢ negro, café, cerveza, vino rojo, etc.), se
encuentran principalmente en las hojas, flores y polen.**4 En su estructura
guimica tiene un numero variable de grupos hidroxilos fendélicos con propiedad
guelante del hierro y otros, lo que le confieren una gran capacidad antioxidante.*’
Los flavonoides son un grupo muy diverso de los compuestos fendlicos y desde
hace tiempo hay una variedad de clases de flavonoides que muestran actividad

antioxidante facilmente oxidables.*64®

Las plantas crecidas a pleno sol tienen mas flavonoides que las crecidas a sombra,
su esqueleto quimico estd basado en compuestos de 15 carbonos (C6-C3-C6) con
numerosos sustituyentes, los cuales comparten un carbono tipo difenil 1.3-
propano con dos anillos enlazados (A'y B) ligado a un tercer anillo de pirano (anillo
C).46‘49

Figura 3. Estructura de los flavonoides.
De igual manera los flavonoides constituyen un nimero de metabolitos y se
presentan en varios tipos de acuerdo a su nivel de oxidacién del anillo pirano, con

las sustituciones de posicién en su anillo benceno. Los flavonoides puede ser
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catequinas, leuco antocianinas, flavonas, flavonoles, flavonas,

protoantocianinas.*

Estos al ser ingeridos mediante las verduras tiene un efecto antibacterial,
eliminando a bacterias y patégenos microscopicos. Asimismo, muchos estudios
demuestran que tienen propiedades para disminuir el riesgo de padecer
enfermedades cardiacas, cancerigenas y tumores malignos. Cada flavonoide en

diferentes situaciones tiene un efecto antioxidante para bloquear radicales libre. %°

Al ser consumidos durante la dieta habitual en cantidades apreciables (alrededor
de 1 gramo diario, por término medio) proporcionan al organismo niveles
significativos para ejercer algunas acciones farmacoldgicas de amplia gama que

poseen.*®
2.8. Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios con una estructura polifendlica de origen
vegetal, se encuentran en todas las partes de la planta, como tallos, hojas,
madera, semillas y culpulas. Los taninos se utilizan dentro de la industria de
curtiembre, al tener la capacidad de precipitar alcaloides puede ayudar en caso

de una intoxicacion de dicha sustancia.*

Los taninos también tienen actividad antioxidante, basada en la captura de
radicales libres, asimismo tienen actividad astringente de uso interno y

externo.*+3°
2.9. Método del DPPH (1,1 — difenil — 2 — picril — hidrazilo).

Este procedimiento fue propuesto por Blois en 1958 y descrito con algunas
modificaciones por Brand, Cuvelier y Berset,> el fundamento se basa en que la
molécula de DPPH acepta electrones o atomo de hidrogeno, que aparece de
color violeta intenso en una solucion de metanol. Este estudio utiliz6 un
espectrofotdbmetro para observar la absorbancia a una longitud de 517 nm, cuando
acepta un atomo de hidrogeno, la solucién de DPPH reacciona el antioxidante y
el color violeta inicial se va desvaneciendo, pasando a un color amarillo (reduccion
del radical libre por antioxidante), el amarillo es un indicador de las propiedades

antioxidantes de las muestras que se analizan.
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Mediante el test podemos determinar los parametros de las propiedades
antioxidantes de diferentes plantas, frutos, etc. EIl DPPH se puede medir en un

tiempo de reacciéon de 20-30

minutos.3°

Color violeta Color amarillo

Figura 4. Mecanismo antioxidante del radical DPPH.3

2.10. Método ABTS™ (Acido 2,2’ — azino-bis — 3 — etilbenzotiazolin— 6 —

sulfénico)

En este ensayo se fundamenta la cuantificaciéon de la decoloraciéon del radical
ABTS". El radical catidonico ABTS™ presenta un color verde-azul caracteristico y se
genera la oxidaciéon del ABTS con el persulfato potasico (K;S;0s) y de esta manera
el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical ABTS* esta
determinado en funcién a la concentraciéon y tiempo, debido a la reduccion de
ABTS por la accion de los antioxidantes. Este método presenta diferentes lecturas

de longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm.3*°

S
Color: SO5- s /N:< j@
verde — N
>N
Oscura \C[ l
T C

2Hs

CoHg

K2S0Oa
+antioxidantes

Claro
oHs

S -0,S
Color: SO;- S /N:<N:<J/
verde \Oi >:N |
N C
C|:2H5
Figura 5. Mecanismo antioxidante del radical ABTS®+ (Acido 2,2’ — azino-bis — 3

— etilbenzotiazolin— 6 — sulfénico)?.
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2.11. Método de determinacion de Fenoles totales

El método de Folin-Ciocalteu se utiliza para poder determinar el contenido de
compuestos fendlicos totales en frutas, vegetales, etc. Se basa en reaccionar el
Folin Ciocalteu en pH basico, dando una coloracion azul el cual se determina
espectrofotométricamente a 725 nm. Este reactivo se mezcla con wolframato
sédico y molibdato sédico en &cido fosforico y van a reaccionar con los
compuestos fenolicos en las presentes muestras. Al ser reducido por los grupos
fendlicos se da lugar a un complejo de color azul intenso, en el cual se va medir

la intensidad del contenido de polifenoles.?52

OH o
Reactivo .
Folin Reactivo
Ciocalteu + Folin Ciocalteu
(WE*, M%) > (W5+, Mo5+)
Color amarillo Color azul

Figura 6. Mecanismo de reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu.?

2.12. Método de identificacién de flavonoides

Este ensayo consiste en formar un complejo de aluminio- flavonoide en un medio
basico que presenta una coloracion rosa salmén que absorbe a 490nm. Se basa
en la formacion de complejos coloreados entre los hidroxilos fendélicos y el grupo
de los flavonoides con el tricloruro de aluminio en medio alcalino y presencia de

nitrito de sodio forma un complejo de color rojo.%!

/ |
O, o]
/A|2+

Figura 7. Mecanismo de reaccién para determinar flavonoides.>*
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucidn

El proyecto de investigacion se realizd en los laboratorios de Farmacia de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga.
3.2. Poblacién y muestra

Poblacién: El fruto de la especie de Prunus serotina Ehrhart “guinda”, que crece

en la provincia de Huamanga, regién Ayacucho.

Muestra: Dos kilogramos del fruto de Prunus serotina Ehrthart “guinda”
seleccionada en buenas condiciones teniendo en cuenta su color, forma, textura
y uniformidad, eliminando los productos que presentan defectos.

Unidad de anélisis

¢ Extracto hidroalcohdlico del fruto de Prunus serotina Ehrthart “guinda”
¢ Extracto liofilizado (Zumo) del fruto de Prunus serotina Ehrthart “guinda”
3.3. Procedimiento para la recoleccion de datos.

Obtencion del extracto hidroalcohélico

Se tom6 200 g del fruto seco, luego fueron triturados y macerados en etanol al
80% por un espacio de siete dias con agitaciones constantes. Luego se procedi6
a filtrar y se concentré en el rotavapor Buchi.

Obtencion del extracto liofilizado del zumo

Se tritur6 1000 g del fruto fresco en el cual utilizé el zumo del fruto, se filtré y se
llevé a liofilizar, para lo cual se congel6 a -60 °C por 24 h y se sublim6 a -80 °C

por 24 h a presion reducida utilizando vacio en un equipo Daihan Scientific.
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Cuantificacion del contenido de fenoles totales.
Para determinar e identificar el contenido de fenoles totales se utilizé el método
de Folin-Ciocalteu, el procedimiento de este método, se encuentra al detalle en el

Anexo 7. Los resultados se expresan en (mg EAG/g) descrito por Thangaraj®?

Cuantificacion de flavonoides

Para identificar flavonoides por el método del cloruro de aluminio, se utilizo los
pasos que se describen en el Anexo 8. Finalmente, todos los ensayos se
realizaron por triplicado y los resultados se expresan en (mg EQ/g de). Asi mismo
descrito por Thangaraj. >

Método DPPH (radical 1,1 — difenil — 2 — picril — hidrazilo)

Se utilizé el método propuesto por Thangaraj °2, en la cual se prepara una solucion
de DPPH (24 mg en 100 mL con metanol), luego se procedié a preparar una
solucién trabajo (ST) con absorbancia de 1,1 + 0,02 con metanol, a 517 nm. Se
prepar6 una curva patron a con trolox (12,5 mg a 50 mL metanol), en las
concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80. La preparacion de la muestra se tomaron
150 uL del extracto y agregoé 2850 pL de ST para luego homogenizar en un voértex
e incubar en oscuridad por un periodo de 30 minutos. Las lecturas de las
absorbancias de las muestras se realizaron en el Espectrofotometro UV — Vis
GENESYS 10S — THERMO 24 SCIENTIFIC. Todas las muestras se realizaron por

triplicado. Asi mismo los resultados fueron expresados como (mmolET/g).

El porcentaje de captacion se calcula en base a la siguiente formula:

% de Capatacién DPPH = A |n|:|?r|“;:£|fma| x 100

Donde:

¢ Alnicial: Absorbancia inicial

e A Final: Absorbancia final.
Método ABTS°+ (cation radical de acido 2,2 - azinobis - (3 -
etilbenzotiazolina) — 6 — sulfénico)
Se empled el método propuesto por Thangaraj °2, donde se prepar6 una solucion
patrén (SP), donde se pesa 40,6 mg de ABTS en 10 mL con agua destilada, se
pesa 7 mg de persulfato de potasio con 10 mL de agua destilada, ambas
soluciones se mezclan en un frasco @mbar y se deja reposar en oscuridad durante
12 horas. La solucion de trabajo (ST), donde la absorbancia se ajusté en un rango
de 1,1 + 0,02 con metanol a 734 nm.De la misma manera, se preparo la curva de

calibracion donde se pesa 12,5 mg de Trolox a 50 mL con metanol, para forma
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concentraciones de 10, 20, 30, 40 en 10 mL con metanol. Para la muestra se tomé
150 uL del extracto y adicionar 2850 uL de (ST) y se homogenizé en un vértex
para dejar reaccionar en oscuridad por un periodo de 2 horas. Las lecturas de las
absorbancias de las muestras se realizaron a una longitud de onda de 734 nm
(Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 10S — THERMO SCIENTIFIC), contra un
blanco de reaccion.

La formula para determinar % de ABTS™ es:

. AABTS-AAMP
% Actividad de ABTS = WX1 00

Donde: AABTS: Absorbancia inicial, AMP: Muestra respectivamente.
3.4. Andlisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante, contenido de fenoles totales y
flavonoides fueron expresados en medias y desviacion estandar. Para comparar
las medias se empled la prueba de T-Student y ANOVA a un nivel de confianza
del 95% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico y extracto liofilizado

del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023

Resultados

Metabolitos Ensayo Extracto Extracto
Hidroalcohdlico Liofilizado

Fenoles Reaccidn de FeCls +++ ++
Flavonoides Shinoda +++ +++
Azlcares Fehling +++ +++
reductores
Lactonas yl/o Baljet ++ +
cumarinas
Aminoécidos Ninhidrina - +
Triterpenos Lieberman-Burchard + -
ylo esteroides
Saponinas Prueba de espuma - -
Alcaloides Mayer - -
Wagner
Dragendorff
LEYENDA

e  (+++): abundante/ intenso
e (++): moderado
o (+): leve

e (-): Ausente
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Tabla 4. Contenido de fenoles totales, flavonoides del extracto hidroalcohdlico y

extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023.

Muestra Extracto Extracto
Fruto . - Liofilizado

W » hidroalcohdlico

guinda

Fenoles totales

*
mg EAG/g 29,93+0,81 16,89 + 0,39
Flavonoides 19,57 +0.25 NPy
mg EQ/g

*T-student p<0,05
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Tabla 5. Actividad antioxidante de extracto hidroalcohdlico y extracto liofilizado

del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023

Muestra Extracto Extracto
Fruto . - Liofilizado
- " hidroalcohélico
guinda (zumo)
DPPH
mmolET/g 76,85+ 0,34 33,01 £ 0,99*
ABTS 102,95 + 0,34 70,41 + 5,56 *
mmolET/g

Leyenda: El resultado es el promedio £ D.E. de tres repeticiones.
*Para T-Student p<0,05
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90.0
80.0
70.0
60.0

50.0 87,4
40.0

30.0 40,8
20.0

% del Inhibicién del radical DPPH

10.0

0.0
EH 10 mg/mL EL 10 mg/mL Trolox 0,2 mg/mL

Tipo de extracto

p<0,05
Figura 8. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH de los extractos hidroalcohodlico
(EH) y extracto liofilizado (EL) del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”,
Ayacucho 2023
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80.0
70.0
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50.0
79,4
40.0 56,4

30.0

20.0

% de Inhibicion del radical ABTS
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0.0
EH 5 mg/mL EL5 mg/mL Trolox 0,1 mg/mL
Tipo de extracto

P<0,05
Figura 9. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS de los extractos hidroalcohélico
(EH) y extracto liofilizado (EL) del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”,
Ayacucho 2023
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V. DISCUSION

Actualmente las plantas medicinales son la principal alternativa de atencion
médica con un abanico de posibilidades terapéuticas para tratar dolencias leves o
moderadas, asi como afecciones crénicas y neurodegenerativas. El uso de
plantas medicinales en los paises en vias de desarrollo muestran que un 80% de
la poblacién conoce su uso como recurso medicinal.>®* Los compuestos fenélicos
son conocidos por su excelente actividad y propiedad antioxidante que son
importantes contra diversas enfermedades.”® El fruto de la guinda contiene

compuestos bioactivos que le dan la propiedad medicinal.®

Para detectar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico
de la pulpa del fruto y extracto liofilizado del zumo del fruto se trabaj6é con el
método propuesto por Miranda®, donde se evidenci6 que ambos extractos,
contienen fenoles, flavonoides, azlcares reductores, lactonas y/o cumarinas,
aminoacidos vy triterpenos y/o esteroides (tabla 3), los cuales se corroboran con
los resultados reportados por Segundo®®, en su investigacion sobre el extracto
etandlico del fruto Prunus serotina subsp. capuli (Cav) Mc Vaugh (Rosaceae)
“capuli”, evidencia la presencia de azucares reductores, fenoles, aminoéacidos,
flavonoides y antocianinas. En otra investigacion Romero y Ticona® al trabajar
sobre el extracto alcohdlico de las hojas de Prunus serotina Ehrh (capuli),
evidencia la presencia de compuestos fendlicos, taninos y flavonoides.

En la Tabla 4, se muestran el contenido de fenoles totales y flavonoides para el
extracto hidroalcohdlico de la pulpa y extracto liofilizado del zumo del fruto de
guinda obteniendo los siguientes resultados de 29,93 + 0,81 y 16,89 + 0,39 mg
EAG/g respectivamente (p<0,05) para los fenoles totales mientras que en los

flavonoides se obtuvo 19,57 £ 0,25 y 7,26 + 0,43 mg EQ/g, estos resultados
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demuestran mayor contenido de fenoles y flavonoides en el extracto
hidroalcohélico, debido a que etanol es un solvente que extrae sustancias
polares.®® En trabajos de investigacion realizada sobre el fruto de Prunus serotina
spp, se reporta 165,20 mg EAG/g de fenoles totales en el extracto metandlico’, en
otro estudio de Roa y Bolivar ® encontraron en el fruto maduro de Prunus serotina
(cerezo) 276,93 mg EAG/g y en el extracto liofilizado 277,89 mg EAG/g de fenoles
totales; en el estudio de Castillo'® en su extracto liofilizado del fruto con pepa, sin
pepa de Prunus serotina Ehrh y aguaymanto Physlis peruviana L, obtuvo 98,3 +
0,12 mg, 75,0 + 0,20 y 26,5 + 0,12 mg AG/L. Freire® en su estudio evidencia la
presencia de polifenoles en la pulpa y cascara del extracto metandlico de Prunus

serotina contenidos de 144,86 y 2003,20 mg EAG/g, siendo mayor en la cascara.

Enla Tabla 5, se muestran la actividad antioxidante del extracto hidroalcohélico y
del extracto liofilizado por los métodos DPPH y ABTS, siendo para el radical DPPH
de 76,85 + 0,34 y 33,01 + 0,99 mmol ET/g, mientras para ABTS fueron de 102,95
+ 0,34y 70,41 + 5,56 respectivamente (p<0,05), siendo el extracto hidroalcohdlico
con mayor actividad antioxidante, esto debido a su mayor contenido de fenoles y
flavonoides. Estos resultados se corroboran con lo reportado por Freire®, quien en
su estudio de la actividad antioxidante del extracto metandlico de la pulpa y
cascara del Prunus serotina Var. salicifolia encontré la IC50 de 581,40 y 333,0
mg/100 g. Asimismo en su investigacion Castillo?, sobre la actividad antioxidante
del extracto liofilizado del Prunus serotina Ehrh “capuli” del fruto con pepa y sin
pepa, cuyos resultados son segun el método CUPRAC de 1,79 £ 0,14y 1,70 £
0,13 mg Trolox/L, y segun el método DPPH fueron de 89,20 + 1,21y 97,24 + 1,15
mg DPPHI/L. Por otra pate Quispe’ en su investigacion de Prunus serotina spp
reporta un IC50 de 450,07 mg/g de DPPH y 165,20 g EAG/g de polifenoles.

En la Figura 8, se muestra el porcentaje de inhibicion del radical DPPH del
extracto hidroalcohélico y extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina Ehrhart
‘guinda”, donde se evidencia que a 10 mg/mL inhibe un 87,7% y 40,8% vy el
estandar trolox a 0,2 mg/mL inhibe 87,4% (p<0,05). En su estudio Freire® obtuvo
un porcentaje de inhibicion de 27,17% y 97,02% de la pulpa y cascara del extracto
metandlico del Prunus serotina Var. salicifolia, presentando mayor porcentaje de
inhibicion la cascara. Por otro lado el estudio de Romero y Ticona® al evaluar la
actividad antioxidante del extracto alcohdlico de las hojas de Prunus serotina Ehrh
(capuli) por el método DPPH a las concentracion de 100, 500 y 1000 upg/mL
obtuvieron 52,17%, 76,52% y 98,12% de porcentaje de inhibicion.

44



EnlaFigura 9, se muestra el porcentaje de inhibicién del radical ABTS del extracto
hidroalcohélico y extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”,
a la concentracion de 5 mg/mL, obteniendo un porcentaje de inhibicion de 79,4%
y 56,4% y para trolox a 0,1 mg/m 61,8% de inhibicion.

Los resultados de la actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS, se
fundamenta cuando el radical DPPH solo puede disolverse en medio organico,
cuando reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de
hidrogeno, su color violeta es caracteristico al desvanecer y el cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y utilizado para la determinacion de las
propiedades antioxidantes. Mientras el ensayo de ABTS++ constituye la base de
uno de los métodos espectrométricos que han sido aplicados para medir la
actividad antioxidante total, permitiendo el ensayo de compuestos tanto de
naturaleza hidrofilica y lipofilica.®

Pero observando los resultados se llega a una conclusién de que todas las
investigaciones sobre el Prunus serotina Ehrhart “guinda”, muestran contenido de
fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante. Por lo tanto, los resultados
demuestran que existe frutos con actividad antioxidante que no son muy
conocidos, por ello se debe incentivar al estudio de frutos provenientes de
nuestra region para tener mayor informacion y aumentar el consumo y
mejorar la salud y contrarrestar a los agentes oxidantes y asi poder

mantener el equilibrio presente en nuestro organismo.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohélico y extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina

Ehrhart “guinda” presentan actividad antioxidante.

Los metabolitos secundarios encontrados en el extracto hidroalcohdlico y
extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda” fueron
fenoles, flavonoides, azlcares reductores, lactonas y/o cumarina,

aminoacidos y triterpenos y/o esteroides.

El contenido de fenoles totales y flavonoides en el extracto hidroalcohdlico
fueron de 29,93+ 0,81 mg EAG/gy 19,57 + 0,25 mg EQ/g respectivamente,
mientras extracto liofilizado el contenido de fenoles totales y flavonoides
fueron de 16,89 + 0,89 mg EAG/g y 7,26 £ 0,43 mg EQ/g respectivamente.

La actividad antioxidante para los radicales DPPH y ABTS fueron de 76,85
+ 0,34y 102,95 + 0,34 mmol ET/g en el extracto hidroalcohdlico, y para el
extracto liofilizado fueron de 33,01 + 0,99 mmolET/g y 70,41 + 5,56
mmoIET/g respectivamente. Siendo el extracto hidroalcohdlico con mayor

actividad antioxidante.
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VIl. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antioxidante de las mejores accesiones del banco de
germoplasma, con la finalidad de establecer que accesiones tienen mayor

actividad antioxidante.

Seguir con los estudios mediante mas métodos para determinar y
establecer claramente la actividad antioxidante de la “guinda”.

Promover el consumo en los lugares donde se produce, porque la mayoria
son pequefos agricultores, que por las necesidades econdmicas prefieren

vender y no consumir con su familia.

Debido a que la “guinda” tiene propiedades antioxidantes, se debe
promover su consumo para prevenir o retrasar dafios a nivel celular del

organismo humanao.
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ANEXOS
Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Prunus serétina Ehrhart. "guinda”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bachiller en Farmacia y Bioquimica, Srta. Belu Lussat, QUISPE
MIRANDA, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificaciéon de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE - MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : ROSALES

FAMILIA : ROSACEAE

GENERO : Prunus

ESPECIE : Prunus serotina Ehrhart.
N.V. 2 “guinda”

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los
fines que estime conveniente.

Ayacucho, 2 de Julio del 2 022

......

BIOLOGA
Reg. CBP. N°583CR. - X1y
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Anexo 2. Recoleccion de la muestra Prunus serotina Ehrhart. "guinda”.
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Anexo 3. Procedimiento hidroalcohdlico de Prunus serotina Ehrhart. "guinda".

Muestras (guinda) Muestra (guinda) seca en
1000 g estufa a 40 °C

Se filtra la maceraciéon de la muestra con etanol al
80%

Obtencion de la muestra y
se procede a secar en estufa obtenido el filtrado se lleva al
a40°C rotavapor Buchi
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Anexo 4. Procedimiento de liofilizacion de Prunus serotina Ehrhart. "guinda".

.

Muestras guinda Muestra guinda
1000 g. (zumo) filtrando

Muestra guinda (zumo) el
filtrando se lleva al liofilizado
por tres dias

Muestra guinda (zumo)
obtencion del liofilizado.
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Anexo 5. Tamizaje fitoquimico del fruto de Prunus serotina Ehrhart. "guinda”. Ayacucho

oscuro-negro

oscuro-negro

2023.
Ensavo Reactivo Caracteristica Caracteristica Resultado Resultado
y hidroalcohdlicas liofilizado hidroalcohélico liofilizado
+++ + -
Cloruro L Coloracién
Fenoles . Coloracion verde,
férrico . verde, verde-
verde intenso .
intenso
WSS
+++
+++ -
L Coloracién
Shinoda Coloracion carmelita
Flavonoides carmelita o
) - amarillo o
amarillo o naranja :
naranja
Azucares Fehlin +++ +++
Reductores 9 Pdo rojo Pdo rojo
—
++
Lactonas Baljet ++ .
) L recipitado
/coumarinas Coloracion precip
rojo
—
- +
Aminoéacidos | Ninhidrina Coloracién azul- Coloracién
violaceo azul-violaceo
+ -
Triterpenos . Rosado-azul Rosado-azul
p Lieberman- - ’ . '
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Anexo 6. Protocolo para la determinacion del contenido de fenoles totales.

FENOLES TOTALES
Método Folin-Ciocalteu

y

CURVA DE
CALIBRACION

A

PROCEDIMIENTO DE LA
MUESTRA

Prepara solucion de
Acido Galico
50 pg/mL en metanol

Tomar 50 pg/mL del extracto
fendlico y llevar a 1 mL con agua
destilada

!

Tomar alicuotas de
0,2;0,4,0,6;0,8y1mL
y completar con agua
destilada a 1 mL para
formar concentraciones
de (10, 20, 30, 40y 50
Hg/mL)

|

Seguir en forma similar
a la muestra

!

Agregar 0,5 mL de reactivo folin-
Ciocalteu.

!

Mezclar con vortex y reposar por
5 min a temperatura ambiente (20
OC)

}

Adicionar 2,5 mL de Na2CO3 5%
mezclar e incubar en oscuridad

por 40 minutos.

}

Leer en espectrofotébmetro a 725 nm.




Anexo 7. Protocolo para la determinacion del contenido de flavonoides.

FLAVONOIDES
Método de cloruro de aluminio

\ 4

» -
Ll |

CURVA DE CALIBRACION

l

Prepara solucién de
Quercetina
200 pg/mL en metanol

l

Tomar alicuotas de
0,2;0,4;0,6;08y1mLy
completar con agua
destilada a 1mL para formar
concentraciones de (40,
80,120,160 y 200 pg/mL)

4

Seguir en forma similar a la
muestra

63

\ 4

PROCEDIMIENTO DE LA MUESTRA

:

Tomar 0,5 mL del extracto fendlico y
llevar a 1 mL con agua destilada

!

Agregar 0,15 mL de nitrito de sodio al
5%, reposar 5 minutos, afiadir 0,15 mL
de cloruro al 10% y reposar 6 minutos.

v

Agregar 2 mL de NaOH 4%, mezclar y
llevar todos los tubos a 5 mL con agua
destilada

!

Mezclar e incubar por 15 minutos a
temperatura ambiente.

!

Leer en espectrofotdmetro a 510 mm.




Anexo 8. Curva de calibracion del 4cido gélico para la cuantificacién de fenoles totales

Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023.
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Anexo 9. Muestras de la cuantificacién de contenido de fenoles totales de Prunus serotina
Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023.
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Anexo 10. Curva de calibracion de Quercetina para la cuantificacién de flavonoides de

Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023.
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Anexo 11. Muestras de la cuantificacion de contenido de flavonoides de Prunus serotina
Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023.
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Anexo 12. Curva de calibracion de la absorbancia versus la concentracion del radical
DPPH para la determinacién de la actividad antioxidante de Prunus serotina Ehrhart

“guinda”. Ayacucho 2023.
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Anexo 13. Contenido de DPPH de las muestras de Prunus serotina Ehrhart “guinda”.
Ayacucho 2023.
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Anexo 14. Curva de calibracion de la absorbancia versus la concentracion del radical
ABTS para la determinacion de la actividad antioxidante de Prunus serotina Ehrhart

“guinda”. Ayacucho 2023.
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Anexo 15. Contenido de ABTS de las muestras de Prunus serotina Ehrhart “guinda”.
Ayacucho 2023.
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Anexo 16. Reactivos utilizados

CH,

HaC o_ M o4

HO
CH,

Trolox: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilo-3,4-dihidrocromeno-2-carboxilico, es

un estandar antioxidante analogo de la vitamina E.

Ox O
HO OH
OH

Acido galico: (Acido 3,4,5-trihidroxibenzoico)

Quercetina: (2-(3,4-Dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona)
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Anexo 17. Espectrofotdmetro Thermoscientific Genesys 150.

hermo e
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Anexo 18. Prueba de normalidad del contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad

antioxidante de Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023

Shapiro-Wilk
VARIABLE Estadistico al Sig.
Fenoles Extracto
. . ,997 3 ,897
totales hidroalcoholico
Zumo liofilizado ,888 3 347
Flavonoides Extracto
: . ,992 3 824
hidroalcoholico
Zumo liofilizado 991 3 ,821
DPPH Extracto
979 3 722
hidroalcohdlico
Zumo liofilizado ,850 3 ,241
ABTS Extracto
; ) ,988 3 , 787
hidroalcoholico
Zumo liofilizado ,810 3 , 138
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Anexo 19. Prueba de normalidad del porcentaje de inhibicién del radical DPPH.
Ayacucho 2023

Shapiro-
VAR?2 Wilk
Estadistico gl Sig.
% z
INHIBICION EH 10 0,232 3 0,980 3 0,726
EL 10 0,339 3 0,851 3 0,242
mg/mL
Trolox 0,2 0,244 3 0,972 3 0,677
mg/mL
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Anexo 20. Andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de inhibicion del radical DPPH.
Ayacucho 2023

%

INHIBICION
DPPH Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre 4375,714 2 2187,857 3918,628 0,000
grupos
Dentro de 3,350 6 0,558
grupos
Total 4379,064 8
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Anexo 21. Prueba de normalidad del porcentaje de inhibicion del radical ABTS. Ayacucho
2023

Shapiro-Wilk
VAR3
Estadistico gl Sig.

% EH 5 mg/mL 0,215 3 0,989 3 0,800
INHIBICION
ABTS

EL 5 mg/mL 0,298 3 0,916 3 0,438

Trolox 0,1 0,326 3 0,873 3 0,304

mg/mL
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Anexo 22. Analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de inhibicién del radical ABTS.

Ayacucho 2023

%

INHIBICION  Suma de Media

ABTS cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 869,116 2 434,558 876,911 0,000
Dentro de 2,973 6 0,496
grupos
Total 872,089 8
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Anexo 23. Gréficos contenidos de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante
del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023

35
29,9

w
o

N
"

19,6
16,9

Fenoles totales y flavonoides
L — N
o o o
‘\J
w

(%)

o

Fenoles totales EH  Fenoles totales EL Flavonoides EH Flavonoides EL
Metabolitos

T-Student p<0,05
Contenido de fenoles totales y flavonoides en el extracto hidroalcohdlico (EH) y extracto

liofilizado (EL) del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023.

120
102,6
100

76,8
80 70,4

60

40 33,01

20

Actividad antioxidante mmolET/g

EH EL EH EL

Radical DPPH Radical ABTS
Radicales

T-Student p<0,05
Actividad antioxidante equivalente a trolox del radical DPPH y ABTS del extracto
hidroalcohdlico (EH) y extracto liofilizado (EL) de Prunus serotina Ehrhart “guinda”,
Ayacucho 2023.
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Anexo 24. Prueba de T-Student del contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante Prunus serotina Ehrhart “guinda”. Ayacucho 2023.

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de

igualdad de varianzas prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencia de error confianza de la diferencia
F Sig. t gl (bilateral) de medias estandar Inferior Superior
Fenoles Se asumen
. . ,958 ,383 25,252 4 ,000 13,04000 ,51640 11,60625 14,47375
totales varianzas iguales
No se asumen
. . 25,252 2.877 ,000 13,04000 ,51640 11,35614 14,72386
varianzas iguales
Flavonoides Se asumen
. . , 726 442 42,680 4 ,000 12,31000 ,28842 11,50920 13,11080
varianzas iguales
No se asumen
) . 42,680 3.213 ,000 12,31000 ,28842 11,42561 13,19439
varianzas iguales
DPPH Se asumen
. . 5,319 ,082 72,407 4 ,000 43,83000 ,60533 42,14934 45,51066
varianzas iguales
No se asumen
. . 72,407 2.459 ,000 43,83000 ,60533 41,64043 46,01957
varianzas iguales
ABTS Se asumen
. . 13,519 ,021 10,013 4 ,001 32,18333 3,21422 23,25923 41,10744
varianzas iguales
No se asumen
10,013 2.015 ,010 32,18333 3,21422 18,45003 45,91663

varianzas iguales
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Anexo 25. Matriz de consistencia.

Actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico y extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”, Ayacucho 2023

hidroalcohélico y
extracto
liofilizado del
fruto de Prunus
serotina Ehrhart
“guinda”,
Ayacucho 2023

liofilizado del
fruto de
Prunus
serotina
Ehrhart
“guinda”
tendra
actividad

antioxidante?

hidroalcohdlico y extracto
liofilizado del fruto de Prunus
serotina Ehrhart “guinda”
Objetivos Especificos:
Identificar los metabolitos
secundarios presentes en el
extracto hidroalcohélico y
extracto liofilizado del fruto
de Prunus serotina Ehrhart
“guinda”

Cuantificar el contenido de
fenoles totales y flavonoides
del extracto hidroalcohélico y
extracto liofilizado de Prunus
serotina Ehrhart “guinda”
Comparar la  actividad
antioxidante del extracto
hidroalcohdlico y extracto
liofilizado por los métodos
DPPHy ABTS

del fruto de Prunus

serotina Ehrhart
“guinda” tienen
actividad
antioxidante,

contenido de
Fenoles y

flavonoides.

fruto de Prunus serotina
Ehrhart “guinda”
indicadores
Concentracion en
mg/mL

variable dependiente
La actividad antioxidante
indicadores

Captacion del radical
libre de DPPH
expresado como mmol
ET/g de muestra
Captacion del radical
libre de ABTS
expresado como mmol

ET/g de muestra

florecer y dar frutos en el primer
trimestre del afio, se encuentra en
forma silvestre, los metabolitos
encontrados en su extracto del fruto
fueron: flavonoides, taninos,
azUlcares reductores, polifenoles.

El uso de esta planta en la medicina
relacionado con

tradicional esta

enfermedades cardiovasculares,
tumorales, diabetes tipo Il, obesidad
y neuro-degenerativas. Para poder
determinar la actividad antioxidante
de un fruto o planta depende de su
concentracion  presente en la

planta.

TiTULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA
Actividad ¢El extracto Objetivo General El extracto | variable independiente | En el Perd el Prunus serotina Ertht | Tipo de Investigacion.

antioxidante del | hidroalcohdlico | Determinar la  actividad | hidroalcohdlico y el | Extracto hidroalcohélico “guinda”, crece en clima templado y | Basico-descriptiva
extracto y el extracto antioxidante del extracto | extracto liofilizado | y extracto liofilizado del dispersa en los andes y empieza a | Régimen de

Investigacion.
Libre
Poblacién

Fruto maduro de Prunus

serotina Ehrhart
“guinda”

Métodos

*Cuantificacion el

contenido de fenoles y
flavonoides

*Determinar de la
actividad  antioxidante
por los métodos
(DPPH), ABTS%+
Andlisis de  Datos:
Mediante el andlisis de
(ANOVA),

prueba T-Student a un

varianza

nivel de confianza de

95% de confianza.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N°276-2024-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: BELU LUSSAT QUISPE MIRANDA

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve de la mafiana del dia ocho del mes de marzo
del afio dos mil veinticuatro, se reunieron en el auditérium de la Facultad de Ciencias de
la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el acto de sustentacion de
trabajo de tesis titulado: “Actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico y
extracto liofilizado del fruto de Prunus serotina Ehrhart “guinda”-Ayacucho 2023.”
presentado por la bachiller BELU LUSSAT QUISPE MIRANDA para optar el titulo
profesional de Quimico Farmacéutico. El jurado evaluador esta conformado por:

Presidente : Prof. Maricela Lopez Sierralta (delegada por el Decano)
Miembros : Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo
: Prof. Kirianova Godoy Bautista
Prof. Cinthia Gavilan Zamora
Asesora : Prof. Edwin Carlos Enciso Roca
Secretaria Docente : Prof. Stephany Massiell Barbaran Vilcatoma

Con el quorum de reglamento se dio inicio la sustentacion de tesis, como acto inicial el
presidente de la comisién pide a la secretaria docente dar conformidad al expediente
presentado por la sustentante y dar lectura a la resolucion, la secretaria indica que los
documentos presentados por el recurrente no tienen ninguna observacion, por tanto,
se procede a leer la resoluciéon decanal y proporciona algunas indicaciones a la
sustentante.

Seguidamente se da inicio a la exposicién de la Bachiller: BELU LUSSAT QUISPE
MIRANDA, y una vez concluida, el presidente de la comisidn solicita a los miembros del
jurado evaluador realizar sus respectivas preguntas, seguidamente se da pase a la
asesora de tesis, para que pueda aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita a la sustentante abandonar el auditérium para que pueda proceder
con la calificacién.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: BELU LUSSAT QUISPE MIRANDA

JURADOS Texto | Exposicion | Preguntas | P. Final
Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo 17 17 . 16 17
Prof. Kirianova Godoy Bautista 14 15 15 15
Prof. Cinthia Gavilan Zamora 17 17 16 17
PROMEDIO FINAL 16




De la evaluacién realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller BELU LUSSAT QUISPE MIRANDA; quien obtuvo la nota
final de dieciséis (16) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del
presente, siendo la 10:4 de la mafiana, se da por concluido el presente acto académico.
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