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RESUMEN

Diversas afecciones cronicas se vinculan con el estrés oxidativo, fendmeno resultante
de la descompensacion entre la generacion de radicales libres y la accion protectora de
los compuestos antioxidantes naturales del cuerpo. Este hecho ha incentivado la
busqueda de alternativas naturales con potencial antioxidante. En esta investigacion se
evalud dicha capacidad en un extracto hidroalcoholico elaborado a partir de hojas y
tallos de Jatropha gossypiifolia L. El estudio, de tipo experimental y enfoque
cuantitativo, incluyd recoleccién, secado y maceracion de las muestras vegetales en
etanol al 70 %, seguido de un andlisis fitoquimico cualitativo. Se emplearon técnicas
espectrofotométricas para la cuantificacién de fenoles totales y flavonoides, y para
determinar el efecto antioxidante se aplicaron los ensayos DPPH, ABTS y FRAP. Se
realizo el tamizaje fitoquimico identificando fenoles, lactonas, flavonoides, triterpenos,
aminoacidos, azucares reductores, glucosidos cardioténicos, catequinas y alcaloides.
Las hojas mostraron valores de 493,46 + 5,04 mg GAE/g de extracto en fenoles totales
y 276,29 * 3,30 mg QE/g en flavonoides, mientras que los tallos alcanzaron 343,38 +
1,78 mg GAE/g y 119,54 + 3,77 mg QE/g, respectivamente, con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05). La evaluacion del efecto antioxidante en
hojas, mediante los ensayos DPPH, ABTS y FRAP, mostro resultados de (584,62 +
1,77;532,86 £ 1,71y 664,48 £ 1,13 umol ET/g de extracto) superiores a tallos (297,68
+1,69; 348,81 + 1,40 y 333,41 £+ 1,13 umol ET/g de extracto); (p<0,05). Se concluye
que las hojas de Jatropha gossypiifolia L. “huanarpo macho” tienen un mayor efecto
antioxidante que los tallos.

Palabras clave: Jatropha gossypiifolia L., efecto antioxidante, flavonoides y fenoles

totales.
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ABSTRACT

A number of chronic conditions are linked to oxidative stress, a phenomenon resulting
from a mismatch between the generation of free radicals and the protective action of
the body's natural antioxidant compounds. This has prompted the search for natural
alternatives with antioxidant potential. In this research, this capacity was evaluated in
a hydroalcoholic extract elaborated from leaves and stems of Jatropha gossypiifolia L.
The study, of experimental type and quantitative approach, included collection, drying
and maceration of the plant samples in 70 % ethanol, followed by a qualitative
phytochemical analysis. Spectrophotometric techniques were used for the
quantification of total phenols and flavonoids, and DPPH, ABTS and FRAP assays
were used to determine the antioxidant effect. Phytochemical screening was performed
to identify phenols, lactones, flavonoids, triterpenes, amino acids, reducing sugars,
cardiotonic glycosides, catechins and alkaloids. Leaves showed values of 493,46 + 5,04
mg GAE/g of extract in total phenols and 276,29 + 3,30 mg QE/g in flavonoids, while
stems reached 343,38 = 1,78 mg GAE/g and 119,54 + 3,77 mg QE/qg, respectively, with
statistically significant differences (p<0.05). The evaluation of the antioxidant effect in
leaves, by means of DPPH, ABTS and FRAP assays, showed results of (584,62 + 1,77;
532,86 + 1,71 and 664,48 + 1,13 umol ET/g of extract) superior to stems (297,68 +
1,69; 348,81 + 1,40 and 333,41 + 1,13 umol ET/g of extract); (p<0.05). It is concluded
that the leaves of Jatropha gossypiifolia L. ‘huanarpo macho’ have a greater antioxidant
effect than the stems.

Keywords: Jatropha gossypiifolia L., antioxidant effect, flavonoids and total phenols.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El empleo de plantas medicinales tiene raices profundas en la historia de
multiples civilizaciones, y hoy en dia ha recobrado importancia debido al creciente
interés por encontrar opciones naturales para prevenir y tratar diversas enfermedades.
Una de las condiciones mas relevantes en este campo es el estrés oxidativo, dado que
se ha asociado al inicio y progresion de enfermedades cronicas como la arteriosclerosis,
cancer y diversos trastornos neurodegenerativos.*?

Este fendmeno ocurre cuando los mecanismos antioxidantes del organismo
presentan una regulacion deficiente frente a la sobreproduccion de radicales libres y su
neutralizacion. Aunque el cuerpo humano dispone de defensas antioxidantes naturales,
factores como la edad, la contaminacion ambiental y una alimentacion deficiente
pueden deteriorar estos mecanismos, incrementando el riesgo de desarrollar diversas
patologias.®

Ante esta problematica, la comunidad cientifica se ha concentrado en los
antioxidantes de origen vegetal, debido a su capacidad para reducir los efectos del estrés
oxidativo. Recientes investigaciones han confirmado que ciertos polifenoles y
flavonoides presentes en plantas medicinales poseen una notable actividad
antioxidante, lo que refuerza su potencial como agentes terapéuticos naturales.?

Dentro de las especies con posible accion antioxidante se encuentra Jatropha
gossypiifolia L., conocida localmente como “huanarpo macho”, una planta originaria
de la sierra peruana. Esta especie se emplea en la medicina ancestral debido a sus
beneficios estimulantes y antiinflamatorios, aunque sus capacidades antioxidantes ain
no han sido estudiadas en profundidad. Algunos estudios preliminares sobre otras
especies del mismo género sugieren que contienen compuestos fendlicos con efectos
antioxidantes, lo que plantea la necesidad de investigaciones mas especificas.

En este sentido, la presente investigacion adquiere relevancia por diversas
razones. Desde el aspecto cientifico, pretende ampliar el conocimiento sobre los efectos
antioxidantes de Jatropha gossypiifolia L. En el plano tecnoldgico, los resultados
podrian aprovecharse en el desarrollo de productos como suplementos dietéticos,
cosméticos 0 medicamentos a base de esta planta. Finalmente, desde una perspectiva
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social y humanistica, esta investigacion promueve el reconocimiento de los recursos
naturales locales, incentivando su uso responsable y fomentando el crecimiento
econdmico de comunidades rurales mediante practicas sostenibles y valorizacion del
saber ancestral.
Enunciado del problema
¢ Tendra efecto antioxidante el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Jatropha
gossypiifolia L. “huanarpo macho”?
Objetivo general
Evaluar el efecto antioxidante del extracto hidroalcohoélico de hojas y tallos de Jatropha
gossypiifolia L. “huanarpo macho”.
Objetivos especificos
e Cuantificar el contenido de fenoles totales y flavonoides de hojas y tallos de
Jatropha gossypiifolia L. “huanarpo macho”.
e Evaluar el efecto antioxidante de los compuestos fendlicos utilizando los
métodos DPPH, ABTS y FRAP.



CAPITULO Il. DESARROLLO DE LA PERSPECTIVA TEORICA
2.1.  Marco referencial
2.1.1. Antecedentes internacionales

Igbal et al.%, en el afio 2023 investigaron la accion del extracto etandlico de
Jatropha mollissima contra la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicinay la toxicidad
renal. Se analizaron sus fitoquimicos y actividad antioxidante con ensayos DPPH,
superoxido dismutasa (SOD), y oxido nitrico (NO), mientras que su efecto
antiproliferativo y apoptético se evalud con bromuro de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) vy tincion celular. Los resultados mostraron una reduccion
dosis-dependiente de la viabilidad celular y efectos protectores en marcadores cardiacos
y renales. En conclusion, J. mollissima tiene propiedades antioxidantes,
antiproliferativas, cardioprotectoras y nefroprotectoras, con potencial para mitigar
efectos adversos de la quimioterapia.

Leon et al.®, en el afio 2021 llevaron a cabo una investigacion orientada a
identificar compuestos fendlicos en los 6rganos aereos de Jatropha cardiophylla (Tor.)
Mull. Arg., mediante la técnica para obtencion basada en etanol como medio extractor.
En el estudio fitoquimico se encontraron varios acidos fenolicos, entre ellos el galico,
cafeico y protocatecuico, asi como flavonoides como la epicatequina. La evaluacion de
la capacidad antioxidante, cuantificada como trolox equivalente por unidad de masa de
extracto (umol ET/g), mostrd los siguientes valores: en el ensayo DPPH se registré una
inhibicidn de 296,26 + 1,73; 416,63 £ 3,53 en el método ABTS; y en el ensayo FRAP
456,71 + 2,67.

Vega et al.%, en el afio 2021 investigaron los fitoconstituyentes y la capacidad
antioxidante presente en fracciones obtenidas con metanol a partir de hojas y tallos de
Jatropha cinerea y Jatropha cordata. Se aplicaron métodos como la espectrometria de
masas Yy la cromatografia liquida para el analisis. Los resultados mostraron que los tallos
eran ricos en acidos fenolicos y las hojas en flavonoides, destacando compuestos como
acido galico, vitexina e isovitexina. J. cordata presentd la mayor capacidad

antioxidante y concentracion de fenoles. En conclusion, ambas especies son fuentes



naturales con potencial biotecnologico debido a su elevada concentracion de
compuestos con actividad antioxidante.

Wau et al.’, en el afio 2019 tuvieron como objetivo actualizar y discutir la
quimica, la farmacologia especifica y las actividades toxicologicas de Jatropha
gossypiifolia y sus metabolitos bioactivos. Para ello, en el afio 2018 llevaron a cabo una
revision amplia recurriendo a bases de datos especializadas y motores de busqueda
académicos como PubMed, SciFinder, Cochrane Library, asi como plataformas
reconocidas de literatura cientifica tales como Web of Science, Scopus, ScienceDirect
y Google Scholar, seleccionando estudios relacionados con la quimica, farmacologia y
toxicologia de esta planta hasta diciembre de ese afio. Los resultados mostraron que las
hojas poseen propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas e insecticidas, las raices y
tallos presentan actividad antiinflamatoria y antimicrobiana, las semillas y frutos acttan
como sedantes, analgésicos y antidiarreicos, y el latex tiene propiedades bactericidas y
molusquicidas, utilizado tdépicamente para heridas y mordeduras de animales
venenosos. Concluyeron que exhibe propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antioxidantes, antineoplésicas, anticolinesterasicas y antihipertensivas, aunque los
mecanismos de accion no han sido completamente explorados, destacando su potencial
en la medicina complementaria y alternativa.

Hanafy et al.8, en el afio 2018 examinaron la relacion entre los fenoles y el
potencial antioxidante en hojas de cuatro especies de Jatropha adaptadas a las
condiciones de Egipto. Se evaluaron pardmetros farmacopéicos y macronutrientes,
mientras que los niveles de compuestos fenoles fueron determinados mediante
espectrofotometria, y se utilizo el método DPPH con el propdsito de medir el efecto
antioxidante. Los resultados revelaron que J. curcas, J. gossypifolia y J. multifida
mostré las cantidades mas altas de actividad antioxidante, mientras que J. integerrima
presento los valores mas bajos. En conclusion, estas especies podrian ser de interés para
aplicaciones farmacéuticas debido a su riqueza en polifenoles.

Ramirez et al.®, en el afio 2016 investigaron el perfil polifendlico presente en
fracciones de Jatropha dioica, con el objetivo de evaluar su actividad como agente
neutralizador de radicales libres. El potencial antioxidante fue medida mediante el
ensayo ABTS/peroxidasa, mientras que la estimacion de los polifenoles se realizo
mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu. Se evidencio que el proceso hidroalcohdlico
resulto ser el mas efectivo para mantener los polifenoles, siendo la raiz el tejido con la

mayor concentracion. Se observo que el 89% del efecto antioxidante observado estaba
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relacionado con la presencia de polifenoles, lo que permitio concluir que J. dioica tiene
un gran potencial como fuente de metabolitos antioxidantes, con posibles usos
terapéuticos en enfermedades vinculadas al dafio oxidativo.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Obispo®, en el afio 2024 investigo la actividad antioxidante del aceite esencial
de Clinopodium bolivianum (mufia o "koa"). El aceite fue extraido de las hojas por
destilacion por arrastre de vapor y analizado mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS), identificandose 33 compuestos, siendo la
pulegona el mayoritario (63,82%). La capacidad antioxidante se evalu6 con los métodos
DPPH y ABTS, obteniéndose valores de Clso de 1344,00 pg/mL y 40,123 pg/mL,
respectivamente. Se formularon un champu, una crema de peinar y una locion capilar,
siendo esta Ultima la que presentd mayor actividad antioxidante. Todas las
formulaciones mostraron estabilidad adecuada, lo que resalta el potencial cosmético del
aceite esencial de mufia.

Tinco et al.X, en el afio 2021 estudiaron la actividad antioxidante de los
metabolitos procedentes de la fraccidn de acetato de etilo de hojas y tallos de Jatropha
macrantha, asi mismo evaluaron su actividad bioldgica en modelos de disfuncion
eréctil en ratas provocadas por la aplicacion de ketamina. Mediante LC-ESI-MS/MS
(Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en
tdndem), se identificaron sustancias como cumarinas, flavonoides, acidos fendlicos y
terpenos. La cantidad total de fenoles y flavonoides fue determinada aplicando el
reactivo de Folin-Ciocalteu junto con cloruro de aluminio. Las pruebas DPPH, ABTS
y FRAP fueron empleadas para estimar el potencial antioxidante. En cuanto a los
resultados, se demostro que la fraccion LEAF evidencio mas actividad antioxidante y
un mejor desempefio en la funcidon sexual de ratas con disfuncion inducida, en
comparacion con SEAF, aunque fue menos eficaz que el sildenafil. En conclusion, J.
macrantha evidencio resultados prometedores tanto en la mejora del comportamiento
sexual como por su potencial como fuente natural de antioxidantes.

Cano et al.'?, en el afio 2020 identificaron los metabolitos presentes en una
solucion hidroalcohdlica obtenida empleando las hojas de Minthostachys mollis
(muha), asi como una evaluacion de su accion antioxidante. Se efectud la preparacion
del extracto utilizando hojas desecadas y pulverizadas, sometidos a un procedimiento
de maceracion con etanol y agua. Se aplicaron pruebas de solubilidad usando
disolventes con distintas polaridades, seguido de una caracterizacion fitoquimica
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preliminar. Algunos compuestos fueron separados empleando cromatografia en capa
fina, obteniéndose un total de 12 fracciones, las cuales se analizaron por
espectrofotometria UV-Visible. Para medir la actividad antioxidante se utilizaron las
pruebas DPPH y ABTS, ademas se propusieron las estructuras de cinco flavonas y una
flavanona, mostrando una notable capacidad neutralizante de radicales libres segun los
métodos aplicados.

Rodriguez y vega®®, en el afio 2019 evaluaron los componentes fenolicos y La
facultad de contrarrestar los radicales libres en una solucion etandlica elaborada a partir
del latex y las hojas de Jatropha curcas, recolectados en el Instituto de Investigacion
de Plantas Medicinales de la UNAP. Para ello, se emple6 un extracto etandlico al que
se le afiadio un 1% de acido formico. Mediante espectrofotometria UV-visible, la
técnica DPPH evalud la capacidad antioxidante. Segun los resultados, el latex
presentaba mayores niveles de actividad antioxidante (95,48% de inhibicion) y
compuestos fenolicos totales (2.943,91 mg/100 g) que las hojas (1.568,53 mg/100 g y
90,02% de inhibicion). En conclusion, J. curcas es una fuente rica en antioxidantes,
con el latex mostrando el mayor potencial.

Hurtado et al.**, en el afio 2015 evaluaron el potencial antioxidante derivado
de un extracto elaborado con etanol y agua a partir del follaje de Juglans neotropica
Diels también conocida cominmente como nogal peruano. Se evaluaron diversos
parametros, incluyendo el contenido de humedad, caracteristicas fisicoquimicas,
comportamiento frente a distintos solventes, exploracion fitoquimica en etapa inicial y
pruebas de cromatografia en capa delgada. Con el objetivo de determinar el potencial
antioxidante, se utilizo el método DPPH. La capacidad antioxidante fue cuantificada
empleando concentraciones de 25y 35 pg/mL, obteniéndose un valor de 1Cso similar a
12,82 pg/mL. Los resultados mostraron una presencia abundante de compuestos
fendlicos.

2.1.3. Antecedentes locales

Quispe®®, en el afio 2024 determind el potencial antioxidante de los extractos
hidroalcohodlicos y liofilizados del jugo de Prunus serotina Ehrhart, conocida como
“guinda”. Para dicha evaluacion, se emplearon los ensayos DPPH y ABTS, ademas de
la cuantificacion de flavonoides mediante cloruro de aluminio y de fenoles totales
mediante el uso del reactivo Folin-Ciocalteu. Fenoles totales (29,93 £ 0,81 mg EAG/Q)
y flavonoides (19,57 + 0,25 mg EQ/g) fueron mas prevalentes en la preparacion
hidroalcohdlica que en el jugo liofilizado (16,89 + 0,39 mg EAG/g y 7,26 + 0,43 mg
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EQ/g, respectivamente). Ademas, su capacidad antioxidante fue superior,
especialmente en DPPH (76,85 = 0,34 mmol ET/g) y ABTS (102,95 + 0,34 mmol
ET/g). En conclusion, una fuente natural con un alto potencial antioxidante,
especialmente en sus extractos de pulpa y epicarpio.

Atao®®, en el afio 2023 investigd sobre extractos etéreos y atomizados de
Jatropha macrantha M. Arg. “huanarpo macho” con el fin de determinar su potencial
antioxidante. Utiliz6 ensayos basados en DPPH, ABTS y FRAP. La cuantificacion de
los fenoles totales se realiz6 mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu, mientras que los
flavonoides se analizaron con cloruro de aluminio. Los hallazgos sugieren que el
extracto atomizado mostrd niveles mas elevados de compuestos fendlicos (26,06 mg
EAG/qg) y de flavonoides (71,60 mg EQ/Q), y que posee mejor capacidad antioxidante
segun ABTS e inhibicion del 75,97 % que el extracto etéreo. En conclusién, J.
macrantha es una fuente rica en fenoles y flavonoides con alta actividad antioxidante.

Taboadal’, en el afio 2023 evaluo la actividad antioxidante y su influencia sobre
la fertilidad utilizando un extracto atomizado preparado a partir de hojas y tallos de
Cnidoscolus diacanthus (Pax. & Hoffm.), conocido comtiinmente como ‘“huanarpo
hembra”. En este estudio se cuantificaron los compuestos fendlicos totales y los
flavonoides, empleando los reactivos de Folin-Ciocalteu y cloruro de aluminio. Para
determinar la capacidad antioxidante del extracto, aplic6 los ensayos DPPH, ABTS y
FRAP. Los resultados indicaron que los tallos contenian mayores niveles de fenoles
(464,38 + 4,40 mg GAE/qg) y flavonoides (369,17 + 3,16 mg QE/g) en comparacion con
las hojas, que presentaron 212,38 + 3,19 mg GAE/g y 121,49 + 2,69 mg QE/qg,
respectivamente. En cuanto a la fertilidad, las ratas macho a las que se administraron
100 mg/kg del extracto secado por pulverizacion presentaron niveles mas elevados de
progesterona (2.500 ng/mL en ambos casos) Yy testosterona (1.430 ng/mL en las hojas
y 1.433 ng/mL en los tallos), lo que indica un posible impacto positivo en el equilibrio
hormonal.

Huaman?8, en el afio 2021 evaluo el potencial antioxidante de los metabolitos
fenolicos encontrados en las hojas y tallos de Jatropha macrantha Miill. Arg., conocida
comunmente como “huanarpo macho”. Se elabord un extracto hidroalcohdlico inicial,
al cual se le aplicé posteriormente una particion liquido-liquido utilizando acetato de
etilo para concentrar sustancias fenolicas. Tanto los flavonoides como los compuestos
fendlicos fueron determinados mediante reactivos especificos como cloruro de

aluminio y Folin-Ciocalteu, respectivamente. Para medir el potencial antioxidante
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utilizo las pruebas DPPH, ABTS y FRAP. Los datos obtenidos muestran que las hojas
contenian una mayor concentracion de fenoles (309,06 mg EAG/g) y flavonoides
(106,36 mg EQ/g) en comparacion con los tallos, ademas de presentar una mayor
capacidad antioxidante. En conclusion, J. macrantha se destaca como una fuente rica
en compuestos antioxidantes, siendo sus hojas las que muestran el potencial mas alto.
2.2. Marco teorico

2.2.1. Clasificacion taxonémica de Jatropha gossypiifolia L.

Division . “Magnoliophyta”

Clase : “Magnoliopsida”

Subclase . “Rosidae”

Orden . “Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl”
Familia : “Euphorbiaceae Juss.”

Género . “Jatropha L."

Especie . “Jatropha gossypiifolia L.”

N.V : “huanarpo macho”

Certificado a través del Museo de Historia Natural de la UNMSM, determinado
por MSc. Hamilton Beltran Santiago. (Anexo 3)
2.2.2. Descripcion del género

El género Jatropha, es autdctono de Per( y esta ampliamente distribuido en
regiones como Puno y en el valle del rio Marafién, en el Amazonas. Se emplean los
tallos juveniles del huanarpo; se han utilizado durante generaciones en la medicina
tradicional, orientada a potenciar la salud sexual masculina y se asemejan a la anatomia
de un hombre.!®
2.2.3. Ubicacion geografica y habitat

El género Jatropha prospera en suelos aridos y semiaridos, crece entre 1 900 y
2500 ms. n. m. y no depende de tierras agricolas. El tallo se vuelve amarillo y las flores
empiezan a florecer durante la estacion seca, mientras que las hojas y el tallo se vuelven
verde brillante y no tienen flores durante la estacion lluviosa.?’ Es una especie nativa
de América tropical, presente en diversas regiones de Sudamérica. Crece en zonas
aridas, semiaridas y en areas perturbadas como bordes de caminos, pastizales
degradados y terrenos abandonados. Se desarrolla tanto en estado silvestre como

cultivada, propagandose principalmente por semillas?:.



2.2.4. Descripcion boténica

Corresponde a un arbusto de baja estatura entre 1y 2,5 m, cuyas hojas exhiben
una coloracion que varia entre verde intenso y, con mayor frecuencia, un matiz rojo
violaceo oscuro. Las dimensiones foliares se sitdan entre 16 a 19 cm de longitud y 10
a 12,9 cm de ancho. Dichas hojas se disponen de manera alterna, una forma palmada y
una superficie cubierta de vellosidad, con un extremo acuminado, una base en forma de
corazon y bordes con un margen dentado. Las flores de la planta son unisexuales y de
color violaceo, agrupadas en inflorescencias cimosas, con un caliz compuesto por cinco
pétalos; en las flores masculinas, dicho céliz puede presentar una estructura tubular
petaloide. El fruto es una capsula con tres surcos, dentro de la cual se encuentra una
semilla oscura con manchas negras. En cuanto a las caracteristicas microscépicas de las
hojas, diversas investigaciones han identificado rasgos importantes que permiten
distinguir esta especie de otras dentro del género Jatropha.?:

Es un arbol con hojas grandes, alternas, vellosas y lobuladas. Sus flores purpuras
se agrupan en cimas paniculadas, y sus pequefios frutos capsulares (de
aproximadamente 1 cm) contienen entre una y tres semillas de color oscuro, con
manchas y alto contenido oleoso.??23

Olowokudejo, mediante microscopia electronica, analizé la epidermis de varias
especies de Jatropha. En el caso de J. gossypiifolia, se observé una capa de cera
constante en una de sus superficies, sin surcos visibles. Ademas, presenta estomas
paraciticos y braquiparaciticos con bordes cuticulares gruesos, junto a pelos uniseriados
y glandulas alargadas.?*

2.2.5. Usos tradicionales

Se usan varias partes de la planta en la elaboracion de distintas preparaciones
(infusiones, decocciones, maceraciones, entre otras) y se administran por distintas vias,
como la oral, tépica o en bafios. Se le atribuyen principalmente propiedades
antiinflamatorias,  antidiarreicas,  antiofidicas,  analgésicas, antipireéticas,
antimicrobianas, cicatrizantes, antianémicas, antidiabéticas y antihemorréagicas.?* Los
lugarefios en la region andina del Per lo usan como ictiotdxico para pescar, y las hojas
y raices como afrodisiaco para los hombres.?%?

2.2.6. Composicion quimica

En Jatropha gossypiifolia L., se ha determinado una elevada concentracion de

compuestos fitoquimicos como alcaloides, fenoles, &cidos grasos, esteroides, taninos,

terpenoides, flavonoides, triterpenoides, lignanos y proteinas.?!-26

9



2.2.7. Compuestos fenolicos

Se distinguen por uno o varios grupos hidroxilos (-OH) unidos a un anillo
aromatico. Se sabe que estos compuestos, que se encuentran en grandes cantidades en
frutas, verduras, raices y cereales, tienen cualidades antiinflamatorias y antioxidantes,
ademas de ayudar a prevenir una serie de enfermedades. Estas sustancias son
producidas por las plantas como resultado de funciones metabolicas vitales como el
crecimiento, la reproduccion y los mecanismos de defensa contra factores ambientales
nocivos como los rayos UV o los ataques de enfermedades y herbivoros.?” Los acidos
fenolicos, los flavonoides, los taninos, los estilbenos y los lignanos son los miembros
mas representativos de este grupo. Los dos mecanismos principales para la produccion
de estas sustancias quimicas son la condensacién de las unidades de acetil-CoA en
poliacetatos y el proceso del acido shikimico influenciado por la luz. Para que las
especies vegetales produzcan metabolitos secundarios, son necesarias ambas vias
metabolicas.?

. Acidos fenolicos

Los acidos fendlicos se dividen en dos categorias principales: los derivados del
acido hidroxibenzoico y los del &acido hidroxicinamico. La estructura de estos
compuestos se caracteriza por tener varios grupos hidroxilo, lo cual permite una mayor
separacion entre el grupo carboxilo y el ndcleo aroméatico. En particular, el anillo
aromatico del acido cinamico, cuenta con una cadena lateral compuesta por tres &tomos
de carbono (C-C=C), la cual genera resonancia electronica que facilita la
deslocalizacion de electrones en los enlaces 7. Este proceso favorece la neutralizacion
de los radicales libres, lo que a su vez incrementa la capacidad antioxidante del
compuesto.

Por otro lado, el segundo grupo se caracteriza por incluir un fragmento
CH=CH-COOH, que reemplaza al grupo carboxilo (COOH) presente en los acidos
hidroxibenzoicos.?’

° Flavonoides

Los flavonoides forman un amplio conjunto de compuestos fendlicos generados
por el metabolismo secundario vegetal. Se les atribuyen diversas acciones
farmacoldgicas, destacando especialmente su actividad venotonica, su capacidad
antioxidante y su accion inhibidora sobre diversas enzimas implicadas en funciones del

sistema vascular.?®
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Estructuralmente, los flavonoides se caracterizan por tener una estructura
molecular pequefia o de baja masa, cuya base es el esqueleto de difenilpirano (Ces-Cs-
Ce), esta estructura consiste en dos anillos fenolicos, denominados A y B, conectados
por una cadena de tres atomos de carbono que da lugar a la formacién de un anillo
heterociclico. Esta familia de compuestos polifendlicos comparte un nucleo
caracteristico de 2-fenil-bencil-y-pirona, el cual puede experimentar diversas
modificaciones estructurales, dando origen a subgrupos como flavonoles, auronas,
isoflavonas, flavonas y antocianinas, entre otros.*

Figura 1

Nucleo estructural de los flavonoides®

HO O

OH
OH O

2.2.8. Accion antioxidante de los compuestos fendlicos

Su potencial antioxidante depende de su configuracion quimica, la cantidad de
grupos —OH y su peso molecular. En concreto, se ha demostrado que los grupos orto-
dihidroxilo en el anillo B, el doble enlace entre C-2 y C-3 junto a la funcién oxo en C-4
del anillo C, asi como los hidroxilos en las posiciones 3 y 5 y la funcion 4-oxo en los
anillos A y C, incrementan notablemente esta actividad. Ademas, estas caracteristicas
estructurales son propias de los flavonoides.3!

Debido a sus caracteristicas redox, que son cruciales para eliminar y neutralizar
los radicales libres, asi como para descomponer los peréxidos, los compuestos fenolicos
tienen un efecto antioxidante. en funcién del tipo de sustancias quimicas y de lo solubles
que sean en la fase lipidica o acuosa. Pueden quelar cationes divalentes como el Fe?*y
el Zn?* mediante la combinacion de grupos hidroxilo y carboxilo, ademas de ser
conocidos por impedir la absorcion de diversos minerales. Dado que los flavonoides
son quelantes del hierro y eliminadores de radicales libres (donantes de electrones o

atomos de hidrogeno), se descubrieron mas pruebas de su potente accion antioxidante.?
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2.2.9. Radicales libres

Corresponden a especies quimicas capaces de mantenerse de forma
independiente. Son especialmente reactivos porque tienen un orbital con un electrén no
apareado. La ruta del transporte electronico, biosintesis de prostaglandinas y el sistema
enzimatico del citocromo P450 son algunos de los procesos enzimaticos que suelen
producir radicales libres generados en el cuerpo humano durante el metabolismo celular
aerdbico. Sin embargo, los procesos no enzimaticos, como los desencadenados por la
radiacion ionizante o la reaccion del oxigeno con moléculas organicas, también pueden
producir “accidentalmente” radicales libres. Ademas, el organismo esta expuesto a
sustancias oxidantes en el medio ambiente, como el humo del tabaco y el ozono.*
2.2.10. Antioxidantes

Incluyen sustancias quimicas, ya sean de origen natural o sintético, que se hallan
en numerosos alimentos y plantas. Incluyen sustancias quimicas, tanto naturales como
sintéticas, que se encuentran en numerosos alimentos y plantas. Estos agentes son
capaces de ralentizar los procesos de oxidacion de sustancias susceptibles, mediante
procesos como la eliminacion de radicales libres o la fijacion del oxigeno reactivo.
Desde hace décadas, se han utilizado antioxidantes sintéticos como aditivos en la
industria alimentaria a fin de mantener la calidad de los productos, particularmente
evitando la oxidacion de los lipidos.®*
2.2.11. Estrés oxidativo

La produccion excesiva de oxigeno reactivo provoca estrés oxidativo, el cual se
manifiesta como un desequilibrio oxidativo respecto a las especies reductoras o, mas
exactamente, una alteracion de la sefializacion redox. Entre estas especies reactivas se
incluyen el oxido nitrico, el peroxinitrito, los radicales hidroxilo, alcoxilo y peroxilo
lipidico, asi como el anion superdxido, todos ellos capaces de alterar y modular la
funcion de diversas biomoléculas esenciales para el funcionamiento celular.®®
2.2.12. Mecanismo de los oxidantes

Los sistemas antioxidantes del organismo son agrupados en dos grandes grupos:
enzimaticos y no enzimaticos. En los enzimaticos se encuentran enzimas como
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la reductasa de glutation, la peroxidasa de glutation,
la transferasa de glutation, la dismutasa del superdxido y la catalasa. Por otro lado, los
antioxidantes no enzimaticos incluyen compuestos como el &cido ascorbico, el
glutation, los tocoferoles, la coenzima Q, asi como diversos flavonoides y carotenoides,

entre los que destacan la luteina, el licopeno y la zeaxantina.
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Especies oxidantes de oxigeno y de nitrogeno (ROS y RNS) las proteinas
favorecen el desarrollo de estrés oxidativo, un fenémeno que contribuye al surgimiento
de multiples trastornos patologicos. Este desequilibrio ha sido asociado a enfermedades
cronicas y degenerativas de tipo reumatoldgico, renal, neuroldgico, endocrino,
respiratorio, cardiovascular, asi como a diversos tipos de cancer y a la diabetes.*®
2.2.13. Métodos para determinar el efecto antioxidante

Mediante una serie de pruebas, la capacidad antioxidante puede determinarse
utilizando productos intermedios o finales. Las diferencias entre los distintos métodos
de evaluacion antioxidante son el resultado de multiples factores, entre ellos el tipo de
oxidante empleado, las caracteristicas del sustrato, duracién de la reaccién, el tipo de
instrumental empleado, la sensibilidad del ensayo y las interacciones que se producen
entre la muestra y el medio reactivo. Un inductor, también conocido como agente
oxidante, oxida una molécula, cambiando su color y produciendo una luz de
quimioluminiscencia o fluorescencia. EI método seleccionado viene determinada por
los iniciadores, que pueden ser oxidantes secuestradores de hidrégeno atémico u
oxidantes captadores de electrones.®’

Tabla 1

Distribucion de modelos de ensayos del efecto antioxidante in vitro.*®

Prueba de reaccion de transferencia Ensayo de la reaccion de transferencia

de electrones de atomos de hidrégeno
e ABTS* (Acido 2,2’azino-bis(3- e ORAC (capacidad para la absorcion
etilbenzotiazolin)-6- sulfonico) de radicales de oxigeno)

e FRAP (pardametro  antioxidante e TRAP (caracteristicas antioxidantes

reductor de iones férricos) totales para la eliminacion de
e DPPH (2,2-difenil -1-picrilhidrazilo) radicales)
e DMPD (N,N-dimetil-p- e Prevencion de la oxidacion de
fenilendiamina) lipidos de baja densidad

e CUPRAC (capacidad reductora del e Prevencion del proceso oxidativo

i6n cuprico) del acido linoleico

o Determinacion de fenoles totales
Segun Singleton et al., el ensayo de Folin-Ciocalteu, que se basa en la

reactividad de los compuestos fenolicos con este reactivo, se utiliza para evaluar la
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concentracion de polifenoles. Al utilizar una reaccion redox en un medio alcalino para
producir una coloracion azul que puede medirse a 765 nm, el ensayo es una técnica para
cuantificar las sustancias quimicas fendlicas en productos vegetales. Este proceso
involucra la reduccion del acido fosfomolibdotingstico, presente en el reactivo
compuesto por molibdato y wolframato de sodio en acido fosforico. La intensidad del
color refleja la concentracion de polifenoles y su capacidad antioxidante. Aunque se
trata de un método preciso, variables como la concentracion de reactivacion, el tiempo
de reaccién y el volumen de la muestra pueden afectar a los resultados; por este motivo,
se recomienda el &cido galico como patron de referencia.®
o Determinacion de flavonoides

Esta técnica se fundamenta en la interaccién de compuestos quimicos, como los
flavonoides, con el cloruro de aluminio, dando lugar a la formacién de complejos
estables que generan un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores. Este
fendmeno permite minimizar la interferencia de otros compuestos fendlicos presentes
en las plantas, como los acidos fendlicos, que suelen coexistir con los flavonoides. El
principio colorimétrico se basa en la capacidad del cloruro de aluminio para formar
complejos estables con los grupos hidroxilo ubicados en las posiciones C3 o C5 de
flavonas y flavonoles, asi como con el grupo ceto en C4. Adicionalmente, este reactivo
puede formar complejos inestables con grupos orto-dihidroxilo en los anillos A o B de
los flavonoides en medio &cido, lo que se manifiesta como una coloracién rojiza. Los
metabolitos secundarios presentes en la muestra reaccionan con el cloruro de aluminio,
generando complejos que pueden ser cuantificados espectrofotométricamente a 415
nm, empleando una curva de calibracion elaborada con quercetina como patron.*
o Evaluacion del potencial antioxidante a través del ensayo DPPH

Durante el ensayo, un electron desapareado se transfiere a una molécula
completa. EI DPPH no requiere sintesis previa, ya que es un radical libre que mantiene
su estructura y posee una coloracion purpura intenso que se encuentra disponible
comercialmente. La actividad antioxidante se manifiesta al ceder electrones que
estabilizan el radical libre DPPH, generando un cambio cromatico. La disminucién del
color indica la accion antioxidante. Aunque se trata de un procedimiento simple, su
sensibilidad puede depender de distintos factores, entre ellos, la clase y cantidad del
disolvente empleado, la concentracion del agente reactivo, asi como la existencia de

iones metalicos o de atomos de hidrogeno.**
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Figura 2

Estructura quimica del radical libre DPPH*
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1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
. Capacidad de neutralizacion del radical 2,2-azinobis 3-etilbenzotiazolina-
6-4acido sulfénico (ABTS)

El método propuesto por Miller et al. (1993) evalua el potencial antioxidante
del ABTS°" para eliminar aniones radicales de larga duracion. Este radical se genera
mediante su por diversos agentes como persulfato de potasio, peréxido de hidrégeno,
adquiriendo un color verde-azulado. Este radical permite valorar la actividad
antioxidante tanto de compuestos hidrofilicos como lipofilicos presentes en extractos
de origen vegetal y en fluidos bioldgicos, debido a su solubilidad en medios polares y
apolares, asi como a su independencia frente a la fuerza iénica del entorno. Las lecturas
espectrofotométricas se realizan a una longitud de onda de 734 nm. La reduccion del
radical, tras la incorporacion del antioxidante, se determina mediante la disminucién en
la absorbancia, la cual se compara con un patron de Trolox. Los resultados que se
obtienen se reportan como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC). Su
principal ventaja es su aplicacion en muestras hidrosolubles y liposolubles, con
resultados rapidos y reproducibles mediante espectrofotometria. Ademas, al operar en
una longitud de onda poco comun en alimentos, minimiza interferencias, siendo ideal
para el analisis de extractos vegetales.*>*3
Figura 3

Estructura quimica del ABTS*(verde-azul)*?
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2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
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o Metodo de reduccion del hierro (FRAP)

Mediante la conversion del hierro férrico (Fe*) en hierro ferroso (Fe*") en un
entorno acido, esta técnica cuantifica la capacidad antioxidante. El reactivo TPTZ quela
el hierro, lo que resulta en un complejo azul Fe**-TPTZ con maxima absorbancia (595
nm) y el complejo amarillo es Fe**-TPTZ. La espectrofotometria se utiliza para evaluar
la produccién de este complejo y cuantificar la actividad antioxidante. La principal
desventaja de este ensayo es que requiere realizarse en una matriz acuosa, a pesar de
que proporciona resultados de forma répida y consistente. Por lo tanto, se requiere un
antioxidante de referencia hidrosoluble, como Trolox o &cido ascorbico.*?

Figura 4

Estructura del complejo coloreado Fe*3-TPTZ.%

2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-triazina

2.3. Marco conceptual
2.3.1. Antioxidante

“Son sustancias que inhiben o retardan el proceso de oxidacion de otras
moléculas al impedir el inicio de las reacciones en cadena provocadas por los radicales
libres”.44
2.3.2. Radical libre

“Moléculas inestables que contienen electrones desapareados en su ultima
Orbita, lo que les otorga un caracter paramagnetico y una alta reactividad. Esta
propiedad les permite interactuar de manera inespecifica con diversas moléculas

celulares y biomoléculas, afectando su estructura y funcion”.*

2.3.3. Polifenoles
“Conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer

en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas”.*®

16



2.3.4. Flavonoides

“Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo de los dafios producidos por sustancias o elementos oxidantes
como los rayos ultravioletas, la contaminacion ambiental y de sustancias nocivas
presentes en los alimentos”.*’

2.4. Marco éticoy legal
No aplica

17



CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Alcance de investigacion

Seguin Hernandez, et al.“® el alcance de la investigacion es de tipo descriptivo y
explicativo.
3.2. Disefio de investigacion

El disefio de investigacion aplicado para la identificacion de metabolitos
secundarios y la determinacion del contenido de compuestos fendlicos corresponde a
un disefio no experimental, transversal y de tipo descriptivo. En cambio, para la
evaluacion del efecto antioxidante, se emplea un disefio experimental con posprueba
Unicamente y con grupo control, ya que se manipulan las concentraciones del extracto
para analizar su efecto en condiciones controladas.*®
3.3.  Unidad de analisis

Extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos.
3.4.  Poblacion de estudio

Las hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L. “huanarpo macho” fueron
recolectados en el departamento de Apurimac, comunidad Cocas del distrito Pacucha.
3.5,  Muestra

425 g de tallos y 275 g de hojas de Jatropha gossypiifolia L. “huanarpo macho”,
que fueron recolectadas en el mes de enero de 2025, que crece en la comunidad de
Cocas del distrito Pacucha a 3125 m s. n. m. del departamento de Apurimac. El
muestreo se realiz6 por conveniencia.
3.6.  Criterios de seleccion
3.6.1. Criterios de inclusion

Se seleccion0 hojas y tallos en buen estado, hojas verdes.
3.6.2. Criterios de exclusion

No se incluyen las hojas y tallos en mal estado, las hojas rotas o ennegrecidas,
ni los tallos con insectos o cualquier tipo de parasito especifico de la planta. Tampoco

se admitiran las raices y floraciones de Jatropha gossypiifolia L.
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3.7.  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1. Recoleccion de la muestra

Los tallos y las hojas se recolectaron en el distrito Pacucha, se envasaron en
bolsas de papel kraft y fueron transportados al Laboratorio de Farmacologia. Parte de
la muestra fue utilizada para la certificacion botanica por el herbario San Marcos, segun
el Sistema de Clasificacion APG 1V (2016). (Anexo 3)
3.7.2. Preparacion de la muestra

Para garantizar un secado adecuado, se eligieron hojas y tallos sanos, se
introdujeron en bolsas de papel Kraft, se almacenaron a temperatura ambiente y
protegidas del sol. Durante dos semanas, las muestras se secaron bajo observacion;
para garantizar un secado uniforme y evitar la descomposicién, se sustituyd con
frecuencia el papel kraft y se rotaron las muestras. Tras el secado completo, los
materiales se trituraron mecanicamente hasta obtener un polvo utilizando un triturador
manual y se conservaron a temperatura ambiente en frascos de color &mbar. (Anexo 4)
3.7.3. Obtencion del extracto hidroalcoholico

En recipientes de vidrio &mbar se utilizaron 4 L de etanol a 70°, 425 g de hojas
secas pulverizadas y 275 g de tallos de huanarpo macho seco para hacer el extracto
hidroalcoholico mediante el proceso de maceracion. Después, la mezcla se agitd dos
veces al dia durante 15 minutos cada una mientras se conservaba en un lugar fresco y
oscuro durante 15 dias. Para obtener un liquido en forma de jarabe, fue sometido a
filtracion mediante una bomba de vacio y papel filtro; posteriormente, se concentro
utilizando un evaporador rotatorio (R300 BUCHI) hasta alcanzar una consistencia
similar a jarabe. Finalmente, se distribuyé en bandejas de vidrio y se dejo en la estufa
a 45 °C hasta alcanzar su completa desecacion. (Anexo 4)
3.7.4. Screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico

Los materiales se etiquetaron y separaron en porciones de dos mililitros en doce
tubos de ensayo después de diluir un gramo de muestras de hojas y tallos en cien
mililitros de agua destilada. Se utilizaron las técnicas descritas por Miranda y Cuéllar*®
para realizar experimentos de desgasificacion, formacién de espuma, coloracion y
precipitacion. (Anexo 5)
3.7.5. Cuantificacion del contenido de fenoles totales

Thaipong et al.*® ajustaron la metodologia de Swain y Hillis,*! con la finalidad
de estimar la concentracion total de compuestos fendélicos. Para ello, se tomaron 100
mg del extracto, los cuales fueron disueltos en 100 mL de metanol, obteniendo una
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concentracion final de 1 mg/mL. Esta preparacion fue empleada directamente en el
analisis. En una mezcla final de 2400 pL, se afiadieron 150 pL de la muestra, junto con
150 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu (0.25 N). La solucién se dejé reposar durante
tres minutos para favorecer la reaccion, tras lo cual se incorporaron 300 pL de una
solucion de Na.COs al 1N, agitando vigorosamente con vortex. Posteriormente, la
mezcla fue mantenida a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) durante dos
horas, protegida de la exposicion a la luz. La lectura de la absorbancia se realiz6 a una
longitud de onda de 725 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 150,
Thermo Scientific). La curva de calibracion fue elaborada utilizando soluciones
estandar de acido galico con concentraciones que variaban desde 0,0 hasta 30,0 pg/mL
(incluyendo los valores: 0,0; 5,0, 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 y 30,0 pg/mL). Todas las
determinaciones se efectuaron por triplicado, expresando los resultados en miligramos
de equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de extracto seco. (Anexo 6)
3.7.6. Cuantificacion del contenido de flavonoides

Zhishen et al.>? describieron una metodologia basada en el uso de cloruro de
aluminio, empleando la misma muestra utilizada previamente para el analisis de fenoles
totales. Se tomaron 500 pL de la muestra, a los cuales se afiadieron 150 pL de una
solucion de NaNO- al 5 %, mezclando suavemente y dejando reposar durante cinco
minutos a temperatura ambiente. Luego, el volumen se ajustd a 1 mL con agua
destilada. Posteriormente, se agregaron 150 pL de AICI3 al 10 %, agitando en vOrtex
para asegurar una adecuada interaccion, y se dejé reposar durante seis minutos a
temperatura ambiente. En la etapa siguiente, se incorporaron 5 mL de agua destilada
junto con 2 mL de NaOH al 4 %, mezclando nuevamente. La mezcla se dejo en reposo
durante 15 minutos, protegida de la luz directa. La absorbancia se midio a una longitud
de onda de 510 nm. Para establecer la curva de calibracién, se utilizé quercetina en
concentraciones de 40,0; 80,0; 120,0; 160,0 y 200,0 pg/mL. Todos los analisis se
realizaron por triplicado, y los resultados fueron expresados como miligramos
equivalentes de quercetina por gramo de muestra (mg QE/g). (Anexo 7)
3.7.7. Determinacion del efecto antioxidante
o Ensayo de eliminacion de radicales libres DPPH

Se evaluo la capacidad antioxidante mediante el ensayo de barrido de radicales
libres DPPH, siguiendo el protocolo original descrito por Brand-Williams et al.®3, con
las modificaciones propuestas por Thaipong et al.>® Para llevar a cabo el analisis, se

disolvieron 100 mg del extracto en 100 mL de metanol, logrando una concentracion
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final de 1 mg/mL. La absorbancia se registré a 1,1 + 0,02 nm mediante un
espectrofotometro UV-Vis (modelo Genesys 150, Thermo Scientific). En una mezcla
de reaccion, se afiadieron 150 pL de la muestra 'y 2850 L de la solucién de trabajo de
DPPH (ST), ajustando nuevamente la absorbancia al valor de 1,1 £ 0,02 nm. Para evitar
la degradacion por luz, la mezcla se incubd en completa oscuridad durante 24 horas.
(Anexo 8)

El porcentaje de actividad antioxidante fue determinado aplicando la formula
correspondiente.>*>°

DPPH — AMP

A
% de secuestramiento del DPPH = [ ] X100

ADPPH
Donde Awp es la absorbancia del material estudiado y ApppH €s la absorbancia

del DPPH.

Se empled Trolox para elaborar una curva patron en el rango de 25 a 800 pM.
Los resultados fueron reportados en miligramos de Trolox equivalente por gramo de
muestra (mg TE/g), que es la unidad utilizada para representar los valores obtenidos.

Posteriormente, se trabajo con distintas concentraciones del extracto
hidroalcohdlico (0,25; 0,50; 0,75y 1,0 mg/mL), evaluando su capacidad para inhibir el
radical DPPH mediante el célculo del valor 1Cso, correspondiente a la concentracion
necesaria para reducir el 50 % de los radicales.

o Ensayo por el método de secuestramiento del cation radical ABTS®*

Se prepar6 una solucidn al disolver 100 mg del extracto en 100 mL de metanol,
logrando asi una concentracion final de 1 mg/mL. Este protocolo siguié a Arnao et
al.®con las adaptaciones propuestas por Thaipong et al.>° La absorbancia se registro a
734 nm en un espectrofotometro UV-Vis Genesys 150 de Thermo Scientific, tras
combinar 150° pL de la disolucion con 2850° pL de la solucion de trabajo (ST) de
ABTS, preajustada a 1,10 £ 0,02 de absorbancia. Finalmente, la mezcla reaccion6
durante dos horas en oscuridad. (anexo 10)

Se aplicé una formula especifica para calcular el porcentaje de inhibicién de
radicales libres:

A — A
% de actividad de eliminacion de ABTS = M] X100

AABTS
Donde:

AngTs: absorbancia del radical ABTS™.

Awp: absorbancia registrada para la muestra estudiada.
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Para construir la curva de calibracion, se emple6 Trolox como estandar,
utilizando un rango de concentraciones entre 50 y 400 pumol. Los resultados obtenidos
se reportaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto (umol
ET/g). Asimismo, se prepararon diluciones del extracto hidroalcohdlico a
concentraciones de 0.25, 0.50, 0.75y 1.0 mg/mL, y se calculé el valor de 1C50, el cual
representa la concentracion requerida para lograr una inhibicién del 50 % del radical
ABTS.

. Método de reduccion del hierro (FRAP)

Siguiendo el método desarrollado por Benzie y Strain®’, con las modificaciones
realizadas por Thaipong et al.>, se prepar6 la muestra disolviendo 100 mg del extracto
hidroalcoholico en 100 mL de metanol, obteniendo una solucién final de 1 mg/mL. Para
el ensayo, se mezclaron 150 pL de la muestra con 2850 pL de la solucion FRAP,
permitiendo que la reaccion transcurriera durante 30 minutos antes de registrar la
absorbancia a una longitud de onda de 593 nm. Los resultados fueron expresados como
micromoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto (umol ET/g). Asimismo, se
elabor6 una curva de calibracién empleando Trolox como estandar, con un rango de
concentracion entre 50 y 800 umol, y los datos se presentaron también en umol ET/g
de extracto. (Anexo 12)

3.8.  Analisis de datos

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para el tratamiento estadistico de
los resultados, seguido por la prueba de comparaciones multiples de Tukey, asi como
la prueba t de Student para muestras independientes, con un nivel de confianza del 95
%. Los datos fueron analizados con el software estadistico SPSS, version 21, en un
sistema operativo Windows.

3.9. Consideraciones éticas

No aplica.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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Tabla 2
Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico de hojas y tallos de

Jatropha gossypiifolia L.

Metabolito Ensayo Observacion Resultado
secundario -
Hojas Tallos

Fenoles, taninos Fells Color azul negrzeo +H+ ++
intenso

Lactonas, Baljet Coloracion vino +H+ ++

Cumarings

Flavonoides Shinoda Coloracion naranja +H+ ++
rojizo

Triterpenos, Liebermam B. Coloracion  verde ++ +

esteroides petroleo - negro

Aminoacidos Ninhidrina Coloracion  violeta +++ +H++
intenso

Azucares Benedict Precipitado rojo +H+ +H++

reductores

Saponinas Espuma Presencia de + +
espuma

Catequinas Catequinas Fluorescencia verde —++H+ ++
carmelita

Glucasidos Kedde Coloracion violeta — ++++ ++

cardiotonicos

Wagner Precipitado rojizo +H+ ++
Alcaloides —
B Mayer Precipitado ++ ++
blanquecino
Dragendorff  Precipitade naranja —++ ++
intenso
Mota: escaso (+), moderado (++), intenso (+++), muy abundante (++++)
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Tabla 3

Contenido de fenoles totales y flavonoides en el extracto hidroalcohdlico de hojas y
tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Muestra Fenoles totales Flavonoides

(mg GAE/g de extracto) (mg QE/g de extracto)
Hojas 493,46 = 5,04 276,29 £3,30
Tallos 343,38+ 1,78 119,54 £ 3,77

Nota. mg GAE/g: miligramos de fenoles totales expresados como acido galico por gramo de muestra.

mg QE/g: miligramos de flavonoides expresado como quercetina por gramo de extracto. T— Student
para muestras independientes. Analisis de varianza (p < 0,05).
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Tabla 4
Efecto antioxidante (umol ET/g de extracto) del extracto hidroalcohdlico de hojas y
tallos de Jatropha gossypiifolia L.

DPPH ABTS FRAP
Muestra (umol ET/g de (umol ET/g de (pmol ET/g de
extracto) extracto) extracto)
Hojas 584,62 + 1,77 532,86 £ 1,71 664,483 = 1,13
Tallos 297,68 + 1,69 348.81 £ 1,40 33341+ 1,13

Nota. pmol ET/g de extracto micromoles equivalentes de trolox por miligramo de extracto. T— Student
para muestras independientes. Analisis de varianza (p < 0,05).
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Tabla 5
Porcentaje de inhibicion de radicales libres DPPH y ABTS del extracto
hidroalcohdlico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Muestra DPPH (%) ABTS (%)
Hojas 64,37 0,20 90,05 + 0,29
Tallos 32,13+0,19 59,31+ 0,23

Nota. Porcentaje de inhibicién (%).
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Tabla 6
Concentracion inhibitoria cincuenta (IC50) del extracto hidroalcohdlico de hojas y

tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Muestra DPFPH (ICsp mg/mL) ABTS (ICs0 mg/mL)
Hojas 0.74 = 0,00 0.41+0.,00
Tallos 1.59+0.00 0.82+0.00
Trolox 0,11 =000 008 £ 0,00

Nota. Prueba de analiziz de varianza (ANOVA) v comparaciones multiples (Tukey) de la
actividad antioxidante (IC50) del método DPPH v ABTS. Analisis de vananza (p<0,05).
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CAPITULO V. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antioxidante del
extracto hidroalcoholico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L., una planta
conocida cominmente como “huanarpo macho” y utilizada tradicionalmente por sus
propiedades medicinales. Los resultados obtenidos permiten afirmar que las hojas de
esta especie poseen un contenido significativamente mayor de compuestos fenolicos y
flavonoides en comparacion con los tallos, lo cual se ve reflejado también en una mayor
capacidad antioxidante determinada por los métodos DPPH, ABTS y FRAP. Estas
evidencias respaldan el potencial bioactivo de Jatropha gossypiifolia L.,
posicionandola como una planta con valor terapéutico en el contexto del estrés
oxidativo.

El extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypiifolia L. se sometié a un cribado
fitoquimico que permitio identificar metabolitos secundarios, como taninos, lactonas,
aminoacidos, alcaloides, catequinas, saponinas y glucésidos cardiotonicos. Estos
compuestos son reconocidos por su potencial bioactivo, particularmente en actividades
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias.*® (anexo 5)

Wu et al’., realizaron una revision bibliografica abarcando diversas fracciones
de la planta (hojas, tallos, raices, semillas, frutos y latex), este estudio se centrd
especificamente en la fraccion hidroalcoholica de hojas y tallos, lo que permite aportar
evidencia experimental mas especifica sobre estas estructuras vegetales. Los resultados
obtenidos no solo respaldan la presencia de actividad antioxidante, sino que también
sugieren que los compuestos fendlicos y flavonoides presentes podrian ser los
principales responsables de dicha accion.

Las catequinas, por ejemplo, que se encontraron abundantemente en las hojas,
son flavonoides ampliamente estudiados por su capacidad para inhibir la oxidacién de
lipidos y prevenir el dafio celular inducido por especies reactivas de oxigeno. Su
presencia en el extracto de hojas contribuye directamente a los valores altos obtenidos
en los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP. Similarmente, los taninos poseen propiedades
quelantes que permiten secuestrar iones metalicos, reduciendo la generacion de

radicales libres. La concentracion superior en las hojas puede estar relacionada con su
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mayor exposicion a factores ambientales como la luz UV, que induce en las plantas la
produccién de compuestos protectores. En cambio, los tallos, al estar mas protegidos
estructuralmente, presentan una composicion mas limitada de estos compuestos. Esta
diferencia morfofisiologica explicaria también la menor capacidad antioxidante
observada en los tallos. En cuanto a los triterpenos y esteroides detectados, estos
compuestos poseen propiedades antiinflamatorias y hepatoprotectoras, asimismo, la
presencia de alcaloides y glucosidos cardiotonicos, aunque en menor proporcion,
sugiere que Jatropha gossypiifolia L. podria tener aplicaciones terapéuticas mas
amplias que van mas alla del efecto antioxidante.!! (Anexo 5)

Una revision extensa sobre el género Jatropha sefiala la existencia de diversos
metabolitos secundarios, incluyendo alcaloides, péptidos ciclicos, distintos tipos de
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos), flavonoides,
lignanos, cumarinas, floroglucinoles, ésteres de &cido ferulico, acidos fendlicos y
acidos grasos.*

Respecto al método de extraccion, se emple6 una solucion hidroalcohdlica
(etanol-agua), lo cual permitié la obtencidn eficiente de metabolitos tanto polares como
semipolares. Esta eleccion es fundamental, ya que otros solventes como el metanol o el
acetato de etilo pueden extraer distintos perfiles de compuestos. Trabajos previos, como
los de Tinco et al.'! y Ramirez et al.® han demostrado que la fraccion de etanol/agua
permite un mayor rendimiento de compuestos antioxidantes en comparacion con
extractos puramente acuosos o etéreos.

Halliwell & Gutteridge®®, mencionan acerca de que la diferencia entre fenoles
totales y flavonoides tiene una implicancia directa en la actividad antioxidante, ya que
ambos son reconocidos por su habilidad para estabilizar radicales libres a través de la
cesion de electrones o atomos de hidrégeno.

Los resultados obtenidos revelaron que el extracto hidroalcohdlico de hojas de
Jatropha gossypiifolia L., presentaron una concentracion significativamente mayor de
compuestos fendlicos y flavonoides en comparacion con los tallos. Las hojas mostraron
valores de 493,46 £ 5,04 mg GAE/g de extracto en fenoles totales y 276,29 + 3,30 mg
QE/g en flavonoides, mientras que los tallos alcanzaron 343,38 + 1,78 mg GAE/g y
119,54 + 3,77 mg QE/qg, respectivamente. (anexo 6y 7)

Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Huaman'® en la que se
menciona que las hojas de Jatropha macrantha presentan mayor concentracion de

polifenoles y flavonoides que los tallos, y también una mayor capacidad antioxidante.
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Este patron de distribucion bioquimica se repite en el estudio con Jatropha gossypiifolia
L., lo que sugiere que la concentracion de compuestos bioactivos en las hojas puede ser
una caracteristica compartida por varias especies del género Jatropha. La mayor
acumulaciéon de metabolitos secundarios en las hojas puede atribuirse a su funcion
protectora frente a factores ambientales adversos, como radiacion UV, sequia o ataque
de herbivoros.

Asimismo, Ledn et al.® reportaron compuestos como acido galico, acido cafeico
y epicatequina en J. cardiophylla, los cuales poseen estructuras altamente reactivas
frente a especies reactivas de oxigeno. Por su parte Vega et al.® observaron que las hojas
de J. cordata y J. cinerea tenian mayores concentraciones de flavonoides como vitexina
e isovitexina. Estos compuestos tienen mecanismos antioxidantes bien establecidos,
que incluyen quelacion de metales, inhibicion de peroxidacion lipidica y aumento de la
actividad enzimatica endogena. En concordancia con nuestros resultados, estas especies
también mostraron un mejor rendimiento en los métodos DPPH, ABTS y FRAP.

A nivel metodolégico, los ensayos aplicados permitieron evaluar diferentes
mecanismos de accion antioxidante. EI método DPPH evalua la capacidad del extracto
para donar hidrégeno y neutralizar radicales libres, mientras que ABTS mide la
capacidad de neutralizar cationes radicales, y el FRAP evalla la capacidad del extracto
de reducir iones férricos (Fe**) a ferrosos (Fe*"). El alto rendimiento en los tres métodos
sugiere que el extracto de hojas de Jatropha gossypiifolia L. tiene un amplio espectro
de mecanismos antioxidantes, lo cual es especialmente relevante para aplicaciones
terapéuticas, ya que diferentes enfermedades oxidativas involucran multiples tipos de
radicales.

Los resultados del efecto antioxidante para las hojas con los ensayos de DPPH,
ABTS y FRAP fueron (584,62 + 1,77; 532,86 + 1,71 y 664,48 + 1,13 umol ET/g de
extracto) superiores a tallos (297,68 + 1,69; 348,81 + 1,40y 333,41 £ 1,13 umol ET/g
de extracto). Huaman'® descubri6 que las hojas presentaron una mayor actividad
antioxidante en comparacion con los tallos, al evaluarse mediante métodos como
DPPH, ABTSy FRAP. Los resultados de estos ensayos fueron similares a los del patron
Trolox, lo cual respalda el elevado contenido de estos metabolitos en las hojas. La
mayor cantidad de flavonoides y sustancias quimicas fendlicas de las hojas, que les
permiten funcionar como donantes de electrones y estabilizadores de radicales libres,

contrasta sorprendentemente con nuestros resultados. (anexo 8,10 y 12)
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En cuanto al FRAP, el valor alcanzado por las hojas 664,48 umol ET/g fue
superior a los 416,63 pmol ET/g reportados por Leon et al.® para J. cardiophylla,
reafirmando el poder reductor del extracto. Este resultado es especialmente valioso ya
que el FRAP esta relacionado con la capacidad del extracto de prevenir reacciones de
Fenton, responsables de la generacion de radicales hidroxilo, altamente reactivos.
(anexo 12)

El analisis del porcentaje de inhibicion de radicales libres reafirmé la
superioridad antioxidante de las hojas frente a los tallos. Mientras que las hojas
alcanzaron un porcentaje de inhibicion del 64,37 + 0,20 % en DPPH y 90,05 + 0,29 %
en ABTS, los tallos mostraron valores significativamente menores, con un 32,13 £ 0,19
% y 59,31 + 0,23 %, respectivamente. (anexo 8,10 y 12)

La comparacion con Jatropha curcas realizada por Rodriguez y Vega'® muestra
que, aunque el latex de esta especie presento un 95,48 % de inhibicion por DPPH, las
hojas de Jatropha gossypiifolia L. también muestran una buena respuesta (64,37 %),
aunque inferior, lo que podria estar relacionado con el tipo de tejido y la naturaleza
quimica de los compuestos presentes. Sin embargo, es importante considerar que el
latex, por su composicion, puede contener mayores concentraciones de compuestos
activos, aunque también con mayor riesgo de toxicidad. En cambio, las hojas, al ser
mas seguras, representan una alternativa mas viable para productos naturales de
consumo humano.

Asimismo, los valores de 1C50 registrados (0,74 mg/mL y 1,59 mg/mL en hojas
y tallos respectivamente) de Jatropha gossypiifolia L. se aproximan al limite que define
un efecto antioxidante significativo segun criterios establecidos, asi como también 1C50
a 0,41mg/mL para hojas y 0,82 mg/mL para tallos en ABTS, si bien es superior al de
Trolox 0,11 mg/mL para hojas y 0,08 mg/mL para tallos, esta cercania indica un
potencial significativo, sobre todo considerando que se trata de un extracto crudo y no
de compuestos aislados.

De hecho, estudios como los de Igbal et al.* con J. mollissima han evidenciado
no solo la actividad antioxidante, sino también propiedades cardioprotectoras,
antiproliferativas y nefroprotectoras, lo que amplia el interés en este grupo de plantas.

A pesar de los hallazgos obtenidos, esta investigacion presenta algunas
limitaciones. En primera instancia, no se identificaron los compuestos fenolicos
especificos mediante técnicas cromatograficas, lo que impide establecer una relacion

directa entre metabolitos individuales y su actividad antioxidante. Ademas, no se
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realizaron pruebas in vivo para determinar la biodisponibilidad o la toxicidad del
extracto, por lo que los resultados deben considerarse preliminares. En futuras
investigaciones se recomienda realizar analisis mediante HPLC, LC-MS o RMN a fin
de reconocer y medir los componentes implicados del efecto observado. Asimismo,
seria relevante evaluar la citotoxicidad en lineas celulares normales y tumorales, asi
como analizar su potencial terapéutico en modelos animales de afecciones relacionadas
con el estrés oxidativo, incluyendo la diabetes, el alzheimer y las patologias
cardiovasculares. También se podria estudiar la estandarizacién del extracto y su
formulacion en cépsulas, jarabes o productos cosméticos, explorando su vida util,
absorcion y efectos sinérgicos con otros compuestos naturales. En el ambito
alimentario, su incorporacion como conservante natural o suplemento funcional es otra
linea prometedora.

En conclusion, el extracto hidroalcohdlico de hojas de Jatropha gossypiifolia L.
demostro tener un contenido elevado de compuestos fendlicos y flavonoides en
comparacion con las hojas, junto con un alto efecto antioxidante en diferentes sistemas
de ensayo in vitro. Estos hallazgos la posicionan como una fuente prometedora de
antioxidantes naturales, con potencial aplicacion en la industria farmacéutica,
alimentaria y cosmética. Sin embargo, se requieren estudios adicionales que

profundicen en su caracterizacion quimica, seguridad y efectividad bioldgica.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

Se determind que el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Jatropha
gossypiifolia L. present6 un notable efecto antioxidante.

Las hojas de Jatropha gossypiifolia L. mostraron un mayor contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides en comparacién con los tallos, también se
identifico la presencia de metabolitos secundarios como fenoles, lactonas,
flavonoides, triterpenos, aminoacidos, azlcares reductores, glucésidos
cardiotonicos, catequinas y alcaloides.

Los métodos DPPH, ABTS y FRAP demostraron mayor efecto antioxidante de

extracto de hojas en comparacién con los tallos.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES
Realizar estudios que incluyan otros métodos de extraccion, como técnicas
asistidas por ultrasonido o microondas, con el fin de optimizar la obtencion de
compuestos antioxidantes.
Evaluar el efecto antioxidante del extracto en modelos biol6gicos, tanto en
condiciones de laboratorio como en organismos vivos, con el fin de confirmar su
eficacia en situaciones fisiologicas reales.
Ampliar la identificacién de los compuestos bioactivos presentes utilizando
técnicas avanzadas como HPLC, LC-MS o RMN, para determinar las moléculas
encargadas del efecto antioxidante.
Investigar otras partes de la planta, como raices, semillas o flores, a fin de ampliar
el conocimiento sobre el potencial antioxidante integral de Jatropha gossypiifolia
L.
Se considerara necesario el desarrollo de productos farmacéuticos o nutracéuticos
formulados a partir del extracto, incluyendo estudios de toxicidad y estabilidad
para garantizar su seguridad y eficacia.
Disponer de mayor tiempo y acceso a equipos especializados en futuros estudios,
ya que estas limitaciones restringieron la posibilidad de realizar analisis mas

profundos y detallados durante la presente investigacion.
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Anexo 1

Matriz de definicion y operacionalizacion de variables.

Variables Definicion conceptual Definicion operacional ~ Dimensiones Indicadores Valoracion Escala de Ttem del
implicadas medicion instrumento
Variable Son productos obtenidos Producto obtenidode la  Obtencién de Concentracion Mayor Cuantitativo -Procedimiento de

independiente . o L concentracién indirecta razon .,
mediante técnicas  maceracion de tallos y  extracto del extracto indica mayor extraccion y
extractivas de compuestos  hojas de las plantas en  hidroalcoholic presencia de cuantificacion en
i i ioni 0 compuestos laboratorio
vegetales a  diferentes  soluciones ionizadas. bioactivos .
Extracto contexturas que  seran  Liquido de color verde
hidroalcohdlico de ilizad | . Solubl
hojas y tallos de utilizados paralapreparaciéon  oscuro. oluble en
Jatropha medicina alternativa, asi  agua.
gossypiifolia L
L. “huanarpo como productos ~ Maceracion en alcohol
macho” farmacéuticos o aplicados ~ 70° por 15 dias, en
directamente. Producto de la  material de vidrio.
maceracién en alcohol 70%
por 15 dias, concentrado en
bafio maria conservado y
almacenado en el envase de
vidrio color ambar
herméticamente cerrado.
Variable Es la capacidad de una  Establecimiento de la Capacidad Rendimiento de Mayor porcentaje Cuantitativo Espectrofotometri
dependiente . o capacidad  antioxidante antioxidante la actividad indica mayor indirecta razén
sustancia para inhibir la  con 105 modelos  de actividad

Efecto

antioxidante

degradacion oxidativa.

DPPH, ABTS y FRAP. antioxidante.
Estos ensayos basados en
la transferencia de

electrones.

antioxidante
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Anexo 2

Matriz de consistencia.

Titulo: Efecto antioxidante del extracto hidroalcohélico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Autor: Mauricio Yupari Liz Kiabeth

FORMULACION DEL OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES Metodologia
PROBLEMA
Problema general Objetivo general Hipotesis general Variable Nivel de investigacion
¢Tendrd efecto antioxidante el Evaluar el efecto antioxidante EI extracto hidroalcohdlico de  independiente Descriptivo, explicativo.
extracto  hidroalcohdlico de del extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypiifolia L. e Extracto Disefio de investigacion
hojas y tallos de Jatropha hojas y tallos de Jatropha “huanarpo macho” poseen hidroalcohdlico de No experimental, experimental.
gossypiifolia L. “huanarpo gossypiifolia L.  “huanarpo efecto antioxidante. hojas y tallos de Poblacion
macho’? macho”. Jatropha Jatropha gossypiifolia L. “huanarpo macho”
Problemas especificos Objetivos especificos Hipétesis especificas gossypiifolia L. Muestra

e (Cudl es el contenido de
fenoles totales y flavonoides
en las hojas y tallos de
Jatropha gossypiifolia L.
“huanarpo macho”?

e /Cual es el efecto
antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de Jatropha
gossypiifolia L. en los
ensayos DPPH, ABTS vy
FRAP?

e Cuantificar el contenido de
fenoles totales y flavonoides
de hojas y tallos de Jatropha
gossypiifolia L. “huanarpo

macho”.
e Evaluar el efecto
antioxidante de los

compuestos fendlicos con
modelos de DPPH, ABTS y
FRAP.

e El extracto hidroalcohdlico
de hojas y tallos de
Jatropha gossypiifolia L.
presenta un contenido
significativo de fenoles
totales y flavonoides.

e El extracto hidroalcohdlico
de Jatropha gossypiifolia
L. posee una capacidad
antioxidante elevada,
demostrada mediante los
modelos DPPH, ABTS y
FRAP.

“huanarpo macho”.

Indicador:

e mg de muestra.

Variable dependiente

¢ Efecto antioxidante

Indicador:

e Captacion del radical
libre DPPH
expresado como
MgET/g de muestra.

eCaptacion del radical
libre ABTS expresado
como  uget/g de
muestra.

eCapacidad Reductora
del Hierro (FRAP)
expresado como
UgET/g de muestra

425 g de tallos y 275 g de hojas de Jatropha gossypiifolia L. “huanarpo
macho”, recolectados en el centro poblado de Cocas del distrito Pacucha del
departamento de Apurimac.

Método

Recoleccion de muestra

Obtencion del extracto hidroalcohélico

Tamizaje fitoquimico

Determinacion del contenido de fenoles totales y flavonoides
Determinacion del efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico
(DPPH, ABTS y FRAP)

Anélisis estadistico

Los resultados se procesaron mediante el t de Student para muestras
independientes; analisis de varianza (ANOVA\) y la prueba de comparaciones
multiples de Tukey con un nivel de confianza de 95%. Se utiliz6 el soffware
SPSS version 21 en entorno Windows.
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Anexo 3

Constancia de clasificacion taxonomica de Jatropha gossypiifolia L.

_‘ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

(¢ y m/‘/(/\« (Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)
X / yemstomcse  NUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afo de la Recuperacion y Consolidacion de la Economia Peruana™

CONSTANCIA N° 051-USM-MHN-2025

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (fértil) recibida de Liz Kiabeth Mauricio Yupari, maestranda en
Toxicologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y clasificada como: Jatropha
gossypiifolia L. y tiene la siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema de Clasificacion
APG 1V (2016).

ORDEN : Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl
FAMILIA : Euphorbiaceae Juss.
GENERO : Jatropha L.
ESPECIE : Jatropha gossypiifolia L.

Nombre vulgar: “Huanarpo macho”

Procedencia: Departamento Apurimac, provincia Andahuaylas, distrito Pacucha, comunidad
de Cocas

Determinado por: MSc. Hamilton Beltran Santiago.

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

conveniente.
Q [ 1 %r., o
paquina Alban Castillo
JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
.
Av. Arenales 1256, Jests Maria, Lima, Pera Celular: +51 932 040 566 e-mail: herbariousm@unmsm.edu.pe
Codigo postal Lima 15072 Lunes a Viernes 8:00 - 15:45 https:/museohn.unmsm.edu.pe/herbario html
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Anexo 4
Procedimientos de obtencidn de extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Recoleccidén de hojas
y tallos de Jatropha
gossypiifolia L. Secado a Molienda de
“huanarpo macho”. temperatura hojas y tallos.
ambiente.

Macerado en
etanol 70° por
15 dias.

Filtrado de
muestras.

Extracto hidroalcohélico Concentracién en el

de hojas y tallos. Colocar a la estufa para rotavapor de las
su posterior secado. muestras.
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Anexo 5
Identificacion de los metabolitos secundarios contenidos en el extracto hidroalcohdlico

de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

- erera |
Frro&»i Y\eo

TALLIOS

Tallos Catequinas
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Anexo 6

Determinacion del contenido de fenoles totales del extracto hidroalcohélico de hojas 'y
tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Curva de calibracion del acido galico

03
n.".
_ 025 e
| -
g 02
) L]
é 0.15 .
g ol e y = 0.0046x + 0.0024
" T _

2 .05 J R*=10.0976

0

0 10 20 3 40 50 60 70

Concentracion de acido galico (pg/mL)

l Método de Folin Ciocalteu ]
|
| |
Curva de calibracion I [ Preparacion de muestras I
| |
pesar tomar
|
‘ 50 mg de acido galico I 150 pL de muestra I
I |
aforar adicionar
| |
[ A 25 mL con metanol I I — uli de H20 I
|
FEROLES  TOTELES ; tomar aeE
" " 150 pL de Folin - Ciocalteu
Apasss, wisho Alicuotas de: 0,0; 0,05; 0,1; 0,25N
0,15;0,20; 0,25y 0,30 mL [
| Agitar 5 min y dejar
Seguir con el tratamiento reaccionar 3min
de la muestra . |
Fenoles totales en hojas y adicionar
tall_(_:ls d_e Jatropha 300 uL de
gossypiifolia L. “huanarpo carbonato de sodio IN
macho™

incubar

[ ATgmp en la oscuridad por l
2

l Medir absorbancias a l
725nm
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Anexo 7
Determinacion del contenido de flavonoides del extracto hidroalcohélico de hojas y

tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Curva de calibracién de quercetina

0.300
0250 »
& 020 ot
E %10 -
g 0.100 P v =0.0013x + 0.0003

D.D‘SD l‘r'!_-."". Ri = ﬂ.mn

0.000 ®=""

0.00 5000 10000 15000 20000  250.00

Concentracitn de quercetina (pg/ml)

[ Determinacion de flavonoides ]
|
[ Meétodo de cloruro de aluminio ]
I

| 1
[ Curva de calibracién ] | Freparacion de I
|

pelsar tomar
- |
I 50mg de ?uercetma l [ 500 uL de muestra |
|
aforar adicionar
\ [ A 50mL con metanol ] 500 pL de H,0
destilada
tomar I
’ 10 mL de solucion ] agr i:gar
esta;ldar 150 uL de NaNO, 5 %,
aforar dejar reacciona.r 5 min
| .
['A 50mL con H20(d) | adicionar
o 150 nL de AICT,,
: ; omar
Flavonoides en hojas y tallos de | dianreaccionarSimin:
Jatropha gossypiifolia L. Alicuotas de: 0,0; 02; Agregar
“huanarpo macho” 0,4;0,6; 0,8y 1,0 mL |
. I - 2000 pL de
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tratamiento de la N
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H,0
I
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[ A Tgmp en la oscuridad
15 {mn

Medir absorbancia a
510 nm
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Anexo 8
Diagrama para evaluar la actividad antioxidante por el método DPPH del extracto

hidroalcohdlico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Curva de calibracion para determinar la actividad
secuesiradora del radical libre DPFPH

1.200

[ 3
1.000

0.800 . S y=-0.0012x+ L0821
R =0.908)

0.600 T

0.400
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0.200 .
e
0.000
000 10000 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 B00.00 900.00

Concentracion de trolox (umeol/ET)

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)

[ Solucién patréon ] [ Solucién ] [ Curva de calibracién ] Preparaclon de ]
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n [

pesar [ Pesa_r

Tomar
Tomar 10 mL de SP 12,5 mg de trolox 150 pL de muestra

[ 24 mg de DPPH ] |

I.I y

[ Af01a.1 a [ Adlclonal ]

50 mL con metanol 2850 uL de ST

aforar I |.|
|J Adicionar toma_r incubar
A 100 mL con 45 mL de metanol
metanol I
I Alicuotas de: 0,0: Por 24h en
1C as dae:
Medif la oscuridad
Almacenar en absoxba.ncmaSlSnm 1,0; 2,0; 4,0; 60y80mL
refrigeracion
I Medir
ajustar Af01a1 a absorbancia a 515

nm

10mL con metanol

[ Abs. hasta 1,1 + 0,02 ]

con metanol Agltar por 5 min

[ Segmr con el

procedimiento de la
muestra

N R e

Secuestramiento del DPPH de
hojas y tallos de Jatropha
gossypiifolia L. “huanarpo
macho”

58



Anexo 9
Curva de calibracion para evaluar la concentracion inhibitoria cincuenta (1C50) por

el método DPPH del extracto hidroalcohodlico de hojas y tallos de Jatropha
gossypiifolia L.

Curva de calibracion para determinar ICs, de hojas de J.
gossypiifolia mediante el método DPPH
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Anexo 10

Diagrama para la determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS del

extracto hidroalcoholico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Curva de calibracion para determinar el secuestramiento del
radical libre ABTS
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Jatropha gossypiifolia L.
“huanarpo macho™
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Anexo 11
Curva de calibracion para evaluar la concentracion inhibitoria cincuenta (1C50) por

el método ABTS del extracto hidroalcoholico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia
L.

Curva de calibracion para determinar ICz, de hojas de J.
gossypiifolia mediante el método ABTS
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Anexo 12
Diagrama para la determinacion de la actividad antioxidante por el metodo FRAP del

extracto hidroalcoholico de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Curva de calibracion para determinar el potencial antioxidante
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2300
oY

2.000
'a‘ P
5 1.500
g .
=]
= 1.000 y= 000025 + 0.2128
E o R® = .9966

0.500 PRt

.-'_.‘.
[)
0.000

000 100.00 20000 30000 400.00 30000 600.00 70000 30000 200.00
Concentracion de trolox (pmol/ET)

[ Solucion trabajo | Curva de Preparacién
; I . calibracion de la muestra
. P Cloruro férrico | ]
Buffer acetato 2,4,6_—t1 3pr1dyll—s- hexahidratado Pesar Tomar 150L
(S1) triazine (S2) (S3)
12,5mg de trolox de muestra
[ [ [ | |
310mg de Na + 54,1mg, de Aforar a 50mL Adicionar
A i 31,2mg de TPTZ FEED
1,6mL &c. acético cloruro férrico commetandl 285%1_1[1‘ de
| | | I [
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I I 0.0: 0.5 1,0; 2.0 g S Eih
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Anexo 13
T - Student del contenido de fenoles totales del extracto hidroalcoholico de hojas y

tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Prueba de muestras independientes

Prueba de
imddee prueha t para 1z igualdad de medias
‘varianzas
3% de intervalo de
Sig. Diferenci Diferenci conflanza de la
F | Sz t gl | (bilat | o EOCIA | 5 de error diferencia
eral) | demedias | oo dar . .
Inferior Superior
Se
asumen
- varianz 13,235 | 0,002 84213 16 | 0000 13007889 | 1,78208 | 14530104 | 133 83673
A as
EF;G" iE,'llalES
g
0 arianz 84215 | 2954 ) 0000 | 15007882 | 178208 | 14510365 | 15405209
as
1guales
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Anexo 14
T - Student del contenido de flavonoides del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos

de Jatropha gossypiifolia L.

Prueba de muestraz independientes

Prueba ds
Levene de - .
ieualdad de prueba t para la igualdad de mediazs
Varianzas
95%: de mtervalo de
. - - | Daferenciz confianra de la
. Sig. Difersncia - .
F Sig. t gl (bilateral) | de medi dﬂfnoarr .deerew:m _
Inferior Superior
Se
e 0,315 0382 | 93,813 16 0,000 136,75222 | 147090 | 13321006 | 160,29438
VAIanzas
mg iguales
ozl Mo ze
extracto
AsimEn 03,813 | 15,731 0,000 | 15675222 | 167000 | 15320514 | 16020931
Varanzas
1ouales
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Anexo 15

T - Student de la actividad antioxidante DPPH del extracto hidroalcohodlico de hojas y

tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Prueba de muestras independientes

Pruzba de
Iﬁm";ﬁ prueba t para la igualdad de medias
varianzas
: 03% de intervalo de
Diferenc
Fl g . o Sig. | Diferencia| iade confianza de la
ig. : (bilateral) | de medias | error diferencia
estandar | Inferior Supenior
Se gzumen
pmol  varianzas 0021 | 0,888 | 351,628 16 0000 | 28694444 | 081603 | 28521450 | 288,67438
ET/m  iguales
Zde Mo ze
BRTAC  oymen -
to . 351,628 15944 0000 | 28694444 | 081603 | 28521419 | 28867470
varianzas
iuales
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Anexo 16

T - Student de la actividad antioxidante ABTS del extracto hidroalcohdlico de hojas y

tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Prueba de muestras independientes

Prueba de
éf;le;;id:i pruehba t para la 1gualdad de medias
varianzas
Diferencia 23% de ntervalo de
. Sig. Diferencia u:on’_.ﬁmza |_ie lz
F oSz t Al | gsilaiealy| e estins SEF”"]’ diferencia
Inferor Superior
Se
: ,,m- 0,686 | 0.420| 249258| 18 0,000 | 184,05444| 073841 | 182,48909| 18561980
L :
ET/ms iguales
de No ==
e T:‘L"‘.m 249258 15403 | 0000 | 184.05444| 073841 | 18248414 | 18562475
izuales
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Anexo 17

T — Student de la actividad antioxidante FRAP del extracto hidroalcohoélico de hojas y

tallos de Jatropha gossypiifolia L.

Prueba de muestras independientes

Prueha de
Levene de . )
ieualdad de prueba t para la izualdad de medias
Varianzas
Dife . 03% de mtervalo de
: Sig. | Diferencia| 5, ot confinza dela
F Siz. t al (bilateral) | de medias de!am:-r difimenia
estandar | pevior | Superior
Se
BSUMEL 940 ] 0,711 620,750| 16 0000 | 331,06667| 053333 | 32903605 | 33219728
umaol — varanzas
ET/mgz  iguales
de No =2
exfracto  asumen 620.750| 16,000| 0,000 | 33108667 053333 | 32003605 332,10728
v;nan.’em
izuales

67



Anexo 18

Prueba de analisis de varianza (ANOVA) y comparaciones multiples (Tukey) de la
actividad antioxidante (IC50) del método DPPH y ABTS del extracto hidroalcoholico
de hojas y tallos de Jatropha gossypiifolia L.

ANOVA
Suma de | Media F s
cuadrados £ cuadratica 18-
Latz 3.281 2 1.641 3691636,000 0,000
grupos
ICS0DPPH Dentro de 0,000 6 0,000
grupos
Total 3.281 8
Sl 0,837 2 0,419 280824 538 0,000
grupos
IC50ABTS Dentro de 0,000 5 0,000
grupos
Total 0,837 3
ICsDPPH
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa =0.05
Extracto N
1 2 3
Trolox 3 01120
Hojas 3 0.7360
Tallos 3 1.5853

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3,000.

IC:ABTS
HSD Tukey=
Extracto N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Trolox 3 0.0750
Hopas 3 04127
Tallos 3 0.8210

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de 1a media arménica = 3,000.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 665-2025-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: LIZ KIABETH MAURICIO YUPARI

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve y treinta de la mafiana del dia doce del mes
de setiembre del afio dos mil veinticinco, se reunieron en el aula J-201 los docentes
miembros del jurado evaluador, para el acto de sustentacién del trabajo de tesis titulado
Efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Jatropha
gossypiifolia L. “huanarpo macho”. Ayacucho 2025., presentado por el bachiller LIZ
KIABETH MAURICIO YUPARI para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.
El jurado evaluador estd conformado por:

Presidente (Decano) : Prof. Enrique Javier Aguilar Felices (Delegado por el Decano)

Jurados : Prof. Pablo Williams Comun Ventura
: Prof. Kirianova Godoy Bautista

4to jurado : Prof. Hugo Roberto Luna Molero

Asesor : Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo

Secretario Docente : Prof. Vivian Vilma Falconi Oré

Con el quorum de reglamento se dio inicio a la sustentacion de tesis, el presidente de la
comision pide al secretario docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucion decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio la exposicion el Bachiller: LIZ KIABETH MAURICIO YUPARI y una vez concluida,
el presidente de la comisidn solicita a los miembros del jurado evaluador realizar sus
respectivas preguntas, seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que pueda
aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita al sustentante abandonar el auditérium para que pueda proceder
con la calificacion.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: LIZ KIABETH MAURICIO YUPARI

JURADOS Texto | Exposicion | Preguntas | P.Final
Prof. Pablo Williams Comun Ventura 17 17 16 17
Prof. Kirianova Godoy Bautista 17 17 16 17
Prof. Hugo Roberto Luna Molero 18 18 18 18
PROMEDIO FINAL 17

De la evaluacion realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar al Bachiller: LIZ KIABETH MAURICIO YUPARI; quien obtuvo la nota
final de diecisiete (17) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del



presente, siendo las 11:30 de la mafiana, se da por concluido el presente acto
académico.
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Praf. Pablo Williams Comun Ventura Prof. Kiridnova Godoy Bautista
Jurado 1 Jurado 2
Prof. Prof. Htgo Roberto Luna Molero Prof. Johpny d6\Tinco Jayo
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Presidente Secretario docente




UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

El Instructor en Segunda Instancia, en virtud de la RCU N.° 039-2021-UNSCH-CU, y en

calidad de director de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, emite la presente

CONSTANCIA

DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION

A Liz Kiabeth MAURICIO YUPARI, Bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, en mérito a que la tesis titulada: Efecto
antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas vy tallos de Jatropha gossypiifolia L.
“huanarpo macho”. Ayacucho 2025.; ha alcanzado un indice de similitud de 14%
(catorce); cumpliendo satisfactoriamente lo establecido en el Art. 13 del Reglamento de
Originalidad de Trabajos de investigacion de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga mediante el uso del SOFTWARE TURNITIN.

En ese sentido, se emite la presente constancia en sefial de conformidad.

Ayacucho, 18 de agosto de 2025.
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