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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarrollé con la finalidad de evaluar la
actividad antioxidante de los compuestos fenodlicos aislados del fruto de
Bunchosia ammeniaca (Cav.) DC. “uson” en los Laboratorios del Area de
Farmacia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, de
Setiembre del 2011 a Enero del 2012. Los frutos fueron recolectados en el
distrito de Samugari — Palmapampa, de la provincia de La Mar — Ayacucho, los
metabolitos secundarios fueron determinados mediante reacciones de coloracion
y precipitacion, los compuestos fendlicos fueron aislados con acetato de etilo y la
actividad antioxidante fue determinado mediante la prueba de captacién del
radical libre 1,1~difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). En el fruto se reportd la
presencia de taninos y fenoles, lactonas y/o cumarinas, quinonas, catequinas,
aminoacidos y azucares reductores. Los compuestos fendlicos aislados del fruto
de Bunchosia ameniaca (Cav.) DC. “usoh” muestran mayor captacion de
radical libre a 10 pg/mL (62.94%), 50 pg/mL (65.57%), 100 pg/mL (68.74%); el
extracto etandlico a 10 ug/mbL (53.48%), 50 ug/mb (57.45%), 100 pg/mL
(59.34%), los estandares: vitamina C a 100 ug/mL (97.5%) y el acido tanico a
100 ug/mL (91.7%). Los compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia
armeniaca (Cav.) DC. “uson” tienen actividad antioxidante.

Palabras clave: Bunchosia amrmeniaca; actividad antioxidante.



I. INTRODUCCION
La amplia y variada flora peruana es y seguird siendo uno de los recursos
naturales mas importantes, sobre todo por su aplicacion en el campo de la
medicina, debido a ello se ha incrementado el interés por el estudio cientifico
de las plantas, por lo cual surgen una serie de trabajos de investigacion
ehcaminados a demostrar las propiedades medicinales 'de las plantas y a la
busqueda de nuevos agentés terapéuticos (Brack, 1999).
Las plantas contienen compuestos polifenélicos con efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, antiulcerosos, antimicrobianos, antihepatotéxica y
antihipertensivos.
Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usin” o también conocida como “ciruelo de
fraile“, pertenece a la familia de las Malpighiaceae, es una planta nativa del
Peru, crece en zonas humedas y actualmente es cultivada ya que el fruto es
'comestible y terapéutica (Towle, 2007).
Los recursos vegetales constituyen una buena fuente de sustancias con
propiedades antioxidantes, en las que podemos citar a la vitamina C, los
compuestos fendlicos, los flavonoides, los taninos y otros compuestos
quimicos de naturaleza analoga.
El sistema antioxidante provee al organismo de defensas contra la accién

dafina de los radicales libres; estas defensas son mdlltiples, variadas y



operan en diferentes niveles y momentos. La salud de la poblacién se
relaciona con el adecuado balance oxidativo; es decir que los radicales libres
y antioxidantes estén en equilibrio de modo tal que se minimice el dafio
celular y se retarde fa aparicién de enfermedades (Goodman y Gilman, 1998).
Los radicales libres se han popularizado en los ultimos afios tomandose gran
interés e importancia debido a que se comprob6 su participacion en el estrés
oxidativo y a su vez en diversas fisiopatologias del organismo. La generacion
de radicales libres de oxigeno es un atributo de la vida aerobia normal. El
oxigeno molecular puede ser reducido a agua, pero los pasos intermedios
lleva a la formacion de anion Superdxido (O;"), peroxido de hidrégeno (H.0,)
y el radical hidroxilo (OH), los cuales en cantidades moderadas tiene la
finalidad de luchar contra bacterias y virus; sin embargo, en determinadas
circunstancias fa producciéon de radicales libres puede aumentar en forma
descontrolada, produciéndose el estrés oxidativo, que estan relacionado con
el origen de numerosas enfermedades (Knigth, 1995).

Los radicales libres estan presentes en muchas enfermedades como:
procesos inflamatorios crénicos (artritis reumatoidea), hipertension arterial,
diabetes y cancer, por lo tanto existe la necesidad urgente de buscar especies
vegetales con la finalidad de neutralizar los efectos de dicha sustancia
(Suarez y Oré, 1999).

Por estas consideraciones y con el proposito de contribuir al conocimiento de
las bondades que nos ofrece nuestra flora peruana, se plantearon los
siguientes objetivos: ,

Objetivo General

- Evaluar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos aislados del

fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usén”,



Objetivos Especificos

- ldentificar los metabolitos secundarios presentes en el fruto de
Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “uson”.

- Aislar los compuestos fendlicos del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.)
DC. ‘uson’.

- Comparar la actividad antioxidante del extracto etandlico y de los
compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC.

“uson”.



Il. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
En el Pery, las plantas se aprovechan desde hace siglos, durante muchos
afos los investigadores han estudiado las propiedades de las diversas
especies vegetales y han descubierto diversas posibilidades uno de ellos se
encuentra en sus propiedades medicinales (Rodriguez, 2002).
Es asi que en las ditimas décadas se ha despertado €l interés por el estudio
fitoquimico de los antioxidantes y en la base al conocimiento cientifico se va
logrando la validez del uso tradicional de los mismos; y al menos en estos
dias se estda dando mayor interés al estudio de plantas con diferentes
actividades farmacologicas.
Se realiz6 estudios sobre la actividad antiulcerosa del extracto hidroalcohdélico
de los frutos de Bunchosia ammeniaca “usin” (Chavarria, 2011). Demostrando
que el extracto hidroalcohélico de los frutos de Bunchosia armeniaca “usén”
poseen actividad antiulcerosa también posee taninos y fenoles, flavonoides,
lactonas y/o cumarinas, quinonas, catequinas, aminoacidos y azlcares
reductores. ‘
En un estudio realizado en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Unidad de Post Grado sobre la especie

Luma chequen perteneciente al orden Magnoliopsida titulado: Estudio de la



composicion quimica y actividad antioxidante del aceite esencial de Luma
chequen (Molina) A. Gray “arrayan”. Demostraron que el aceite esencial de
Luma chequen presenta actividad antioxidante en el modelo del radical DPPH
(1, 1-difenil-2-picri-hidrazilo) comparado con la vitamina C. Observandose que
de 10 y 50 pg/mbL presentan diferencias en su capacidad de captacion de
radical DPPH, donde la vitamina C tiene mayor capacidad captadora en
ambas concentraciones. En 100 pg/mL el aceite y la vitamina C, tienen similar
capacidad de captacién de radical DPPH, esto estaria indicando que cuanto
mayor es la concentracion del aceite esencial de “arayan”, tiene mayor
potencia antioxidante (Carhuapoma, 2006).

Se realiz6 un trabajo con la especie de Byrsonima crassa Niedenzu
perteneciente a la familia Malpighiaceae, que es utilizada en la medicina
popular de Brasil para el tratamiento de las ulceras gastricas, en el cual
demostraron que el extracto metandlico de las hojas de Byrsonima crassa
Niedenzu, administrado por via oral en ratones tuvo mayor actividad
gastroprotectora que el extracto cloroférmico de las hojas de Byrsonima
crassa Niedenzu pues el extracto metandlico redujo significativamente las
lesiones gastricas en un 74, 78 y 92% en dosis de 250, 500 y 1000 mg/kg; la
accion gastroprotectora mas baja (69%) se observd cuando los animales
fueron tratados con extracto metandlico a la dosis de 1000 mg/kg. En la
investigacion fitoquimica de Byrsonima crassa Niedenzu también se demostréd
que posee cinco sustancias conocidas: la Quercetina-3-O--D-
galactopiranésido, Quercetina-3-O-0-L-arabinopyranoside, el amentoflavona
biflavoine, catequina y epicatequina. La presencia de éstos compuestos
fendlicos probablemente puede explicar el efecto gastroprotector del extracto

de hojas de Byrsonima crassa Niedenzu (Sannomiya y col., 2005).



2.2. ASPECTOS BOTANICOS DE Bunchosia armenjaca (Cav.) DC. “usé6n”
2.21.Clasificacién sistematica
La determinacién botanica se realizé seguin el sistema de clasificacion de

CRONQUIST, A. (1988) y es como sigue:

DIVISION :  MAGNOLIOPHYTA

CLASE :  MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE :  ROSIDAE

ORDEN :  POLYGALALES

FAMILIA :  MALPIGHIACEAE

GENERO :  Bunchosia

ESPECIE : Bunchosia ammeniaca (Cav.) DC.

NOMBRE COMUN : usén, ciruelo verde, ciruelo de fraie

Fuente: Constancia emitida por el Herbanum Huamangensis de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional San Cristébal de
Huamanga (Anexo N° 1).

2.2.2.Caracteristicas botanicas

Bunchosia armeniaca, es un arbusto, bastante frondoso y ramificado. Las
hojas son simples, de disposicidn opuesta, poco pecioladas, pueden llegar a
medir hasta 20 cm de longitud y el ancho hasta los 12 cm, nervios primarios
ascendentes, y apice abrupto o tenuemente acuminado; la lamina foliar tiene
sendas glandulas basales. El peciolo es corto, mide de 0.5 a 1.5 cm de largo,
apice acuminado de bordes poco pestoneados, de nervaduras pinnadas
(punta) con escasos pelos. La inflorescencia estd formada por racimos
axilares con 1 6 2 racimos de menor tamafio que las hojas correspondientes 0
tan largas como ellas; eje verde, las flores presentan una corola de 5 pétalos
amarillos. Los frutos son ovoides o globosos, de color anaranjado o rojo

cuando estan maduros y miden de 2 a 4 cm de longitud por 1 a 3 cm de



ancho, la pulpa es dulce, agradable, contiene de 1 a 2 semillas ovoides o

globosas, un poco menores que el fruto, de testa fibrosa y se propaga por las

semillas (Aucasime, 2011).

2.2.3.Habitat y distribucién geografica

Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. Es una especie nativa del Maraiion, de la

zona del bosque, que se encontrd en estado sivestre en el valle del

Uctubamba, cerca a la localidad de Leimebamba, en Chachapoyas. Esta

planta debe propagarse por la calidad y productividad de sus frutos, de faci

adaptacion a los factores bioclimaticos no solo de la ceja de selva sino

también de la costa (Mir6, 1998).

Se extiende desde las costas del Caribe, al Sur del Ecuador y hasta la

parte alta de la Cuenca Amazodnica (Mostacero y Mejia, 1993).

2.2.4. Aspectos farmacologicos y quimicos de Bunchosia armeniaca
(Cav.) DC. “uson”

2.2.4.1. Usos, preparacion en la medicina tradicional peruana

Se utiliza en la alimentacion el fruto maduro en forma directa 0 en jugos

(sabor acidulado y muy agradable), en medicina contra Ia diarrea (te del

fruto) y omamental (Brack, 1999).

El fruto es comestible, refrigerante y antiséptico (Mostacero y Mejia, 1993). La

pulpa de ia fruta es comestible. Los datos de etiqueta con las colecciones de

tal especie con frecuencia se refieren a la comestibiidad de la fruta,

implicando que la gente los come por accidente, pero ninguna especie alguna

vez ha sido expiotada comerciaimente. Liaman la especie con frutas

comestibles: “ciruela”, “ciruela de fraile” y “ciruela de montafia” en paises de

habla espafiola y “marmelo” en Brasil.



2.2.4.2. Composicion quimica

No se reportan estudios de composicion quimica ni elucidacion estructurai de
sus metabolitos.

23. METABOLITOS SECUNDARIOS RELACIONADOS CON LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.3.1.Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos estan en la naturaleza ampliamente distribuidos en
el reind vegetal, todos ellos presentan un anillo aromatico comin (figura 1)
que puede estar unido a grupos hidroxilos libres y combinados en forma de
éster, éter, heterdsidos, etc., la formacion de este nucleo aroméatico se realiza
por vegetales y microorganismos. Mientras que su presencia en animales se

debe a la ingesta del vegetal (Villar del Fresno, 1999).

OH

Figura 1. Fenol

2.3.1.1. Actividad bioldgica de los compuestos fenélicos

Los polifenoles poseen acciones antihelminticas, antihepatotdxicas,
antinflamatorias, antidiarreicos, antiulcerosas, antivirales, antialérgicas vy
vasodilatadoras. Se ha verificado que inhiben la replicacion deif virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) y del virus simplex humano (HSV), inhiben
las glucosil transferasas del Strepto-coccus mutans (caries dental), también
inhiben efectos citotéxicos, la promocion del crecimiento tumoral. Actividad

antioxidante de los fenoles es el origen de funciones bioldgicas tales como la



antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento (Velioglu y col, 1998;
Proestos y col, 2005).
a. Fenoles simples
Los fenoles simples como el catecol (figura 2), guaiaéol, floroglusinol, etc. son
poco frecuentes en la naturaleza, a excepcidén de los derivados quindnicos
hidroxilados presentes en algunas familias (Rosaceas, Ericaceas, etc)

generalmente en forma de glucosido (Villar del Fresno, 1999).
OH
OH

Figura 2. Catecol
b. Acidos fenoles
Bajo este término se engloba a todos los compuestos organicos que tienen al
menos una funcién carboxilica y un grupo hidroxilo fendlico; sin embargo, en
la practica habitual esta denominacién queda reservada para derivados del

acido benzoico (Cs- C4) (Figura 3) y del acido cinamico (Ce- C3) (Figura 4).

OH X OH

Figura 3. Acido benzoico Figura 4. Acido cinamico



c. Cumarinas

Son derivados de la benzo-a-pirona, como la cumarina, esculetina,
umbeliferona y escopoletina, son comunes en las plantas, tanto en estado
libre como en el de heterosidos. No todos son fendlicos, pero se estima
conveniente incluirfos aqui entre los derivados fendlicos. La cumarina se ha
encontrado en unas 150 especies, que se distribuyen en mas de 30 familias
diferentes (Evans, 1991).

Las cumarinas libres son solubles en alcohol, en ofros disolventes organicos,
como el éter etilico, asi como en disolventes clorados, con los cuales se
puede extraer (Villar del Fresno, 1999).

d. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos que abundan en muchas plantas y
frutos. Son hidrosolubles. Su composicion quimica es variable pero poseen
una caracteristica en comun, la de ser astringente y coagular los alcaloides,
albuminas y metales pesados. Son polvos amorfos de color amariliento,
aspecto grasiento, poco denso, solubles en agua y alcohol, e insoluble en
éter, benceno y cloroformo; cuando se calienta a 210 °C, se descomponen
produciendo didxido de carbono y pirogalol. Entre sus propiedades destaca su
capacidad de formar complejos con varias sustancias, pero ademas su
actividad antioxidante, se fundamenta en la captura de radicales libres,
constituye una de las actividades farmacoldgicas. Los taninos han sido
utilizados desde la antigliedad por sus propiedades astringentes en uso
interno y externo, propiedad ligada a la union de las proteinas en la piel y las
mucosas formando una eSpécie de curtido que hace que las capas mas
superficiales sean menos permeables y protejan a las capas subyacentes, por
eso es utilizada también en los casos de quemaduras y como cicatrizante. En

uso intemo son antidiarreicos, disminuyen el peristaltismo, y son antisépticas.
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Muchas de estas propiedades se relacionan con su actividad antioxidante y la
captura de radicales libres, mediante el estudio de inhibicion de la
peroxidacion de los lipidos en mitocondrias o microsomas en el higado de los
ratones estudiados (Villar de Fresno, 1999).

d.1. Taninos hidrolizables

Pueden ser hidrolizados por &cidos o enzimas, como la tanasa. Estan
formados por varas moléculas de acidos fendlicos, como el gélico y el
elagico, que se unen por enlace éster a un nucleo central de giucosa (Evans,
1991).

d.2. Taninos condensados

Estos comprenden todos los restantes taninos verdaderos. Sus moléculas son
mas resistentes a la ruptura que las de los taninos hidrolizables y parecen ser
intermediarios en su biosintesis, las catequinas y las flavan— 3, 4-dioles estan,
por tanto, relacionados con ios pigmento.s flavonoides (Evans, 1991).

El aislamiento de taninos puros ha permitido ensayar otras reacciones
farmacoldgicas. Muchas de ellas se relacionan con su actividad antioxidante y
la captura de radicales libres que han sido investigados en varios sistemas
experimentales (Kuklinski, 2000).

e. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos ampliamente distribuidos en los vegetales.
Pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta polimeros con pesos
moleculares superiores a los 30 000 Da. Son responsables de las coloraciones de
las plantas, la mayoria de ellos presentan actividades biolégicas muy importantes. Se
conocen mas de 5 000 estructuras diferentes y estan presentes en frutas y vegetales,
asi como en alimentos y bebidas obtenidos a partir de plantas como el aceite de oliva,

el té y el vino tinto (Hertog y col,, 1994).

11



Son compuestos fendlicos, responsables de la coloracion de flores y frutos, por lo
tanto “guias de néctar”. Tiene como nudcleo basico al 2 —~ fenil cromano.
Famacoldgicamente son antioxidantes (por quelacidn de metales, accién
antiespasmadica, antiinflamatona, anticoagulante indirecto de la sangre, accion
diurética, antiedematoso, hipocolesterolemiante (Bruneton, 1991).

Sus propiedades farmacoldgicas estan ampliamente difundidas ya sean estas
antioxidantes, anticarcinogénicas.

Los flavonoides, en general, poseen capacidad para neutralizar radicales libres,
responsables, cuando estan dotados de un grado de reactividad, en la aparicion de
algunas patologias. Esta actividad antirradicalaria es en algunos casos, heterogénea
en relacion a los distintos tipos de radicales libres (anidn Superdxido, radical hidroxilo,
etc.). Muchos flavonoides interaccionan in vivo con el radical libre estable 1,1-difenil-
2-picrithidrazilo (DPPH), lo que se utiliza para poner de manifiesto su actividad
antirradicalaria. La capacidad de los flavonoides para prevenir la oxidacion del acido
ascorbico es un hecho reconocido en la proteccién de esta vitamina en los zumos
frescos de las frutas. Por lo que podemos considerar que presenta una actividad
antioxidante (Villar de Fresno, 1999).

2.3.2. Aziicares o Sacaridos

Son carbohidratos que se clasifican de acuerdo al nimero de carbonos que
conforman el compuesto, éstos son monosacaridos, di — tri — y tetrasacaridos.
a. Los azlcares reductores

Son todos los monosacaridos, y muchos disacéridos (como lactosa, malitosa,
celobiosa y gentiobiosa).

b. Los azlcares no reductores

Algunos son disacaridos (sacarosa, trealosa, ésta ultima encontrada en

algunos hongos). Los glucésidos no reductores se pueden convertir en

azucares reductores por ebullicion con acidos, pero se recuerda que ha de

12



neutralizarse el acido para la hidrélisis antes del ensayo con fehling, de lo
contrario no aparecera el precipitado de 6xido cuproso

2.4. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son sustancias que retardan el comienzo o disminuyen ia
velocidad de oxidaciébn de los materiales oxidables. Bajo condiciones
fisiologicas, el organismo puede prevenir el dafio producido por las especies
oxidantes, a través de mecanismos de proteccidn que incluye elevar los
niveles intracelulares de defensas antioxidantes (Avendaiio, 2001).

Todos los seres vivos consumen oxigeno para generar energia y liberar
radicales libres, lo cual exige contar con defensas contra los diversos
radicales libres, que por un lado tiendan a impedir su formacioén y por otro,
neutralicen una vez formados. A estas defensas se les denomina
antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 1996).

Su capacidad de antioxidante radica en fa propiedad de cederle un electrén al
radical libre toxico o catalizar ias reacciones quimicas de los antioxidantes
enzimaticos (Miguel, 1989).

2.4.1 Dentro de los agentes antioxidantes tenemos (Avendaiio,2001)

a. Antioxidantes preventivos

Como los agentes quelantes, los que actiuan atrapando a los cationes
metélicos que intervienen en la descomposicion del peréxido de hidrégeno a
radical hidroxilo; evitando asi la formacién de estos ultimos. En este grupo
estan la penicilamina, el EDTA vy el profarmaco dexrazoxano. También estan
incluidas las enzimas antioxidantes, las que actian degradando al peréxido
de hidrégeno como la glutation peroxidasa, catalasa.

b. Antioxidantes que interrumpen la fase de propagacion de procesos

radicalarios



Tenemos a los agentes captadores de radicales (radical “scavenger”) como
los fenoles cuya, estructura en general debe poseer dos caracteristicas
importantes, la presencia de sustituyentes voluminosos en las dos posiciones
vecinas al hidroxilo y en la posicion “para” la presencia de algin grupo que
contribuya a la deslocalizacion del electron desapareado. Por ejemplo los
tocoferoles, fenoles naturales como flavonoides, cumarinas, lignanos, acido
cafeico, resveratrol, ademas otros captadores de electrones no fendlicos
como acido ascarbico y derivados, tioles y polienos como carotenoides.

c. Antioxidantes que actian por estabilizacién de membrana

El modo de accion es complejo y todavia no esta aclarado. Los efectos de
estos contribuyen a cambiar las propiedades fisicoquimicas de las
membranas celulares dificultando la extension del proceso de peroxidacion.
24.2. Actividad neutralizadora de radicales libres

Existen muchos métodos para evaluar la actividad antioxidantes en fuentes
vegetales, como plantas medicinales y alimentos. Uno de ellos es el método
de neutralizacion del radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). El
radical libre y estable DPPH, es una sustancia que mide la capacidad de
secuestro de cualquier compuesto con actividad antioxidativa (Chavez y col,
1996).

La solucién del reactivo DPPH es de color violeta y presenta una absorbancia
a 517 nm. La reaccion consiste en la sustraccion de un atomo de hidrégeno
proveniente de un donador (compuesto puro o extracto) por el radical libre
DPPH, desarrollando un cambio del color violeta a amarillo a medida que
disminuye la concentracion del radical libre (figura 5); el que se lee en el
espectrofotémetro después de veinte a treinta minutos de reaccion (Nenadis y

Tsimidov, 2002).
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La reaccion entre la sustancia a evaluar y el DPPH se observa en la siguiente

figura.

DPPH (purpura) compuestos fenélicos DPPH (amarillo) Radical fenoxil
Figura 5. Secuestramiento del DPPH (radical libre) por un compuesto fendlico
(secuestrador de radical libre).

2.4.3. Niveles de la accién antioxidante

Los antioxidantes, capaces de neutralizar a los radicales libres o sus
acciones, actGan a diferentes fases. Actlan a niveles de prevencion,
intercepcion y reparacion. La accién preventiva, busca evitar la formacion de
los radicales libres de oxigeno (ROS). La intercepcion de los radicales libres
es principalmente por secuestramiento del radical, los radicales peroxilo son
los principales afectados en esta etapa. Los efectores incluyen a varios
antioxidantes como las vitaminas A y E, glutation, otros compuestos con
grupo Tiol, carotenoides, flavonoides, etc. En el nivel de reparacion y
reconstitucion estan comprometidos sistemas enzimaticos principalmente
(Devasagayam y col., 2004).

2.5. VITAMINA C

La vitamina C, o acido ascérbico (vitamina antiescorbuto), es necesario para
la prevencion y la curaciéﬁ de la enfermedad por deficiencia, el escorbuto.

Las soluciones de acido ascorbico son fuertemente reductoras, y la vitamina
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es oxidada con facilidad. En tejidos animales, la mayor parte de la vitamina se
encuentra en su forma reducida, pero a medida que se desarrolla el
escorbuto, aumenta la relacion de forma oxidada-reducida. Esta propiedad de
oxidorreduccion reversible es la base mas probable de la participacion de esta
vitamina en las reacciones biologicas (Remington, 1998).

La vitamina C tiene muchas funciones importantes. Un rango crucial de la
vitamina C es el de sus propiedades antioxidantes. Puede reducir el hierro
ferroso a férrico, con la estimulacién de la absorcion de hierro no hémico.
Ofros aspectos del metabolismo del hierro también se relacionan con la
vitamina C, como la transferencia del hierro plasmatico al higado y a la
ferritina para su almacenamiento y para la transferencia entre proteinas
fijadoras de hierro. Actia como agente protector en reacciones enzimaticas
(Sedric, 1996).

Se comporta también como agente neutralizador de radicales libres derivados
del oxigeno (hidroxilo, Superoxido, etc.) (Florez, 1997).

2.6. RADICALES LIBRES

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atémica
presentan un electrébn no apareado (aquel que ocupa una orbita atémica o
molecular por si mismo), puede existir de forma independiente y que, debido
a la inestabilidad de su configuracion electrénica, son generalmente muy
reactivos. Esta reactividad es la base de su toxicidad y de su corta vida media
(Mitjavila y col, 2001; Boots y col, 2008).

La generacién de RL no se relaciona siempre con su toxicidad debido a que la
funcion que desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado actdan
como mediadores y reguladores a concentraciones fisiologicas, mientras que
a concentraciones elevadas puede actuar como potentes oxidantes

citotoxicos (Halliwell, 2008).
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2.1.1.Lesion celular inducida por radicales libres

Un importante mecanismo de lesion de la membrana, es la lesién inducida por
radicales Iibreé, en particular por especies de oxigeno activado. Se trata de
una via comin final de lesién celular en procesos tan variados como la lesién
quimica y por radiacion, la toxicidad por oxigeno y otros gases, el
envejecimiento celular, la muerte microbiana por células fagociticas, la lesion
inflamatoria, la destruccion tumoral por macro6fagos y otros. Los radicales
libres pemmiten iniciar reacciones autocataliticas, por lo que las que
reaccionan se convierten ellas mismas en radicales libres para propagar la
cadena de lesion (Robbins, 2001).

Los radicales libres pueden iniciarse dentro de las células por:

- La absorciéon de energia radiante.

- Reacciones endégenas, habituaimente oxidaciones, que se producen
durante los procesos metabdlicos nomales.

-  El metabolismo de cada una de ellas es distinta pero en todos los casos
forman radicales libres que producen la lesion celular.

Los efectos de estas especies reactivas son de amplio rango, pero tres
reacciones son particulamente importantes para la lesion celular (Robbins,
2001).

1. Peroxidacion de los lipidos de las membranas

Las membranas plasméticas y de los organelas poseen acidos grasos
insaturados que son propensos al ataque de los radicales libres derivado del
oxigeno, en particular OH* generando mas radicales libres, originando una
reaccion autocatalitica en cadena con lesién de la membrana, organelas y

células (Robbins, 2001).
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2, Modiﬁcaciéh oxidativa de las proteinas

Los radicales libres promueven la formacion de enlaces cruzados mediada
por sulfhidrilo de aminoacidos débiles como la metionina, histidina, cistina y
lisina, ademas de causar una fragmentacion de las cadenas de polipéptidos.

3. Lesiones en el acido desoxirribonuclelco (ADN)

Las reacciones de los radicales libres con tiamina en el ADN producen roturas
de la hebra simple del ADN, esto esta implicado tanto en la muerte celular
como en la transformacion maligna de las células (Robbins, 2001).

Hay diversos sistemas enzimaticos y no enzimaticos que contribuyen a la
terminacién o inactivacion de las reacciones de los radicales libres. Estos
comprenden:

- Antioxidantes enddgenas y exégenas, que bloquean la iniciacién de la
formacion de radicales libres, o bien los inactivan. Ejemplos son la vitamina E,
compuestos que contiene sulfhidrilo, como la cisteina y el glutation;, y
proteinas séricas, como la albumina, ceruloplasmina y transferrina.

- Enzimas, como superéxido dismutasa, catalasa, giutatién peroxidasa.

En muchos procesos patologicos, los efectos finales inducidos por los
radicales libres dependen del balance neto entre la formacion y terminacion
de éstos (Robbins, 2001).

2.1.2.Relevancla patoiégica de ios radicales libres

El estrés oxidativo puede ser causante de algunas enfermedades. En otros
muchos casos, acompaiia a las enfermedades, pero no es su causa, sino una
consecuencia mas del proceso patolégico. Incluso en estoé casos la
generacion de especies oxidantes puede ser un importante mecanismo de
lesién tisular. Algunos procesos patologicos en los que tiene importancia la
generacion de radicales libres son:

- Aterosclerosis
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Diabetes

Isquemia / Reperfusion

Enfermedades inflamatorias cronicas

Artritis reumatoidea

Cancer

Enfermedades degenerativas del Sistema Nervioso Central
Alzheimer

Cataratas

Otros
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION
El presente trabajo de investigacion se realiz6 en |°$ Laboratorios del Area
Académica de Fammacia de la Facuitad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, durante los meses de
Setiembre del 2011 a Enero del 2012.
3.2. MATERIALES
3.2.1.Poblacién
Fruto de Bunchosia armenijaca (Cav.) DC. “usén” que fue recolectado en el
distrito de Samugari — Palmapampa, provincia La Mar regidon Ayacucho
ubicada a 850 m.s.n.m. (Anexo N° 06, fotografia 1).
3.2.2.Muestra Vegetal
3Kg de fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “uson” recolectado al azar
en horas de la mafiana (Anexo N° 07, Fotografia 2). Se seleccioné el fruto que
no estaba dafiado una vez seleccionado fue lavado, secado y guardado en
bolsas de tela. Una parte de la muestra se llevé al Herbarium Huamangensis

para su identificacion y clasificacion botanica (Anexo N° 01).
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3.3. DISENO METODOLOGICO

3.3.1.Procedimiento para la recoleccién de la muestra

El procedimiento para la recoleccion, clasificacién y secado de la muestra se

realizaron de acuerdo a los procedimientos de recoleccién y conservacion

dadas por (Villar del Fresno, 1999).

Se seleccion6 el fruto maduro que no esté dafado ni maltratado, para luego

lavarlo, secarlo y guardario.

Luego se procedié a separar la pulpa de la semilla y se distribuy6é en platos

para luego llevarlo a secar en la estufa a 50 °C.

3.3.2. Preparacion del extracto etandlico del fruto de Bunchosia
armoniaca (Cav.) DC. “usén”

Se obtuvo 1kg de la pulpa seca que fue triturada y macerada en frasco de

color ambar por una semana aproximadamente en 1.5 L de alcohol de 80°

éste cubrié a la muestra por 1 cm de diferencia, durante el proceso se agité el

frasco periddicamente para que el aicohol se distribuya homogéneamente en

la muestra. Luego se procedio a filtrar al vacio y se evapord el extracto a

presion reducida en el rotavapor a una temperatura menor o igual 50 °C

obteniendo 60.32g de extracto etandlico de consistencia blanda y se conservé

refrigerado (Anexo N° 08).

3.3.3.Ensayo fitoquimico cualitativo

La caracterizacion fitoquimica se basé en el agrupamiento de metabolitos

estructuraimente semejantes, para identificarlos por su comportamiento

quimico frente a reacciones estandarizadas. Se realizar6n las pruebas de

coloracion al extracto etanéiico del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC.

“usén” que se fundamentan en los cambios estructurales ocasionados en ios

metabolitos presentes, como aparicion o desaparicibn de una coloracion,
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formacién o dilucién de un precipitado o desprendimiento de gas (Lock de
Ugaz, 1994; Miranda y Cuellar, 2000) (Anexo N° 10).

3.3.4.Técnica de extraccién de los compuestos fenélicos

Para obtener los compuestos fendlicos primero se suspende en agua
destilada 28.35g de extracto etandlico seco y se realiza el desengrasado con
éter de petrdleo con la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros
metabolitos que pueden interferir en la extraccion de compuestos fendlicos.
Extraccién liquido-liquido con acetato de etilo utilizando embudo de
separacion, para recuperar finaimente la fraccién de acetato de efilo y
evaporaria a sequedad obteniendo 0.595g de extracto (Aguilar, 2007) (Anexo
N 11).

3.3.4.1. Identificacién de los compuestos fendélicos

- Pruebas cualitativas

Reactivo de cloruro fémico. se agregd unas gotas de solucion de cloruro
férrico al 1% sobre la fraccion de acetato de etilo obtenido en el anterior
proceso resultando una coloracion verde demostrando la presencia de
compuestos fendlicos (Anexo N° 12, fotografia 4) (Lock de Ugaz, 1994).

- Pruebas cromatograficas

Para realizar las pruebas cromatograficas se utilizd cromatografia de capa
fina con silicagel G60 HF254 B y cromatografia a escala preparativa con
cromatofolios de 1 mm de espesor.

Cromatografia en capa fina (CCF)

e La fraccion acetato de etilo se disolvié en 0,5 mL de metanol y mediante
un capilar de vidrio, se aplico en la parte inferior de la placa cromatografica

previamente activada (fase estacionaria).
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e Se utilizé como sistema de solventes BAW (butanol, acido acético y agua)
en la proporcion de 4:1:5 (Lock de Ugaz, 1998).

o Se coloco la placa de CCF en la camara teniendo cuidado que el solvente
no 50brepase a la muestra aplicada y dejandose que el liquido ascienda por
capilaridad.

e Se sacd la placa de CCF de la camara de cromatografia cuando el
eluyente llegd a 2 cm de la parte superior de la placa (frente del solvente).

e Se dejo secar la placa de CCF al aire libre y se observé en la lampara UV
(Anexo N° 13, fotografia 5).

e Se reveld con cloruro férrico al 1%.

e Se observé la presencia de manchas (Anexo N° 14, fotografia 6).

34 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Meétodo: Actividad Secuestradora del Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH) (Aguilar, 2007).

Fundamento

Uno de los métodos para determinar la actividad antioxidante es aquel que
emplea al radical DPPH (1, 1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), el cual por su
estabilidad es destruido solamente por antioxidantes, de tal manera que el
mejor compuesto destructor del DPPH sera el mejor antioxidante.
Procedimiento

Para €l ensayo se utilizé lo siguiente:

1. Una solucién metanolica de DPPH de 20 mg/L.

2. Una solucidon metandlica de la fraccion de acetato de etilo de 300 pg /mL
(sol. A).

3. Un blanco con metanol: agua (2:1) para calibrar el espectrofotometro a

cero.
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4. Un blanco de muestra con 0,75 mL de muestra (sol. A) y 1,5 mL de
metanol.

5. Un patron de referencia (estandar) con 1,5 mL de DPPH y 0,75 mL de
agua destilada.

6. La muestra con 0,75 mbL de solucion A y 1,5 mL de DPPH obteniéndose
una concentracion final de 100 yg/mL, se dejd a temperatura ambiente por
cinco minutos y se realizé la lectura de la absorbancia a 517 nm en el
espectrofotometro.

7. Se diluyd la solucion A (2) con metanol en una proporcion de 1:1 (sol. B)
para obtener una concentracion fma de 50 pg/mL y luego en una proporcion
de 1: 9 (sol. C) para obtener una concentracion final de 10 pg/mL.

8. Con las soluciones By C se procedera igual que en el caso anterior.

Calculos:

(Am -Ab)

%AA= 100 = ————— X100

Donde:

Ac: Absorbancia del Control DPPH

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra

% AA: porcentaje de Actividad Antioxidante

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la actividad antioxidante son representados en forma de
grafico de barras en funcion de las medias. Las diferencias entre las medias
son contrastadas mediante el Analisis de Varianza factorial (ANOVA) a una

nivel de confianza del 95% (p<0,05).

24



V. RESULTADOS



CUADRO N° 01: Metabolitos Secundarios presentes en el extracto

etandlico del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usén”.
Laboratorio de Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho ~ 2011.
METABOLITOS | REACTIVOS OBSERVACION | RESULTADOS
SECUNDARIOS
Compuestos Cloruro Verde negruzca +++
Fendlicos y Férrico
Taninos
Azdcares . Precipitado rojo
reductoras Benedict ladrillo M

Fase amoniacal +Ht
Quinonas Bomtrager (rojizo)
Lactonas y . ++
Cumarinas Baljet .

Coloracién roja
Catequinas Catequinas Verde carmelita A
Aminas Ninhidrina | AA2ul Violaceo +
(aminoacidos)
LEYENDA:
ABUNDANTE: (+++)
MODERADO: (++)
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Grafico N° 01 Variacion de la actividad antioxidante por captacion de
radicales libres (DPPH) de los compuestos fenodlicos aislados del fruto
de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “us6n”. Laboratorio de Area de

Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011.
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Grafico N° 02 Porcentajes de captaciéon del radical libre de los
compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.)

DC. “usén”, Laboratorio de Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011,
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V. DISCUSION

Los radicales libres bombardean diariamente nuestras células, el hecho de
que necesiten tantos afios mayores es un tributo a la eficacia de las enzimas
que producen nuestro propio organismo para neutralizario, nuestro sistema
esta luchando contra los radicales libres en cada momento del dia. El exceso
de radicales libres que no puede ser eliminado por ef cuerpo y en su labor de
captaciéon de electrones, los radicales libres dafian a las membranas de
nuestras células, llegando finalmente a destruir y mutar su informacion
genética y facilitando asi el camino para que se desarrolle diversos tipos de
enfermedades cronicas como: Hipertension Arterial (HTA), cancer, diabetes,
etc. La actividad antioxidante encontrada en esta especie vegetal capta a
estos radicales libres, haciendo que el dafio celular se detenga.

En el presente trabajo se propuso demostrar que el fruto comestible de
Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “uson”, contienen principios activos con
propiedades antioxidantes, siendo los compuestos fendlicos como taninos y
fenoles, catequinas lactonas y cumarinas los responsables de dicha actividad
(Cuadro N° 01).

En el trabajo realizado por Chavarria, 2011 sobre actividad antiulcerosa del
extracto hidroalcohdlico de los frutos de Bunchosia ammeniaca “usén”.

Demostré que el extracto hidroalcohdlico de los frutos de Bunchosia



armeniaca “uson” poseen actividad antiulcerosa también posee taninos y
fenoles, flavonoides, lactonas y/o cumarinas, quinonas, catequinas,
aminoécidos y azlcares reductores.

De acuerdo a lo gue sefialan otros investigadores como: Aguilar y col.,
2000, Bautista, 2000; Enciso, 2011 y otros, los responsables del efecto
antioxidante son los compuestos de naturaleza fendlica determinadas
cualitativamente por la prueba de Shinoda y FeCls.

El método utilizado es la técnica in vitro de decoloracion del radical estable
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), la que nos da mayor confianza y
seguridad en los resultados comparados con otros métodos para determinar
la actividad antioxidante.

En los trabajos realizados sobre actividad antioxidante de las especies
vegetales de (Ligaria cuneifolia, Calceolaria cuneiformes Rp. Sub sp.
Cuneiformes, Rosmarinus officinalis) demuestran que los metabolitos
secundarios encontrados en mayor cantidad son los flavonoides y taninos; y
que dichos metabolitos son los responsables de la actividad antioxidante
(Bautista, 2002; Casanova, 2004; Quispe, 2003).

En el cuadro N° O1 se observa los resultados de la identificacion de los
metabolitos secundarios del extracto etandlico del fruto de Bunchosia
armeniaca (Cav.) DC. “usén”, reportandose en una cantidad moderada la
presencia de lactonas y/o cumarinas, catequinas, aminoacidos y en
abundante cantidad compuestos fendlicos, taninos, quinonas y azucares
reductores. Lo que mas destaca en el estudio de los metabolitos secundarios
es la presencia de taninos y fenoles, siendo el resultado una coloracion verde
negruzca (Anexo N° 12, fotografia 4).

En e Anexo N° 11 se observa el proceso de obtencion de compuestos

fendlicos del fruto de Bunchosia ammeniaca (Cav.) DC. “usén”, Obteniendo de



4959g de extracto etandlico la cantidad de 0.595g que representa en
porcentajes 1.2% de rendimiento de los compuestos fendlicos aislados
(fraccién acetato de etilo).

Kukiinski, (2000). Menciona que el aislamiento de taninos puros ha permitido
ensayar otras reacciones farmacolégicas. Muchas de ellas se relacionan con
su actividad antioxidante y la captura de radicales libres que han sido
investigados en varios sistemas experimentales.

Villar de Fresno, (1999). Menciona que entre sus propiedades de los taninos
destaca su capacidad de formar complejos con varias sustancias, pero
ademas su actividad antioxidante, se fundamenta en la captura de radicales
libres, constituye una de las actividades farmacolégicas. Los taninos han sido
utilizados desde la antigiedad por sus propiedades astringentes en uso
interno y extemno, propiedad ligada a la union de las proteinas en la piel y las
mucosas formando una especie de curtido que hace que las capas mas
superficiales sean menos pemmeables y protejan a las capas subyacentes, por
eso es utilizada también en los casos de quemaduras y como cicatrizante. En
uso intemo son antidiarreicos, disminuyen el peristaltismo, y son antisépticas.
Muchas de estas propiedades se relacionan con su actividad antioxidante y la
captura de radicales libres, mediante el estudio de inhibicion de Ila
peroxidacion de los lipidos en mitocondrias en el higado de los ratones
estudiados.

En el gréfico N° 01 se observa la variacion de la actividad antioxidante por
captacion de radical libre; por efecto de los compuestos fendlicos aislados del
fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usén” comparado con el estandar
de vitamina C y &cido tanico.

En el grafico N° 02 se observa porcentajes de captacion del radical libre de

los compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.)
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DC. "uson” donde se muestra que los compuestos fendlicos aislados tienen
mayor captacion del radical libre como demuestra los resultados obtenidos a
10 pg/mL (62.94%), 50 pg/mL (65.57%), 100 pg/mL (68.74%) mientras el
exiracto etandlico demuestra los siguientes valores: a 10 pg/mL (53.48%), 50
Hg/mL (57.45%), 100 pg/mL (59.34%).

En el trabajo realizado sobre la actividad antioxidante del extracto
hidroalcoholico de hojas, tallos y frutos de Schinus molle L. “molle”, muestra
la presencia de los polifenoles, taninos, lactonas y/o cumarinas y azlcares
reductores, 0s cuales son responsables de propiedades antioxidantes, donde
se muestra que el extracto hidroalcohélico de hojas tuvo un 69.44%, seguido
del tallo con un 56.23% vy el fruto con 32.84% de captacion del radical libre
respectivamente; mientras los estandares: vitamina C tuvo 93.95% y el acido
tanico un 88.15% de captacion del radical libre respectivamente (Urbano,
2011).

En el Anexo N° 03 (cuadro N° 02). Se muestra que los compuestos fendlicos
aislados del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “us6n”, a una
concentracién de 100 ug/mL presenté mayor porcentaje de captacion del
radical libre con un 68.74%, a la concentracién de 50 ug/mL poseP; un 6557%
y a una concentracion de 10 pg/mL mostré un 62.94% de captacion de radical
libre por lo tanto la actividad antioxidante esta en funcién a la concentracion,
es decir a mayor concentracion mejor actividad antioxidante. De igual manera
se muestra que el extracto etanélico del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.)
DC. “uson”, a una concentracion de 100 pg/mL presentd un 59.34%, a 50
pg/mL mostré un 57.45% y a una concentracion de 10 pg/mL mostré un
53.48% de captacion del radical libre por lo tanto el extracto etandlico del fruto
de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “ustn” no muestra una mejor actividad

antioxidante.
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Asimismo confirmado por el andlisis de varianza factorial (Anexo N° 04,
Cuadro N° 03), esto explica que hay diferencia significativa entre el extracto
etandlico y los compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia
armeniaca (Cav.) DC. “uson”. Segun (Villar de fresno, 1999) asumen que las
plantas tienen actividad antioxidante principalmente debido a los compuestos
fendlicos y también depende de la cantidad y calidad de los mismos.

Mientras que la diferencia de la actividad antioxidante se debe a la cantidad y
calidad de los compuestos fendlicos presentes en la composicioén quimica de
la especie ensayada.

En el grafico N° 02. Se analiza también el tratamiento a los tres
concentraciones del extracto, observandose que los compuestos fendlicos
aislados del fruto de Bunchosia ameniaca (Cav.) DC. “usén” mostré mejor
capacidad de captacion de radical libre DPPH, en comparacion con los
estandares vitamina C y &cido tanico ya que tienen mayor capacidad
captadora.

Los resultados detaliados linea anterior demuestran que los compuestos
fendlicos aislados del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. A la
concentracion de 100 pg/mL expresados en porcentajes poseen mayor
captacién del radical libre, seguido a la concentracion de 50 ug/mL y 10
pg/mL, mas no asi respecto a la vitamina C y acido tanico; es decir que la
actividad antioxidante es directamente proporcional a la concentracion.
Posiblemente que los metabolitos secundarios presentes en el fruto de
Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usén”, sean los responsables de Ia
capacidad antioxidante, como se muestra en el estudio de tamizaje
fitoquimico, que reporta la presencia de fenoles/taninos.

Con los resultados se concluye que los compuestos fendlicos aislados del

fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usén” tienen mayor contenido de
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compuestos quimicos con actividad antioxidante que el extracto etandlico que
no tiene una mejor actividad antioxidante, pero no asi comparado con la

vitamina C y é&cido tanico que posee mayor actividad antioxidante como

estandares.
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VL. CONCLUSIONES
1. Los compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia armeniaca
(Cav.) DC. “uson” presentan moderada actividad antioxidante.
2. lLos metaboltos secundarios Identificados en el extracto etandlico del
fruto de Bunchosia ammeniaca (Cav.) DC. “usén” son: taninos y fenoles,
lactonas y/o cumarinas, quinonas, catequinas, aminoacidos y azucares
reductores.
3. Se aisldo los compuestos fendlicos del fruto de Bunchosia ammeniaca
(Cav.) DC. “usén” obteniendo 0.595g, que representa un rendimiento de
1.2%.
4. El porcentaje de actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
aislados del fruto de Bunchosia amrmeniaca (Cav.) DC. “usén” fue a: 10 pug/mbL
(62.94%), 50 pg/mL (65.57%), 100 pg/mL (68.74%); el extracto etanélico: 10

pg/mL. con (53.48%), 50 pg/mL (57.45%), 100 pg/mb (59.34%).
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Vil. RECOMENDACIONES
1. Continuar con los estudios y comprobar otras propiedades
farmacologicas atribuidas ya que no existe estudios realizados anteriormente
sobre Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usin”.
2. Realizar una formulacion de una forma farmacéutica del fruto y/o hojas de
Bunchosia ammeniaca (Cav.) DC. “usén’.
3. Readlizar un estudio comparativo de las hojas con el fruto de Bunchosia
armeniaca (Cav.) DC. “uson”.
4. Finalmente valorar a través de los trabajos realizados de investigacion los
fecursos vegetales de la regibn como Bunchosia armeniaca (Cav.) DC.

“usdn”, porque es una fruta comestible.
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ANEXO N° 01

EL JEFE DEL HEBBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Janeth, CARDENAS LAGOS,
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de Tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de CRONQUIST, A. 1988 y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE ROSIDAE

ORDEN : POLYGALALES

FAMILIA : MALPIGHIACEAE

GENERO : Bunchosia

ESPECIE ; Bunchosia armeniaca (Cav.} DC.
N.V. : “‘uson”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 22 de Setiembre del 2011




ANEXO N°02

Esquema de obtencion de los compuestos fenélicos del fruto de Bunchosia
armeniaca (Cav.) DC. “usén”, ensayos fitoquimicos.

2 kg de fruto de Bunchosia
armeniaca (Cav.) DC. “us6n”

Maceracion por 7 dias de la pulpa seca con 1 L de
etanol al 80 %

Extracto Etandlico
l Suspension en HO destilada
l ’ Desengrasado con
- Prueba de Solubilidad Eter de Petroleo
» Marcha Fitoquimica
Fraccion Etérea Fraccion desengrasada

Exiraccion con
Acetato de Efilo

Fraccion acetato de etilo

FENOLES

Fraccidon Acuosa

Ensayos Fitoquimicos l
Actividad antioxidante
e Shinoda
s FeCly



ANEXO N°03
Cuadro N° 02: Porcentaje de captacion de radical libre de los
compuestos fenélicos aislados del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.)

DC. “usén”. Laboratorio de Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho — 2011.

Muestras Concentracion (pg/mL)
10(ug/mL) 50(ug/mL.) 100(pugimL.)
Extracto 53.48% 57.45% 59.34%
etandlico
Compuestos 62.94% 65.57% 68.74%
fendlicos
Vitamina C 93.71% 94.63% 97.5%
Estandar
Acido 87.54% 88.40% 91.7%
tanico




ANEXON°04
Cuadro N° 03: Andlisis de varianza factorial del porcentaje de captacién de
radical libre por concentracién con respecto a los tratamientos, de los
compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia armeniaca (Cav.)

DC. “usén”. Laboratorios del Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011

ANOVA®
Método Unico
Suma de Media
, cuadrados | dl | cuadratica F Sig_|
1 Porcentaje de  Covariables  Tratamientos 7246.371 11 7246371 | 117.09 000
captacion del  Efectos Concentracion

radical libre principales (ug/mL) 145.195 2 72.597 1.173 322
Modelo 7391.566 3 | 2463.855 | 39.812 .00

Residual 1980.385 32 61.887

Total 9371.951 35 267.770

a. Porcentaje de captacion del radical libre por Concentracion (ug/mL) con Tratamientos
b. Todos los efectos introducidos simultaneamente




ANEXO N°05
Cuadro N° 04: Esquema para la determinacién de captacién del radical
libre de los compuestos fenélicos aislados del fruto de Bunchosia

armeniaca (Cav.) DC. “uson”. Laboratorio de Area de Farmacia. UNSCH

Ayacucho - 2011.
MUESTRA | BLANCO M. | ESTANDAR | BLANCO
EXTRACTO 0.75 0.75 - -
DPPH 1.5 - 1.5 -
METANOL - 1.5 - 1.5
AGUA - - 0.75 0.75




ANEXO N°06

Fotografias 1: Etapa de recoleccién del fruto de Bunchosia armeniaca

(Cav.) DC. “usén“. Laboratorio de Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho

-2011.



ANEXO N°07

Fotografias 2: Fruto maduro recolectada de Bunchosia armeniaca (Cav.)

DC. “usén“. Laboratorio de Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho = 2011.



ANEXO N°08
Etapas del proceso de obtencion del extracto etandlico del fruto de
Bunchosia armeniaca (Cav) DC. “us6n”. Laboratorio de Area de

Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011.

Separado de la
pulpa

Macerado por 7 dias

Extracto etandlico de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usén”
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ANEXO N° 10

Fotografia 3: Resultado de la identificacion de los metabolitos secundarios
del extracto etandlico de los frutos de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC.
“usén”. Laboratorio de Farmacognosia del Area de Farmacia. UNSCH

Ayacucho - 2011



ANEXO N° 11
Etapas del proceso de obtencién de compuestos fendlicos del fruto de
Bunchosia armeniaca (Cav.) DC. “usén”. Laboratorio del Area de Farmacia.

UNSCH Ayacucho - 2011

Desengrasado con
éter de petroleo
Por 72 horas

Extracto etandlico seco
Suspendido en agua




Extraccion con acetato de etilo Se deja reposar por 24 hora

Obtencion de la fraccion acetato

Evaporar a sequedad y
guardarlo para realizar las
pruebas




ANEXO N° 12
Identificacién de los compuestos fendlicos aislados del fruto de Bunchosia
armeniaca (Cav.) DC. “usén”. Laboratorio del Area de Farmacia. UNSCH

Ayacucho - 2011

Fotografia 4: Ensayo cualitativo con cloruro férrico al 1%. Laboratorio del

Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011.



ANEXO N° 13

Fotografia 5: Ensayo cromatografico: observacion a la luz UV. Laboratorio

del Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011.



ANEXO N° 14

Fotografia 6: Ensayo cromatografico: revelado con cloruro fésrico.

Laboratorio del Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho—2011.



ANEXO N°15

Fotografia 7: Preparacion de las muestras para realizar las pruebas.

Laboratorio del Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011.



ANEXO N° 16

Fotografias 8: Muestra preparada para realizar la prueba. Laboratorio del

Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho - 2011



ANEXO N° 17

Fotografia 11: Muestras preparadas para la lectura correspondiente en el
espectrofotéometro. Laboratorio del Area de Farmacia. UNSCH Ayacucho -

2011
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