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RESUMEN

Un antioxidante es una molécula suficientemente estable como para donar un
electrén a un radical libre y neutralizarlo, reduciendo asi su capacidad para
dafar. Estos antioxidantes retrasan o inhiben el dafio celular, principalmente a
través de su propiedad de eliminacion de radicales libres. El objetivo fue
Determinar el Contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y actividad
antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav.
“puru puru”, Ayacucho 2018. Su ejecucion se realizd en los laboratorios del
Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y
Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
San Cristbal de Huamanga. La investigacibn es béasica descriptiva. Las
muestras de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, fueron recolectadas en horas
de la manfana en el mes de junio, en la comunidad de Huaraca, distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho. Para la
determinacion de la actividad antioxidante se utilizdé los métodos
espectrofotométricos de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y ABTS (2,2-
Azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico), asi mismo para la cuantificacion
de fenoles y flavonoides se utiliz6 el método espectrofotométrico de folin -
ciocalteu y cloruro de aluminio respectivamente. La identificacion fitoquimica fue
realizada segun el método de analisis cualitativo de ensayo a la gota, donde se
pudo evidenciar la presencia de fenoles y/o taninos, flavonoides y saponinas. El
contenido de fenoles totales y flavonoides fue de 62,9 +/- 0.74 mg equivalentes
de acido galico por gramo de extracto seco (mg EAG/g ES) y 55,7 +/- 0.13 mg
equivalentes de rutina por gramo de extracto seco (ERu/g ES) respectivamente.
La concentracion media inhibitoria (Clsg) del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru” sobre el radical DPPH y ABTS fueron de
767,7 y 1082,7 pg/mL respectivamente, éstas difieren estadisticamente del
estandar Trolox, (p=2, 233x10°) segun el método DPPH y (p= 3,981X10®) segln
el método ABTS. Conclusion: la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru” es
proporcional a la concentracibn, a mayor concentracion mayor actividad
antioxiante.

Palabras clave: Actividad antioxidante, Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”,
fenoles totales, flavonoides.
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l. INTRODUCCION

Las pasifloras son un grupo de plantas que tienen uso desde periodos
precolombinos por el sabor de sus frutos, sin embargo, en los ultimos siglos se
han encontrado compuestos de importancia farmacéutica para la salud humana.*
Por otro lado como resultado del metabolismo, algunos organelos celulares
como mitocondrias, lisosomas, peroxisomas, membrana nuclear, citoplasmica y
reticulo endoplasmico originan radicales libres, como las especies reactivas de
oxigeno (ROS): superoxido (O:'-), hidroxilo (OH"), peroxilo (R-OO"), alcoxilo
(RO") e hidroperoxilo (HOO") y las especies reactivas de nitrogeno (RNS): 6xido
nitrico (NO), dioxido de nitrogeno (NO. ) y peroxido de nitrato. Sin embargo,
éstos también pueden generarse por factores externos como contaminacién
ambiental, exposicion a radiaciéon y productos quimicos como medicamentos,
aditivos alimenticios, pesticidas, herbicidas y tabaco, entre otros.?

Estos radicales atacan moléculas como aminoacidos, carbohidratos, lipidos,
proteinas y &cidos nucleicos. Para contrarrestar su efecto, las células han
desarrollado mecanismos de proteccion y reparacion del dafo, como la
produccién de enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, NADPH-quinona
oxidorreductasa y epdxido hidrolasa, también metabolitos antioxidantes que
atrapan y neutralizan los radicales libres; sin embargo, resultan insuficientes para
protegerlas completamente.?

Cuando los oxidantes superan la cantidad de antioxidantes ocurre el estrés
oxidativo, que provoca dafios importantes en biomoléculas y componentes
celulares, lo cual estad asociado a enfermedades crénico degenerativas como
Alzheimer, Parkinson, arterioesclerosis, cancer, artritis, desordenes
neurodegenerativos, enfermedades coronarias y envejecimiento.?

Se ha demostrado que los componentes fendlicos son los principales

antioxidantes derivados de plantas. Entre los compuestos fendlicos mas



importantes se encuentran los flavonoides, los cuales, ademas de su
comprobada actividad antioxidante, se les han atribuido efectos terapéuticos,
tales como actividades cardiotonicas, antiinflamatoria, hepatoprotectora,
antineoplasica, antimicrobial, entre otros.?
Ademads, los antioxidantes naturales son preciados porque pueden ser usados
en el disefio de alimentos benéficos para la salud (funcionales o nutrace(ticos),
la importancia de los antioxidantes es crucial para la salud, debido a su
capacidad de neutralizar radicales libres, que contienen uno 0 mas electrones
desapareados, siendo responsables de muchas enfermedades degenerativas,
cataratas, arterioesclerosis, muerte celular y cancer, asimismo por su capacidad
de eliminar y atrapar potencialmente a los electrones dafiados del ADN, metales
téxicos, hasta la inhibicibn de enzimas activadoras de precarcindgenos, hasta
carcinoégenos. El antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electron,
oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre débil no téxico.3
Debido a que el rechazo es cada vez mayor por parte de los consumidores hacia
el uso de antioxidantes sintéticos; como por ejemplo el BHA y el BHT y, ademas,
dadas las restricciones legales levantadas hacia estos productos, se ha
potenciado el empleo de antioxidantes naturales, libres de compuestos quimicos
sintéticos, como los acidos fendlicos, los flavonoides y tocoferoles.?
Debido a lo anterior, es importante la busqueda de productos naturales con
propiedades antioxidantes que al incluirse en la dieta diaria contribuyan a
mantener la salud, al prevenir y curar enfermedades, siendo interesante el
estudio de especies vegetales que poseen potencial medicinal. Existen muchas
especies medicinales entre ellos el género Passiflora que tiene agentes
antioxidantes como fenoles y flavonoides.
El presente trabajo de investigacion se realizé en el marco del Proyecto FOCAM:
Contribucién a la mejora de la calidad de recursos naturales terapéuticos,
productos y medicamentos herbarios con potencialidad econdmica del distrito de
Vinchos, Ayacucho 2015.
1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo general

« Determinar el Contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y actividad

antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora

trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.



1.1.2.

Objetivos especificos

Determinar la composicion fitoquimica identificando los principales
metabolitos del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora
trifoliata Cav. “puru puru”.

Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”.
Cuantificar el contenido de flavonoides del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”.

Evaluar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, por el método DPPH y ABTS.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Carvajal et al*, en el estudio titulado algunas especies de Passiflora y su
capacidad antioxidante. Los frutos y las hojas pertenecientes a badea (P.
quadrangularis), cholupa (P. maliformis), granadilla (P. ligularis Juss), gulupa (P.
edulis var. edulis) y maracuya (P. eduluis var. flavicarpa) se prepararon secando
las hojas durante 24 h a 30 °C, luego se maceraron y se hizo la extraccién con
metanol acidificado. Posteriormente se concentraron en un rota evaporador. La
capacidad antioxidante fue medida como la habilidad para atrapar el radical 2.2-
difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) y 2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6- sulfonato de
amonio (ABTS'+), el potencial para reducir el hierro (FRAP) vy, finalmente, el
contenido de fenoles totales se determind mediante el ensayo del reactivo de
Folin-Ciocalteu. se evidencié la presencia de sustancias antioxidantes en los
frutos y en los sustratos provenientes de las hojas de algunas especies del
género Passiflora. Especificamente se encontraron valores significativos para los
frutos de granadilla silvestre y para las hojas de gulupa.

En un estudio realizado por Paredes® sobre la composicion fitoquimica y
evaluacion de la actividad antioxidante in vitro de hojas y flores de curuba de
monte (Passiflora mixta). Se cuantific6 fenoles y flavonoides mediante
espectroscopia UV en tres diferentes extractos: acetato de etilo, metanol y etanol
al 70%. Para la cuantificacion de fenoles se us6 el método de Folin Ciocalteu,
con acido gélico como estandar de referencia, mientras que para el analisis de
flavonoides se usé quercetina. La cuantificacion de flavonoides no glicosilados
se realiz6 mediante Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en extractos
hidrolizados, y se usé apigenina, quercetina y luteolina como estandares de
referencia. El andlisis de la actividad captadora de radicales libres se realiz6 en
extractos metanolicos mediante pruebas in vitro con 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

(DPPH). En el estudio se identificd6 compuestos propios del género Passiflora



como isovitexina, vitexina 1- ramnosido, isovitexina 2-O-ramnaosido y orientina. El
extracto metandlico de hojas presentd mejor actividad antioxidante con un IC50
de 361,167 pg/mL en comparacién con flores que presenta un IC50 de
479,445ug/mL Se concluye que Passiflora mixta tiene mejor actividad captadora
de radicales libres en hojas en comparacion con flores.

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

brasiliensis, C. macrophyllum y C. cerifera.
2.2. Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”.

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE DILLENIIDAE

ORDEN VIOLALES

FAMILIA PASSIFLORACEAE
GENERO Passiflora

ESPECIE Passiflora trifoliata Cav.
N. V. "puru puru”

Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis, UNSCH 2017. (Anexo 01)



a. Descripcién botanica

Es una planta voluble, de habito trepador mediante zarcillos, de tallos delgados y
largos; las hojas son trifoliadas, alternas, cortamente pecioladas, estipuladas, los
foliolos pequefios subcoriaceos, con el 4pice aguado y pubescente.

Las flores son grandes, vistosas, solitarias, axilares, y sostenidas por pedunculos
que llevan 3 bracteas bastante pubescentes, son heteroclamideas, bisexuales,
pentdmeras y actinomorfas, presentan un talamo floral profundamente céncavo o
tubular de cuya superficie nacen un caliz con 5 sépalos bastante pubescentes,
corola con 5 pétalos libres de color rojo intenso internamente, corona formada
por varios verticilios de filamentos muy vistosos; del centro del talamo floral
céncavo se levanta un eje denominado androgin6foro en cuyo apice se insertan
los estambres y pistilo, androceo formado por 5 estambres libres y gineceo de
ovario supero, tricarpelar con 3 ramas estigmaticas, unilocular y con nimerosos
6vulos de placentacion parietal; fruto baya, ovoide de apice achatado con 3
surcos longitudinales de color verde amarillento a la madurez, cuyas semillas
estan recubiertas de una capa delgada y jugosa agridulce llamada arilo que
constituye la parte comestible.

Se propaga mediante semillas y florece casi todo el afio.

b. Habitad y distribucién

Crece en forma silvestre y cultivada en la zona andina, en valles interandinos
desde los 2800 hasta los 3500 msnm., en bordes de las chacras, en huertos.

c. Usos tradicionales de la planta

Los pobladores de la zona usan como medicina tradicional las hojas y frutos
como sedante para el tratamiento del corazén y como cicatrizante de heridas y
los frutos lo consumen como fruta fresca, en refrescos, mermeladas, etc.

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis, UNSCH. (Anexo 02)

2.3. Radicales Libres

Los radicales libres (RL) son &tomos o grupos de atomos que tienen uno 0 mas
electrones desapareados lo cual los hace altamente inestables y reactivos.

Estos radicales recorren nuestro organismo deseando robar un electron de las
moléculas estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica por
medio de reacciones de 6xido-reduccién.’

Una vez que el RL ha conseguido robar el electron que necesita para aparear su
electron libre, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un

nuevo RL, por quedar con un electron desapareado; iniciandose asi una



verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras células; estas reacciones
en cadena se combate con la accion de los antioxidantes, los cuales neutralizan
los atomos de oxigeno. La vida biologica media del radical libre es de
microsegundos; pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su
alrededor provocando un estrés oxidativo que puede conducir a diversas
enfermedades, tales como envejecimiento, problemas del sistema cardiovascular

(arterosclerosis), problemas en el sistema nervioso, dafio genético (mutaciones y

canceres).’

2.4. Fuentes de radicales libres

2.4.1.Fuentes endbégenas

Las principales fuentes enddgenas de especies oxidantes y radicales libres en el

organismo son:

e La respiracion aerbébica mitocondrial: las mitocondrias consumen O:
reduciéndolo en varias etapas a H>O y produciendo como subproducto de
esta respiracion Oz, H20. y OH.

e Las células fagociticas: los leucocitos neutrofilos, macréfagos y eosindéfilos
actian mediante respuesta oxidativa al activarse por medio de
proinflamatorios no de agentes bacterianos, viricos o parasitarios. Asi, son
productores directos de grandes cantidades de Oz, H.O,, OH, NO y OCI.

2.4.2.Fuentes exdgenas

Las principales fuentes exégenas de especies oxidantes son:

¢ Las radiaciones ultravioletas, rayos X y gamma.

e EIl ozono, habitual y naturalmente presente en las capas mas externas de la
atmosfera terrestre. En ocasiones puede encontrarse en capas mas bajas de
forma natural o puede ser producido por fuentes antrépicas.

e Las sales de hierro y cobre que promueven la generaciéon de radicales
oxidantes a partir de peroxidos (reaccion de Fenton).

e Los alimentos que ingerimos que potencialmente pueden contener peréxidos,
aldehidos, acidos grasos oxidados y metales de transicion.

2.5. Estrés oxidativo

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a

diversas fuentes que producen un desbalance entre las sustancias o factores

prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento

exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno. Todo esto trae



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

2.6. Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula suficientemente estable como para donar un
electrébn a un radical libre y neutralizarlo, reduciendo asi su capacidad para
dafar. Estos antioxidantes retrasan o inhiben el dafio celular, principalmente a
través de su propiedad de eliminacion de radicales libres.

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

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

a. Antioxidantes endégenos

Normalmente son bio-sintetizados por el organismo, son las enzimas (proteinas)
con capacidad antioxidante que no se consumen al reaccionar con los radicales
libres y son dependientes de sus cofactores tales como el cobre, el hierro, el
zinc, el magnesio y selenio. *

Constituye la primera y mejor linea de defensa contra los radicales libres. Esta
integrado por tres enzimas principales que trabajan en cadena para desactivar
selectivamente radicales libres: superoxido dismutasa, (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPx); otras tres enzimas, glutation reductasa (GR),
glutation-S-transferasa (GST) y [-glutamil cisteinil sintetasa (GCS), sin ser
estrictamente enzimas antioxidantes, estas colaboran indirectamente con la GPx
ya que contribuyen a regular el pool intracelular de glutation reducido (GSH), uno

de los principales antioxidantes celulares no enzimaticos.!



b. Antioxidantes exdégenos

Son introducidos por la dieta y a diferencia de las enzimas se consumen al
reaccionar con los radicales libres, y deben ser reemplazados y se depositan en
las membranas celulares impidiendo la lipoperoxidacion (vitaminas E y C y del
caroteno).

Los antioxidantes exdgenos estan determinados por una serie de compuestos
llamados depuradores de radicales libres, los mismos que intervienen logrando
retrasar la generacion y accién de los radicales libres. ’

2.7. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un grupo amplio de
sustancias quimicas, con estructuras, propiedades quimicas y actividad bioldgica
diferente, englobando mas de 8000 compuestos distintos.?

Los compuestos fendlicos es el grupo mas numeroso y ampliamente distribuido
en la naturaleza. Ademas de su comprobada actividad antioxidante, se les han
atribuido una gran diversidad de efectos terapéuticos, tales como actividades
cardiotonicas, antiinflamatoria, hepatoprotectora, antineoplastica, antimicrobial,
entre otros. Quimicamente, estos compuestos son sustancias que poseen un
anillo aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo.? 12

Los compuestos fendlicos o polifenoles son sustancias organicas que
constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios de las
plantas, donde desempefian diversas funciones fisiolégicas. Poseen un anillo
benceno hidroxilado, los cuales agrupan un amplio intervalo de sustancias que
difieren en el nimero de atomos de carbono, que las constituyen en conjunto
con el esqueleto fendlico béasico, ademas del namero y posicion de los

sustituyentes hidroxilo. Su clasificacién se observa en la Figura 1.

Flavonoides
Polifenoles
Estilbenos . .
Hidrolizados
c ) Taninos
ompuestos
fen%licos Condensados
Hidroxicinamico l
Fenoles Acidos — -
simples fendlicos Hidroxibenzoico

Figura 1. Clasificacion de los compuestos fendlicos.
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La actividad antioxidante se debe a la presencia del ortodiol o catecol en la
estructura de los diversos compuestos, esto les da la capacidad de quelar
metales, interceptar radicales libres y modular la actividad enzimatica.'?
Algunos de los principales efectos biologicos que les confieren actividad
antioxidante son:
e Suprimen la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad.
¢ Presentan antagonismo hacia receptores carcinogénicos.
¢ Modulan la secrecién de las citocinas, asi como la expresion de las cinasas

proteicas en la proliferacién de tumores.
e Inducen la expresion de enzimas anticarcinogénicas o inhiben la induccién

de enzimas promotoras de cancer.
e Tienen propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y antifngicas.
La mayoria de los polifenoles presentes en alimentos estan en sus formas
conjugadas, los fenoles libres se encuentran Gnicamente en tejidos muertos.
Los flavonoides que incluyen a las flavanonas, flavonoles vy taninos
condensados, funcionan como quelantes de metales, atrapan radicales libres,
inhiben la xantina- oxidasa asociada a la formacién de especies reactivas del
oxigeno y la proliferacion de células cancerigenas en pulmones, estdmago y
colon, ademas, previenen enfermedades coronarias. Los flavonoles se
distribuyen en sus formas sin conjugar lo que les da una significancia
metabdlica.'?
2.7.1. Estructura quimica de los fenoles
El término fenoles comprende aproximadamente 8000 compuestos que
aparecen en la naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comuan: un anillo
fenol un anillo aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo.'4

OH

Figura 2. Estructura bésica del fenol.
2.7.2. Acidos fenodlicos
Se caracterizan por poseer un anillo aromatico con un grupo carboxilo,
pertenecen a dos clases diferentes, acidos hidroxibenzoico (HBA) y acidos
hidroxicinamicos (HCA), que se derivan a partir de dos moléculas no fendlicas,

acido benzoico y cinamico, respectivamente. En contraste con otros compuestos
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fenolicos, HBA y HCA presentan un caracter acido debido a la presencia de un
grupo carboxilico en la molécula. Ellos estan ampliamente representados en las
plantas, aunque su distribucion puede variar fuertemente con especies, variedad,
y etapa fisioldgica. Ademas, sus propiedades antioxidantes son esenciales en
los mecanismos de defensa antioxidantes de los sistemas biolégicos.*®

2.7.2.1. Clasificacion de los acidos fendlicos

e Derivados del 4cido hidroxibenzoico C6 — C1

Se encuentran distribuidos en el reino vegetal, poseen 7 &tomos de carbono, el
grupo carboxilico esta enlazado directamente al anillo aroméatico Cs - C1, tienen
un esqueleto formado por fenilpropanoides. Se encuentran libres o combinados
en forma de hetérosidos o ésteres. Estan presentes en forma de aldehidos,

derivados metoxilados y algunos alcoholes.16:17

R R1 R2
H H acido p-hidroxibenzoico
HO COOH OCHs H acido vanillico
OH OH acido gélico
Ry OCHs OCHs A4cido siringico

Acido p-hidroxibenzoico

Figura 3. Estructura de los acidos benzoicos.

e Acido galico

El acido galico (AG), también conocido como acido 3, 4 ,5-trihidroxibenzoico, es
un acido fendlico. Se le atribuyen varios efectos biolégicos, que van desde la
actividad antiinflamatoria, antioxidante y antibitica, hasta la proteccion
cardiovascular y anticancerigena.

Forma de hetérosidos o ésteres. Estan presentes en forma de aldehidos,
derivados metoxilados y algunos alcoholes.16:17

2.7.3. Flavonoides

Son pigmentos naturales presentes en los vegetales, responsables de la
coloraciéon de flores y frutos, estan ampliamente extendidos en todo el reino
vegetal constituyen la mayoria de los pigmentos amarillos (flavonas, flavonoles,
chalconas, auronas), rojos y azules (antocianos). Los flavonoides comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (Cs - Cs - Cg), compuesto por dos anillos de

fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano. Los atomos de carbono
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en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6/,
contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos que tienen excelentes propiedades de quelacién del hierro y otros
metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante,
poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitrombdticas,
antimicrobianos, antialérgicas, antitumorales.'8

2.7.3.1. Clasificacion de flavonoides

Las variaciones estructurales en los anillos permiten subdividir a los flavonoides
en seis subclases: flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas,

flavanoles.16.17

‘?‘.q‘

FLAVONOLS FLAVANONES

FLAVAN-3-OLS
(FLAVANOLS)
FLAVONS 3
2 g
. \
<:

FLAVAN 4-0OLS

o
[

FLAVANONOLS

ISOFLAVONOIDS
FLAVAN-3,4-DIOLS ANTOCYANIDINS
Figura 4: Estructura quimica de los flavonoides.

2.8. Actividad antioxidante

El nimero y la posicién de grupos hidroxi, la glicosilacion y otras sustituciones
determinan la actividad de secuestro de radicales libres por los compuestos
fendlicos. La diferencia que existen entre la actividad de secuestro de radicales
libres estan atribuidas a las diferencias estructurales de hidroxilacion,
glicosilacién y metoxilacion.t®

2.9. Medicién de la actividad antioxidante

Existen numerosos métodos para medir la capacidad antioxidante de los

compuestos, los que se clasifican en dos categorias:
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La primera, mide la inhibicion de la oxidaciéon en un sistema modelo por
monitoreo a los cambios asociados usando medios fisicos, quimicos o
instrumentales. 2°

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

2.9.1.Método DPPH

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

La solucién del reactivo de DPPH es de color violeta y con una absorcién de 515
nm. La reaccidon consiste en la sustraccibn de un &tomo de hidrégeno
proveniente de un donador (antioxidante) por el radical libre DPPH,
desarrollando un cambio del color violeta a amarillo, al disminuir la concentracién
del radical libre. ElI grado de este decoloramiento indica la habilidad del
antioxidante de secuestrar al radical libre; el que se lee en el espectrofotometro

después de veinte a treinta minutos de reaccion.® 20

aoT

o e A
o¢N+ N<g A-H— O/N N o
o/Nio o'/N+\o
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(radical libre) (no radical)
Morado Amarillo

Figura 5. Mecanismo de reaccién del DPPH con sustancias antioxidantes (AH).
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El dato se expresa normalmente como valor EC50, es decir, la concentracion del
antioxidante necesaria para inhibir el 50% de los radicales DPPH en un periodo
de tiempo determinado.?*

2.9.2.Método ABTS

El método ABTS se basa en la capacidad de captura que tiene el anion radical
ABTS-+ [del acido 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] de vida larga.
El ABTS- es oxidado por los radicales peroxilo u otros oxidantes a su forma de
radical cation ABTSe+ de color intenso. La capacidad antioxidante de los
compuestos de prueba se mide como inhibiciébn éptica complementaria a la
absorbancia (disminucién del color), al reaccionar directamente con el radical
ABTSe+. Los resultados de los compuestos analizados se expresan como
equivalentes de trolox.??

El método permite expresar los resultados de acuerdo a la capacidad del
antioxidante para donar un hidrogeno y estabilizar al radical ABTS. La
decoloracién que la solucion de ABTS experimenta en la reaccion, se compara
con la decoloracién hecha por un antioxidante patron derivado de la vitamina e
conocido como trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico),
mediante una curva de calibracién. Por esta razon el resultado se expresa como
capacidad antioxidante en equivalentes trolox o TEAC (del inglés: Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity).?!

so, + Antioxidante

-

S
- N—
058 s/ K,SO,
>:N HsC,
N
CoHs
S
- N—
>:N HsC,
N

CoHs
ABTS (incoloro)
Figura 6. Mecanismo de reaccién para el ensayo ABTS.

ABTS™ (verde- azul)
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II. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion

El presente trabajo de investigacién y procesamiento de las muestras se llevo a
cabo en los laboratorios del Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad
de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Escuela Profesional
de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. En el marco del Proyecto
FOCAM: Contribucion a la mejora de la calidad de recursos naturales
terapéuticos, productos y medicamentos herbarios con potencialidad econdmica
del Distrito de Vinchos, Ayacucho 2015.

3.2. Definicion de poblacién y muestra

3.2.1.Poblacion

Esta constituida por las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, que crecen
en la comunidad de Huaraca, distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho.

3.2.2.Muestra

Esta constituida por un kilogramo de hojas frescas de Passiflora trifoliata Cav.
“puru puru”, que fueron recolectadas en la comunidad de Huaraca a 3800
m.s.n.m. en horas de la mafana en el mes de junio, realizando muestreo por
conveniencia.

3.2.3.Unidad de anélisis

5 g de extracto seco de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”.

3.2.4.Sistema de muestreo

Libre por conveniencia.
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3.3 Metodologiay recoleccién de datos

3.3.1 Recoleccién e identificacion de la muestra vegetal

Las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, fueron recolectadas en horas
de la mafiana, seleccionadas, lavadas y secadas a temperatura ambiente, en un
lugar con buena ventilacion, cambiando el papel de soporte y removiendo el
vegetal para evitar su descomposicidn, por un periodo de tres semanas segun
las directrices de la OMS.%?

La clasificacion y descripcion botanica de la planta fue realizada por la Biéloga
Laura Aucasime Medina, de acuerdo al sistema de clasificacion de Arthur
Cronquist et al., 1981 (Anexo 1).

3.3.2 Obtencién del extracto hidroalcohdlico

Luego del secado de las hojas se procedié a reducir el tamafio de la muestra
utilizando molino de cuchilla, hasta obtener un pulverizado uniforme, luego se
pes6 20 g de muestra seca pulverizada, el cual fue llevado a un frasco ambar
para su maceracion, cubriéndolo con alcohol de 50° hasta una altura de 1-2 cm
por encima de la muestra, por un periodo de 24 h. Después se colocd en un
percolador durante 24 horas adicionales, posteriormente se dejo salir el
percolado a razén de 20 gotas por minuto (agregando continuamente el
solvente) y posteriormente fue filtrada para evitar polvillos.

Luego se procedid a secar el extracto empleando una estufa a una temperatura
de 40 °C. El producto obtenido se envaso en un recipiente ambar.

3.3.3 Identificacién de compuestos quimicos del extracto hidroalcohdlico
La identificacion de los diferentes compuestos quimicos del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, fueron
realizadas siguiendo el método cualitativo de la gota.?

3.3.4 Determinacion del contenido de fenoles totales

La determinacion de contenido de fenoles totales se realizé mediante el método
de espectrofotometria de Folin-Ciocalteu, para lo cual se usé acido galico como
el compuesto fendlico de referencia.?®

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

mide esta coloracion en el espectrofotdmetro.?6
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a. Procedimiento

Se tom6 100 pL de las muestras convenientemente diluidas, 500 uL del reactivo
Folin — Ciocalteu 1:10, 400 uL de una solucién de carbonato de sodio (Na;COs)
al 7,5 %. Se mezcl6 en un tubo de ensayo y se dejo reaccionar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se midio la absorbancia de las muestras a una
longitud de onda de 765 nm utilizando un espectrofotometro. El contenido de
fenoles totales fue expresado en miligramos de equivalentes de acido galico
(EAG) por gramo de extracto seco, a partir de una curva de calibracién del
estandar acido galico de 10 a 60 ug/mL.

b. Célculos

Para determinar el valor del contenido de fenoles totales se procedi6 a realizar la
curva de calibracién con el estandar de acido galico, de tal manera que se
obtiene la siguiente ecuacion: y=bx+a, donde “a@” es la interseccién y “b”
pendiente, para calcular el contenido de fenoles totales se debe reemplazar en el
valor correspondiente en el eje “Y” (absorbancia) y despejar “X” (concentracion
ug/mL), posteriormente los resultados fueron expresados como mg equivalentes
de &cido galico por gramo de extracto seco(mg EAG/g ES).

3.3.5 Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en los extractos secos de Passiflora trifoliata
Cav. “puru puru”, fue determinado por el método de Gonzales?’, Empleando el
reactivo de cloruro de aluminio (AIClz). Utilizando la rutina como el compuesto
flavonoide de referencia.

a. Procedimiento

Se prepard una solucién madre de rutina, para ello se pesé 1 mg de rutina, y
llevé a un matraz de 25 mL, se disolvié con 2,5 ml de metanol y se afor6é a
volumen con etanol de 50°.

A partir de la solucién del extracto seco de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”,
se tomaron alicuota de 2 mL las cuales fueron transferidas a un volumétrico de 5
mL, se adicion6 a continuacion 0,5 mL del reactivo de cloruro de aluminio (AICIs)
2 %. Se completd con alcohol de 50° hasta volumen. Después de treinta minutos
de incubacién a temperatura ambiente, la absorbancia fue medida a 415 nm. El
contenido de flavonoides totales fue expresado como mg equivalentes de rutina
por gramo de extracto seco (mg ERu/g ES) a partir de la curva de calibracién de

este compuesto.?®
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La curva de calibracién se trabajar4 en un intervalo de concentracion de 8-32
pug/mL. Las evaluaciones de los extractos del atomizado de Passiflora trifoliata

Cav. “puru puru”, se realizaran por triplicado.

b. Céalculos

Para determinar el valor del contenido de flavonoides totales se procedié a
realizar la curva de calibracién con el estandar rutina, de tal manera que se
obtiene la siguiente ecuacion: y=bx+a, donde “a@” es la interseccién y “b”
pendiente, para calcular el contenido de fenoles totales se debe reemplazar en el
valor correspondiente en el eje “Y” (absorbancia) y despejar “X” (concentracion
ug/mL), posteriormente los resultados fueron expresados como mg equivalentes
de rutina por gramo de extracto seco (mg ERu/g ES).

3.3.6 Determinacion de la actividad antioxidante

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

Se realizé la evaluacion cuantitativa de la actividad antioxidante siguiendo la
metodologia descrito por Sousa et al.®, el seguimiento del consumo de radical
DPPH por las muestras, mediante la disminucion de la absorbancia de las
soluciones a diferentes concentraciones. Estas mediciones se haran en UV-Vis a
una longitud de onda de 515 nm, se usara el trolox como control positivo.

Los resultados se expresardn como Clsp, % de actividad antirradicalaria, o
equivalentes a trolox.

a. Procedimiento

Se procedié a preparar 50 mL de la solucién madre DPPH en etanol 96° a una
concentracion de 40 ug/mL, se debera mantener en el refrigerador y protegido
de la luz, se realiz6 diluciones de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1 ug/mL. La curva de
calibracion se construyd a partir de los valores de absorbancia obtenidos a 515
nm de todas las soluciones (1 a 40 pg/mL), medidas en una cubeta de vidrio con
el camino 6ptico de 1cm y teniendo como “blanco” el etanol.®

El extracto seco de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, y el control positivo
(trolox) en etanol 96°, seran diluidos a concentraciones de 250, 200, 150, 100,
50 y 25 pg/mL. Las medidas de absorbancia de las mezclas de reaccion (0,3 mL
de solucién de muestra y 2,7 mL de la solucion madre de DPPH a la
concentracion de 40 pg/mL) se realizaran a 515 nm a 30 minutos. Se utilizara

una mezcla de etanol (2,7 mL) y 0,3 del extracto como blanco.®
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b. Célculos
e Se calculo el porcentaje de actividad antioxidante (%AA), segun la siguiente
ecuacion:

{[Ac—(Am—Ap)]x100}
A

%AA = ...Ecuacion (1)

Donde:

Ac. Absorbancia inicial de la solucién etandlica de DPPH.

Am: Absorbancia de la reaccion del DPPH con la muestra.

Ap: Absorbancia del blanco.

e Se calcul6 la concentracion media inhibitoria (Clsp) de la actividad
antioxidante, segun la ecuacion exponencial del porcentaje de DPPH
remanente en funcién de la concentracién de Trolox y/o extractos secos,
utilizando el software OriginPro.

3.3.6.2 Método del Radical 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

(ABTS)

Preparacion de la solucién madre de ABTS: Se prepar6 una solucién madre de

ABTS (7 mM), para ello se pes6 exactamente 0,09601 g de ABTS (2,2'-azino-bis

[(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, 98%] y se disolvié en

25 mL de agua destilada.3!: 32 33

Preparacion de la solucién de persulfato de potasio: Se prepar6 una solucién de

persulfato de potasio (2,45 mM), para ello se pesé 0,0165 g de persulfato de

potasio (K2S20s) y se disolvié en 25 mL de agua destilada. 293031

a. Preparacion del radical ABTSe+

En un frasco &mbar, se coloco 5 mL de la solucién madre ABTS (7 mM) y 5 mL

de la solucién de Persulfato de Potasio K»S,0s (2,45 mM), se homogenizo y se

cubrié con papel aluminio. La solucién se incub6 de 12 a 16 horas a temperatura
ambiente (25 °C) antes de su utilizacion.

Una vez formado el radical ABTS++ se diluyé con etanol 96° hasta obtener un

valor de absorbancia comprendido entre 0,70 (£0,02) a 754 nm (longitud de onda

de maxima absorcion).2%:30.31

b. Procedimiento

Se colocé 20 pL de las soluciones de los extractos y estandares a

concentraciones de 50 a 250 pug/mL en tubos de vidrio y se hizo reaccionar con

980 uL del radical ABTS.
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Se midi6 la densidad optica de la mezcla de reaccién al minuto 6 a 734 nm, los

ensayos se realizaran por triplicado.

c. Caélculos

e Se calculd el porcentaje de actividad antioxidante (%AA), segun la siguiente
ecuacion:

{[Ac—(Am—Ap)]x100}

%AA = "

...Ecuacion (2)

Donde:

Ac. Absorbancia inicial de la solucién etandlica de DPPH.

Am: Absorbancia de la reaccion del DPPH con la muestra.

Ap: Absorbancia del blanco.

e Se calcul6 la concentracion media inhibitoria (Clsp) de la actividad
antioxidante, segun la ecuacion lineal del porcentaje de actividad antioxidante
en funcion de la concentracion de Trolox y/o extractos secos.

3.3.  Andlisis estadistico

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

Microsoft Excel y en el Software OriginPro.

Los resultados se expresan como promedio, la diferencia significativa existente

entre los tratamientos fue evaluada a través del andlisis de varianza (ANOVA

one-way), seguidos de la prueba de T-Student, con un nivel de significacién

estadistica de 0,05.

Los promedios de la actividad antioxidante y los valores de Clso son reportados

en gréficos.

Para identificar diferencias estadisticamente significativas de las concentraciones

evaluados se realizo el andlisis de varianza, comparaciones multiples de Duncan

y t-Student de muestras independientes con un nivel de confianza de 95%.
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V. RESULTADOS
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Tabla 2. Metabolitos presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
secundarios

Flavonoides Shinoda +++ Coloracién naranja intensa en la

fase amilica

Fenoles y/o Cloruro +++ Coloracién verde intensa
. férrico

Taninos

Saponinas Espuma +++ Espuma

LEYENDA: Escasal/leve (+);

25

Regular (++); Abundante/intenso (+++)
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Figura 7. Contenido de fenoles y flavonoides totales del extracto hidroalcohélico

de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.
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V. DISCUSION
Rivas et al.'8, sefialan que los radicales libres se definen como cualquier especie
quimica capaz de existir de forma independiente y que presenta uno 0 mas
electrones desapareados en su estructura, por lo tanto, son altamente reactivos;
también son conocidos como especies reactivas del oxigeno y especies
reactivas del nitrégeno. Estos participan en los mecanismos fisiopatoldgicos de
muchas enfermedades, tales como: cancer, diabetes, patologias
cardiovasculares, procesos reumaticos, afecciones broncopulmonares vy
procesos neurodegenerativas. También estan implicados en procesos
fisiolégicos como el envejecimiento y otros.
En la tabla 2 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, donde se
pudo evidenciar la presencia de fenoles y/o taninos, flavonoides y saponinas.
Resaltando los ensayos de cloruro férrico y shinoda, mediante los cuales se
observaron la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos y flavonoides
respectivamente, observandose una coloracion verde intensa para taninos
condensados del tipo pirocatecélicos y una coloracion carmelita para
flavonoides, ya que diversas investigaciones mencionan que la actividad
antioxidante se debe a estos metabolitos secundarios.
Pérez et al.?*, mencionan que una coloracién azul indica la presencia de taninos
hidrolizables y una coloracién verde, de taninos condensados.
Miranda et al.?5, Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo
determina tanto fenoles como taninos, pero si el extracto es acuoso, el ensayo
determina fundamentalmente taninos. Desarrollo de una coloracion rojo-vino,
compuestos fendlicos en general; verde intenso, taninos del tipo pirocatecdélicos;
azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
En el caso del Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”’, se pudo observar una

coloracién verde intenso para taninos condensados del tipo pirocatecolicos.
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Toapanta®®, sefiala que los compuestos fendlicos también conocidos como
polifendlicos (fenoles simples, taninos y flavonoides), forman un conjunto muy
amplio de sustancias. Estos compuestos protegen a las plantas contra los dafios
oxidativos y llevan a cabo la misma funcion en el organismo humano. Los
flavonoides, también conocidos como bioflavonoides, son un grupo de
sustancias polifendlicas las cuales estan presentes en la mayoria de las plantas.
Son principalmente reconocidos como los pigmentos responsables del color de
las hojas en las plantas. La mayoria de los tejidos vegetales pueden sintetizar
flavonoides, los cuales se presentan en forma de glucésidos solubles en agua y
se localizan en las hojas y frutas empleadas en la alimentacion humana.

En la figura 7, se observan los resultados de la cuantificaciéon de fenoles y
flavonoides totales, se usaron los métodos espectrofotométricos de Folin-
Ciocalteu y cloruro de aluminio respectivamente. Para la cuantificacion de
fenoles totales se elaboré la curva de calibracion del acido galico, con un
coeficiente de correlacién de 0,9998 (anexo 7) obteniendo 62,9 mg EAG/g de
extracto seco, para la cuantificacion de flavonoides totales también se elabor6 la
curva de calibracion de la estdndar rutina, con un coeficiente de correlacion de
0,9986 (anexo 9) obteniendo 55,72 mg ERu/g de extracto seco. Se puede
observar que el contenido de flavonoides es menor en comparacion con el
contenido de fenoles totales, esto se debe a que los fenoles engloban los
flavonoides.

Todos los fenoles poseen una estructura comun: un anillo fenol, un anillo
aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo. La caracteristica
antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol.3*

Los flavonoides son polifenoles que poseen al menos dos subunidades
fendlicas, los compuestos que tienen tres 0 mas subunidades fendlicas se
denominan taninos.3®

La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la
estructura individual y del numero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso
molecular. En los flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en
la molécula de grupos orto dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre C,y Cs
en conjunto con la posicion 4-oxo en el anillo C, y grupos 3-5 hidroxi, y la funcién
4-o0xo0 en los anillos Ay C.34

Existe correlacién entre el contenido de fenoles totales y la actividad de captura

de radicales libres. La polaridad de los compuestos fendlicos es determinante en
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cuanto a la capacidad de capturar radicales libres. Los compuestos fendlicos que
poseen mayor cantidad de sustituyentes hidroxilados (polihidroxilados) tienen
una polaridad mayor que los otros fenoles. Los compuestos fendlicos capturan
las especies reactivas del oxigeno, tales como radical anion superéxido y
radicales lipidos peroxi.3*

Cuando se realiz6 la cuantificacion de flavonoides segin el método de cloruro de
aluminio en las muestras, estas presentaron un color amarillo, segin Amaya y
col.%%, esto se debe a que el catién de aluminio forma complejos estables con el
flavonoide en etanol evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas. En el
caso de los fenoles se pudo observar una coloracién azul segin Carpio et al.?®,
es debido a que el reactivo de Folin-Ciocalteu, reacciona con los compuestos
polifenélicos en un medio alcalino, dando como resultado un cambio de
coloracién de amarillo a azul, y su intensidad depende del contenido de fenoles
presentes en la muestra.

En esta investigacion se determind la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, a través de
dos métodos colorimétricos in-vitro con las especies radicalarias sintéticas DPPH
y ABTS, puesto que estos son los mas utilizados en los laboratorios del mundo
debido a que indican de manera general, la capacidad antioxidante de las
sustancias para donar hidrégenos o captar electrones.

La solucion de alcohol DPPH es de color morado oscuro, el cual desaparece en
presencia de antioxidantes, lo que produce un descenso de la absorbancia a 515
nm. El DPPH es hidréfoba por lo que sus reacciones deben ejecutarse en
solventes organicos, por ejemplo, metanol.3’

El método ABTS mide la capacidad captadora de radicales libres a través de la
decoloracién del radical ABTS. Este método es capaz de determinar propiedades
antioxidantes tanto hidrofilicos vy lipofilicos. En este método, el color azul/verde
del radical ABTS*, generado por la oxidacién de ABTS con persulfato de potasio,
se reduce en presencia de antioxidantes, y el grado de decoloracion se
determina en un punto de tiempo fijo, por tanto, entre mayor es la capacidad
antioxidante del polifenol, mayor es la decoloracién generado sobre el radical
ABTS.%

Kuskoski et al.’®, mencionan sobre los métodos quimicos utilizados para
determinar la capacidad antioxidante (captacion de radicales libres), el radical

ABTS es uno de los mas rapidos, originando resultados reproducibles vy
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coherentes. Ademas, el ABTS presenta importantes ventajas; muestra varios
maximos de absorcién y una buena solubilidad, permitiendo el ensayo de
compuestos tanto de naturaleza lipofilica como hidrofilica.

Para determinar la actividad antioxidante mediante el método DPPH, se trabajé
con la curva de calibracion del radical (anexo 11), se elabor6 de acuerdo a la
metodologia descrita por Sousa et al.’, a las concentraciones de 1 pg/mL,
5ug/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pug/mL Y 35 pg/mL,
preparado de acuerdo al anexo 10. Por otro lado, para la determinacion de la
actividad antioxidante mediante el método ABTS, se trabajé de acuerdo al anexo
15.

Para contrastar el porcentaje de actividad antioxidante mediante el método
DPPH Y ABTS, se utiliz6 como estandar el trolox. El extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru” y el estandar Trolox fueron
preparadas a las concentraciones de 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150
pg/mL, 200 pg/mL y 250 pg/mL (anexo 10 y anexolb).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 8 y figura 9, la actividad
antioxidante es directamente proporcional a la concentracion, a mayor
concentracion mayor actividad antioxidante. Segun el método DPPH el
porcentaje de actividad antioxidante a las concentraciones de 25, 50 y 100
pug/mL fue de 1,05; 2,02 y 4,25 respectivamente, éstas difieren estadisticamente
del estandar Trolox (p = 8,2 x 10-%6), (anexo 13). Por otro lado, el porcentaje de
actividad antioxidante segun el método ABTS a las concentraciones de 150, 200
y 250 pug/mL fue de 7,84; 9,03 y 10,52 respectivamente, estos resultados difieren
estadisticamente del estandar Trolox (p= 9,5 x 10-%?), (anexo 18).

El contenido de antioxidantes en los vegetales esta determinado por numerosos
factores que intervienen en la sintesis de estos compuestos, como la especie,
variedad, condiciones de cultivo, zona geografica, factores fisiologicos y la
maduracion. La actividad de los sistemas enzimaticos antioxidantes en algunas
especies se reduce a medida que avanza el proceso de maduracién.t

Los taninos o polifenoles poliméricos tienen mayor actividad antioxidante que los
fenoles monomeéricos simples.3*

En la figura 10, se muestran los resultados de la prueba T-student de la
concentracion media inhibitoria (Clso), segun el método DPPH y ABTS del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”.

Donde a menor concentracion media inhibitoria (Clsp) mayor capacidad
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antioxidante, los resultados obtenidos fueron 767,7 pg/mL y 1082,7 pg/mL,
segun el método DPPH y ABTS respectivamente. Ademas, estos resultados son
estadisticamente diferentes, DPPH (p = 2,233x10°) y ABTS (p = 3,981X10®).

Se observaron diferencias entre los dos ensayos de captura de radicales libres
(DPPH- y ABTS-+) empleados. Ambos ensayos miden la capacidad de los
antioxidantes presentes en una muestra para capturar el radical libre, sin
embargo, sus condiciones de reaccion y cinética son diferentes. Ademas, otra
importante diferencia entre ambos ensayos es que el ABTS-+ puede medir
actividad antioxidante en medio organico u acuoso teniendo en cuenta la
naturaleza hidrofilica o lipofilica de los compuestos en la muestra. Contrario a
esto, el ensayo con DPPH- solo se puede realizar en un medio organico, lo cual
constituye una limitante al momento de interpretaciébn de la capacidad
antioxidante de los compuestos hidrofilicos presentes en una muestra, situacion
que justifica las diferencias evidenciadas entre ambas determinaciones

colorimétricas.
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VI. CONCLUSIONES
Los metabolitos identificados en el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru” fueron:
flavonoides, fenoles y/o taninos y saponinas.
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru
puru”, contiene compuestos fendlicos totales en promedio de 62,9 mg EAG/g
ES.
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru
puru”, contiene flavonoides totales en promedio de 55,72 mg ERu/g ES.
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru
puru”, presenta actividad antioxidante in vitro frente al radical DPPH y ABTS,
la concentracion media inhibitoria (Clso) fue de 767,7 pg/mL y 1082,7 pg/mL
respectivamente, éstas difieren estadisticamente del estandar Trolox (DPPH
p=2,233 x 10°y ABTS p= 3,981 x 10°).
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VIl.  RECOMENDACIONES
e Realizar la extraccion de compuestos con actividad antioxidante con otros

solventes y otras técnicas.
e Realizar la extraccion de compuestos con actividad farmacol6gica de las

flores y los frutos de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”.
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Anexo 1. Certificado de identificacion de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”,

Ayacucho 2017.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA™

CERTIFICA

Que el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fito medicamentos, ha solcitado la identificacién de una muestra vegetai para
trabajo de Investigacion

Dicha muestra ha sido determinada segun e Sistema de Clasificacion de
Cronquist A 1988 y es como sigue

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE DILLENIIDAE

ORDEN VIOLALES

FAMILIA PASSIFLORACEAE
GENERO Passifiora

ESPECIE Passiflora trifoliata Cav.
NV puru pury’

Se expide la centificacion corraspondiente a solicitud del interesaco para los

fines que estime conveniente

Ayacucho, 11 de Setiembre del 2017
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Anexo 2. Certificado de Descripcion Botéanica de Passiflora trifoliata Cav. “puru
puru”.

DESCRIPCION BOTANICA DE PURU PURU
NOMBRE CIENTIFICO : Passiflora trifoliata Cav.
FAMILIA : Passifloraceae
Descripcion botanica :

Es una planta voluble de habito trepador mediante zarcilios, de tallos deigados
y largos, las hojas son tnfoliadas. alternas. cortamente pecioladas, estipuladas
los foliolos pequenos subcoraceos, con el apice agudo y pubescente

Las flores son grandes, vistosas, solitanas, axilares, y sostenidas por
pedunculos que llevan 3 bracteas bastante pubescentes, son heteroclamideas,
bisexuales, pentameras, y actinomorfas, presentan un talame floral
profundamente concavo o tubular de cuya superficie nacen un caliz con §
sépalos bastante pubescentes . coroia con 5 pétalos libres de color rojo
intense intemamente, corona formada por varios verticilos de filamentos, muy
vistosos del centro del talamo floral concavo se levanta un eje denominado
androgintforo en cuyo apice se insertan los estambres y pistio. androceo
formado por 5 estambres libres y gineceo de ovano supero. tnicarpeiar, con 3
ramas estigmatcas, unilocular y con numerosos dvulos de placentacion
panetal. fruto baya, ovoide de apice achatado con 3 surcos longitudinaies. de
color verde amariliento a la madurez. cuyas semillas estan recubiertas de una
capa delgada y jugosa agnduice liamada anio que constituye la parte
comestible

Se propaga mediante semillas y florece cas: todo el afio

HABITAT Y DISTRIBUCION:

Crece en forma sdvestre y cultivada en la zona andina. en valles interandinos
desde los 2800 hasta los 3 500 msnm . en bordes de las chacras en huertos
USOS:

Los pobladores de 1a zona usan como medicina tradicional las hojas y frutos
como sedante para el tratamiento del corazén y como cicatnzante de hendas y
los frutos lo consumen como fruta fresca. en refrescos. mermeladas etc
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Anexo 3. Fotografia de las hojas y flores de Passiflora trifoliata Cav. “puru
puru”, Ayacucho 2018.
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Anexo 4. Flujograma de procedimientos a seguir para la determinacion de la
actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Passiflora

trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Muestra:Passiflora trifoliata
Cav. “puru puru”

Recoleccion de las hojas

Secado de hojas a
temperatura
ambiente

Identificacion
botanica

Reduccion de
tamafio

Extraccion
hidroalcohdlico

Identificacion Cuantificacion Cuantificacion Actividad
) C de fenoles . o
fitoquimica totales de flavonoides antioxidante
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Anexo 5. ldentificacion fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de Passiflora

trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.
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Anexo 6. Metodologia para cuantificacion de fenoles totales por el método de
Folin - Ciocalteu del extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata Cav. “puru

puru”, Ayacucho 2018.

Solucién madre: Pesar 20 mg de &cido
gélico, diluir con agua destilada y enrazar
en una fiola de 25 mL para obtener una

1 soluciéon madre de (800 pg/mL).

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

Preparacion de h -
Folin - ciocalteu y enrazar con agua

TEactivas destilada en una fiola de 10 mL.

Carbonato de Sodio (7,5%): Pesar 7,5

mg de Carbonato de Sodio, diluir con

agua destilada y enrazar en una fiola de

100 mL.

2
Preparacion de Solucién madre
estandares (800 pg/mL)
m pL
150 uL Agua
K destilada
B
ZmLC Fgua desfilada
(60pg/mL)
[
100 pL 200 pL 400 pL Y
+ + +
Agua 500 plL 500 pl 500 pl
destilada ‘
3
| ST1 | | ST2 | | ST3 | | ST4 | | BLANCO |
Preparacion de curva de calibraciéon
de'acido gélico (10 pg/mL) (20 pg/mL) (40pg/mL) (60 pg/mL)
Vol. ST (uL) 100 100 100 100 -
Vol. Folin-Ciocalteu 1/10 (pl) 500 500 500 500 ™ 500
Carbonato de Sodio 7,5% (ML) 400 |- J 400 | / 400 |* ! 400 L 400 |" I
Agua destilada c.s.p 1 mL - - - - 100
[ 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

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

Pesar 100 mg
4 Extracto seco

Cuantificacion de l

fenoles totales
1
I 2 mL
2 mL
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Anexo 7. Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales del

extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Absorbancia

1.000

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000

| [
y = 0,01x + 0,0255
R2 =0,9998
| o
| ®
®
0 10 20 30 40 50 60

Acido galico (ug/mL)
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Anexo 8. Protocolo para la determinacion del contenido de flavonoides totales

del extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho
2018.

CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

@Preparacién dela curva decalibracion de rutina

Pesar 1 mg de rutina y diluir
con 25 mL de metanol,
[40 pg/mL] aforar con etanol 50°.

|
Vool

Vol. de rutina (mL). 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0 -
Cloruro de Aluminio 2% 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

(mL). 35 3,0 2,5 2,0 15 1,0 0,5 4,5

Etanol 50° csp 5mL.
[8ug/mL] [12 pg/mL] [16 pg/mL] [20 pg/mL] [24 pg/mL] [28 pg/mL]  [32 pg/mL]

Dejar reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y leer la Absorbancia a 415 nm.

@ Preparacion dela muestra

/—\ @ Lectura de muestras
Pesar 100 mg 7

Extracto seco

BLANCO

Muestra BLANCO

Aforar con etanol

—
50°C.S.P _1
Val. muestra (mL).
Vol Cloruro de Aluminio 2% 2 -
mL (mL 0,5 0,5 j
l Etanol\50° ¢.s.p mL 5 |\ 5 |\
| ~ |
Agitar, dejar en reposo en la oscuridad durante 30 minutos.
Leer la absorbancia a 415 nm.
Aforar con etanol
50° C.S.P
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Anexo 9. Curva de calibracion para la cuantificacion de flavonoides totales del

extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

1.000 +
y = 0,026x + 0,0033
R2 =0,9986
0.800 ; ®
L
oo )
§ 0.600 -+ ,,‘
=
S o
=
0.400 —+ ‘
°®
0.200 + )
0.000 ‘ 1 1 ‘
0 10 20 30 40
Rutina (ug/mL)
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Anexo 10. Protocolo para la determinacién de la capacidad antioxidante por el

método DPPH del extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata Cav. “puru

puru”, Ayacucho 2018.

METODO DPPH

1 Preparacién de la solucién

: Pesar 4mg de DPPH, af
de trabajo de DPPH =) Pesar 4mg de aforar a

100 mL con etanol 96°.

2 Preparacion de la curva de calibracién de DPPH

TR
I Etanol 96°

4 mg DPPH csp

[40 pg/mL]

v v v vy v v v

500mL 3,75mL 2,50 mL 1,25 mL 0,25 wr\Etanol 96°

LT

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

3 Determinacién de la actividad antioxidante

Muestra Estandar
preparar una solucion del
extracto hidroalcohdlico de
“Puru puru” equivalente a 500
pg/mL

Pesar 5mg de Trolox, aforar
con Etanol 96° hasta 10 mL

\

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5;
1;1,5;2;y2,5mL.

v

Aforar a 5mL con Etanol 96°
|

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5;
1;1,5;2;y2,5mL.

v

Aforar a 5mL con Etanol 96°
|

Tomar 300 pL de muestra o

estandar

Adicionar 2700 pL de la sol. de trabajo DPPH

\

Agitar e incubar en la oscuridad a T° ambiente

durante 30 minutos.

M

Leer en el espectrofotémetro a 515 nm
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Anexo 11. Curva de calibracion para la determinacion de la actividad
antioxidante, segun el método DPPH del extracto hidroalcohdlico de Passiflora

trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

10
O
y = 0,0272x + 0,0069
R = 0,9996
0.8 O
o
fo
3 0.6
0.4 m
0.2
0.0 @ }

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0
Concentracién (ug/mL)
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Anexo 12. Comparacion de la actividad antioxidante mediante la captacion del
radical DPPH.

A) Estandar Trolox.

[ug/mL] %AA S %CV +/- LS LI
25 25,40 0,218 0,857 0,54 25,94 24,86
50 52,76 0,238 0,450 0,59 53,35 52,17
75 78,86 0,190 0,241 0,47 79,34 78,39
100 94,66 0,143 0,151 0,35 95,01 94,30
150 94,89 0,048 0,050 0,12 95,01 94,77
200 95,33 0,048 0,050 0,12 95,45 95,21
250 95,73 0,048 0,050 0,12 95,85 95,61

B) Extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho
2018.

[1g/mL] %AA s %CV +/- LS LI
25 1,05 0,344 32,897 0,85 1,90 0,19
50 2,02 0,165 8,165 0,41 2,43 1,61
100 4,25 0,165 3,888 0,41 4,66 3,84
150 7,25 0,126 1,740 0,31 7,57 6,94
200 9,48 0,424 4,473 1,05 10,53 8,43
250 11,91 0,252 2,120 0,63 12,54 11,28
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Anexo 13. Analisis de Varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante mediante
la captacion del radical DPPH del extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata

Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica = Sl
Entre 21011,5 5.0 4202,3 56864,7 8,2 x 107
grupos
Dentro de 0.9 12.0 0.1
grupos
Total 21012,4 17

Si: Sig. > 0,05; estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0,05; estadisticamente diferentes.
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Anexo 14. Prueba de comparacion mdultiple de DUNCAN de la actividad
antioxidante mediante la captacion del radical DPPH del extracto hidroalcohdlico

de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N
1 2 3 4 5 6

mp 25 ug/mL 1,0

mp 50 ug/mL 2,0
mp 100 ug/mL 4,3
Trolox 50 ug/mL 52,8

Trolox 100 ug/mL 94,7

3
3
3
Trolox 25 ug/mL 3 254
3
3
0

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subgrupos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3,000.
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Anexo 15. Prueba t Student de la Concentracion inhibitoria media (CI50),

mediante la captacion del radical DPPH del extracto hidroalcohdlico de Passiflora

trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Prueba de
Levene de . .
igualdad de Pruebat paralaigualdad de medias
varianzas
95% de intervalo
) ) de confianza de
. Sig. Diferencia ST e
F Sig. t Gl . . de error
(bilateral) de medias 5
estandar

Inferior Superior

Se asumen

varianzas 8,88 0,0407 -22,70 4 2,23259E-05 -695,9233333 30,66 -781,06 -610,79

iguales

No se
asumen
varianzas
iguales

-22,70 2,000 0,0019

-695,9233333 30,66 -827,86 -563,99

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

Si: Sig. < 0,05; estadisticamente diferentes.
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Anexo 16. Protocolo para la determinacién de la capacidad antioxidante por el
método ABTS, del extracto hidroalcoholico de Passiflora trifoliata Cav. “puru

puru”, Ayacucho 2018.

METODO ABTS
= B
ABTS 7mM Persulfato de potasio 2,45 mM
Pesar 19,202 mg de ABTS. Aforar Pesar 3,3 mg de persulfato de

la solucibn a 5mL con agua potasio, aforar la solucién a 5 mL
destilada. . con agua destilada

1 Preparacion de+radica| ABTS™

En un frasco ambar colocar 5mL de solucion madre de ABTS 7mM y 5mL de la
solucién de persulfato de potasio 2,45mM, homogenizar y cubrir con papel aluminio.
La solucién se debe incubar de 12 a 16 horas a T° ambiente antes de su utilizacion.

|

2 Preparacion de la solucién de trabajo diario

Diluir aproximadamente 1,5 mL del radical formado con 50 mL de OH 96°, hasta
obtener un valor de ABTS entre 0,70 (20,2) a 734 nm.

3 Determinacién de la actividad antioxidante

Muestra
v

preparar una solucion del
extracto seco de “Puru puru”
equivalente a 500ug/mL

|

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5;
1;1,5;2;y2,5mL.

|

Aforar a 5mL con etanol 96°

Estandar

\

Pesar 5mg de Trolox,
aforar con etanol 96° hasta

10 mL l

Tomar alicuotas de 0,25; 0,5;
1;1,5;2;,y2,5mL.

|

Aforar a 5mL con etanol 96°

v

Tomar 20 uL de muestra o estandar

v

Adicionar 980uL de la sol. de trabajo ABTS

Incubar en la oscuridad a T° ambiente durante 6
minutos.

v

Leer en el espectrofotobmetro a 734 nm
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Anexo 17. Comparacion de la actividad antioxidante mediante la captacion del
radical ABTS.

A) Estandar Trolox.

[ug/mL] %AA S %CV +/- LS LI
25 9,96 0,182 1,825 0,45 10,41 9,51
50 15,40 0,248 1,609 0,62 16,02 14,79
100 32,51 0,206 0,634 0,51 33,02 32,00
150 53,08 0,248 0,459 0,62 54,60 53,37
200 65,99 0,418 0,633 1,04 67,02 64,95
250 84,04 0,777 0,925 1,93 85,98 82,11

B) Extracto hidroalcohdlico de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho
2018.

[Hg/mL] %AA S %CV +/- LS LI
25 0,69 0,491 70,711 1,22 1,91 -0,53
50 1,98 0,306 15,411 0,76 2,74 1,22
100 4,86 0,281 5,772 0,70 5,56 4,16
150 7,84 0,427 5,445 1,06 8,90 6,78
200 9,03 0,306 3,387 0,76 9,79 8,27
250 10,52 0,140 1,334 0,35 10,86 10,17
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Anexo 18. Analisis de Varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante mediante
la captacion del radical ABTS del extracto hidroalcohodlico de Passiflora trifoliata

Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Sumade Media .
cuadrados Gl cuadratica 2 sl
Entre 16983,1 5,0 3396,6 11959,4 9,5 x 1022
grupos
Dentro de 3.4 12.0 03
grupos
Total 16986,5 17

Si: Sig. > 0,05; estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0,05; estadisticamente diferentes.
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Anexo 19. Prueba de comparacion mdultiple de DUNCAN de la actividad
antioxidante mediante la captacion del radical ABTS del extracto hidroalcoholico

de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Subconjuntos homogéneos %AA

Tratamiento N
1 2 3 4 5 6
mp 150 ug/MI 3 7,8
mp 200 ug/MI 3 9,0
mp 250 ug/mL 3 10,5
Trolox 25 ug/mL 3 54,0
Trolox 50 ug/mL 3 66,0
Trolox 100 ug/mL 3 84,0
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Se muestran las medias para los grupos en los subgrupos homogéneos.
b. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,00.
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Anexo 20. Prueba t Student de la Concentracion media inhibitoria (Clso),
mediante la captacion del radical ABTS del extracto hidroalcohdlico de Passiflora

trifoliata Cav. “puru puru”, Ayacucho 2018.

Prueba de
Levene de . .
igualdad de Pruebat paralaigualdad de medias
varianzas
95% de intervalo
de confianza de la
. . . Diferencia diferencia
= =g T G (bil?tge'ral) o g ¢ deerror
estandar
Inferior  Superior
Se asumen
varianzas 7,63 0,0507 -19,62 4 3,98073E-05 -972,7633333 49,58 -1110,43 -835,10
iguales
No se
asumen 19,62 2,000 00026  -972,7633333 49,58  -1186,09 -759,44
varianzas
iguales

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

Si: Sig. < 0,05; estadisticamente diferentes.
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Anexo 21

Matriz de consistencia.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA
. ; 4 T Variable 1 Descripcion botanica de la Tipo de estudio: Basico

Contenido ¢Tendra General . . Hipétesis nula 1P P o -
de contenido de < Determinar el Contenido de ¢ Fenoles especie: Es una planta voluble, Nivel de estudio: descriptivo
compuestos  compuestos compuestos fendlicos, Las totales de habito trepador mediante Disefio muestral:
f F fendlicos, flavonoides y  actividad concentraciones Indicador zarcillos; las hojas son Poblacién:
ﬂeno 'CO_S' flavonoides  y antioxidante  del extracto de compuestos e Equivalente trifoliadas, alternas, cortamente Hojas de Passiflora trifoliata Cav. “ouru puru’”,
a;/_o_r(;mdesy actividad hidroalcohdlico de las hojas  fenglicos y s de &acido pecioladas, estipuladas, los que crecen en la comunidad de Huaraca,
acivica antioxidante el de Passiflora trifoliata Cav.  flayonoides  del galico foliolos pequefios subcoriaceos, distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,
antioxidante “puru puru”, Ayacucho 2018. | api d d de A h
del extracto  €Xtracto extracto (mg/g) con el é&pice aguado y departamento de Ayacucho.

i s hidroalcohdlico E ifi hidroalcoholico Variable 2 pubescente. Muestra:
hidroalcoholi i speciticos de las hojas d | id Hojas de Passiflora trifoliata Cav. “puru puru”
co de las de 1as hojas o«  peterminar la composicion d€ las hojas de e Flavonoi Las flores son grandes, - : ’
hojas de de Passiflora fitoquimica identificando los ~ Passiflora _estotales yigtogas, solitarias. que crecen en la comunidad de Huaraca,
Passiflora trifoliata  Cav. principales metabolitos del Erlfollata Ca\’/’. Indicador . . distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,
trifoliata Cay. Puru  purd’, extracto hidroalcohdlico de "Puru puru’, e Equivalente Radicales libres sﬂepagaTer}to de Ayacucho.
u »  Ayacucho las hojas de Passiflora presenta s de rutina . . etodologia:

uru puru’, S > 0%
Apacucﬁo 2018? trifoliata Cav. “puru puru’. actividad (mgalg) Los radicales libres (RL) son 4 _cuantificacion de fenoles totales se
23/18 3 . antioxidante. Variable 3 atomos o grupos de atomos que  realizara por el método de Folin — Ciocalteu,

: e Cuantificar el contenido de « Actividad tienen uno o mas electrones |5 cuantificacién de flavonoides se realizo
compuestos fenollgo_s del Hipotesis antioxidante desapareados I_o cual los hace segin el método espectrofotométrico  de
extracto hidroalcohdlico de alternativa - altamente inestables Y cloruro de aluminio
las hojas de Passiflora Indicadores reactivos ; L -

o B " Las = tai : La capacidad antioxidante se determin6 por el
trifoliata Cav. “puru puru”. ) ¢ rorcentaje ) stodo de DPPH v ABTS
- . concentraciones  de inhibicion Estos radicales recorren nuestro Metodo dé y -
s Cuantificar el contenido de de compuestos (%), TEAC  organismo deseando robar un Instrumentos

flavonoides  del extracto
hidroalcohdlico de las hojas
de Passiflora trifoliata Cav.

“puru puru”.
e  Evaluar la actividad
antioxidante del extracto

hidroalcohdlico de las hojas
de Passiflora trifoliata Cav.
“puru puru”, por el método

DPPH y ABTS”.

fendlicos y
flavonoides del
extracto

hidroalcohélico
de las hojas de
Passiflora
trifoliata Cav.
“puru puru”, no
presenta
actividad
antioxidante.

electron de las moléculas
estables, con el fin de alcanzar
su estabilidad electroquimica
por medio de reacciones de
6xido-reduccion.

Antioxidantes

Un antioxidante es una
molécula suficientemente
estable como para donar un
electron a un radical libre y
neutralizarlo, reduciendo asi su
capacidad para dafiar.

Los datos se fueron recolectados usando un
espectrofétometro UV-VIS.

Analisis de datos:

Los datos seran organizados en una matriz
para calcular la media y la desviacién
estandar, asimismo, seran graficados en forma
de histogramas y barras, con un nivel de
confianza del 95%.
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