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RESUMEN.

Arachis hypogaea, es una planta originaria de Perl con antigua evidencia
historica, sus frutos aparecen representados en collares de oro y plata en los
restos arqueoldgicos de la tumba del Sefor de Sipan, en Huaca Rajada, con
antigiedad de més de 5,000 afios. Un radical libre es un atomo o molécula que
contiene un electron desapareado en su orbital exterior; existen dos origenes de
los radicales libres, la enddgena a través del metabolismo aerobio y el exégeno
por la contaminacion ambiental, consumo de tabaco y alimentos procesados,
algunos medicamentos y la exposicién a pesticidas. El estrés oxidativo asocia a
las células y la accién de un radical libre que las afecta, en condiciones normales
existe un equilibrio entre produccion de radicales libres y los mecanismos
antioxidantes, reduciendo la toxicidad y el dafio celular, al romperse el equilibrio
por déficit del sistema antioxidante o proliferacion abundante de radicales libres,
se producen la enfermedades degenerativas y el cancer. Los fitoquimicos son
sustancias presentes de manera natural en los alimentos de origen vegetal, son
beneficiosos para la salud, especialmente por su poder antioxidante y en la
prevencion del cancer y otras diversas funciones beneficiosas. Problema
principal: ¢Cual es el resultado de la evaluacién de la actividad antioxidante in
vitro del extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha de Arachis
hypogaea L (mani)? Problemas Secundarios: ¢Qué indica el resultado de la
evaluacion de la composicion fitoquimica cualitativa del extracto hidroalcohélico
obtenido de las hojas pos cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea L
(mani)? ¢ Cudl es el resultado de la aplicacion del método del radical DPPH en el
extracto hidroalcohélico obtenido de las hojas pos cosecha de la especie vegetal
Arachis hypogaea L (mani)? Hipotesis Principal: La evaluacion de la actividad

antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha

Vi



de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani) demuestra la su actividad
antioxidante. Hipo6tesis Secundarias: La composicion fitoquimica cualitativa del
extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha de la especie vegetal
Arachis hypogaea L (mani) indica presencia de metabolitos secundarios con
actividad antioxidante. En resultado de la aplicacion del método del radical libre
DPPH en el extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha de la
especie vegetal Arachis hypogaea L (mani) evidencia su actividad antioxidante.
Variable Independiente: Extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos
cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani). Variables
Dependientes: Composicion fitoquimica. Método del radical libre DPPH. Objetivo
General: Evaluar la actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico
obtenido de las hojas pos cosecha de Arachis hypogaea L (mani). Objetivos
Especificos: Identificar cualitativamente la composicion fitoquimica. Aplicar el
método del radical libre DPPH. Conclusiones: Se obtuvo el extracto
hidroalcohélico de las hojas pos cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea
L (mani), para realizar los andlisis que permitieron conocer la composicion
fitoquimica cualitativa y capacidad antioxidante. La realizacién de la evaluacion de
la composicion fitoquimica, reveld la presencia de presencia de aceites y grasas,
compuestos fendlicos totales, quinonas y flavonoides; de los cuales, los tres
ultimos tienen una reconocida actividad antioxidante. La evaluacién de la actividad
antioxidante revel6 que la concentraciéon de 200 pg/mL, obtuvo el mas alto
porcentaje de inhibiciébn con 36.56 %, seguido de las concentraciones de 150
pg/mL con 31.55 %, 100 pg/mL con 22.07 % y 50 pg/mL con 14.48 %.

Palabras clave: Arachis hypogaea L (mani), fitoquimica, radical libre,

antioxidantes.
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ABSTRACT.

Arachis hypogaea, is a plant native to Peru with ancient historical evidence, its
fruits are represented in gold and silver necklaces in the archaeological remains of
the tomb of the Lord of Sipan, in Huaca Rajada, with more than 5,000 years old. A
free radical is an atom or molecule that contains an electron that has disappeared
in its external orbit; there are two origins of free radicals, endogenous through
aerobic metabolism and exogenous through environmental pollution, consumption
of tobacco and processed foods, some medicines and exposure to pesticides. The
oxidative stress associates to the cells and the action of a free radical that affects
them, in normal conditions there is a balance between production of free radicals
and the antioxidant mechanisms, reducing the toxicity and the cellular damage,
when breaking the balance by deficit of the antioxidant system or abundant
proliferation of free radicals, the degenerative diseases and the cancer take place.
Phytochemicals are substances naturally present in foods of plant origin, are
beneficial to health, especially for their antioxidant power and in the prevention of
cancer and other various beneficial functions. Primary Problem: What is the result
of the evaluation of the in vitro antioxidant activity of the hydroalcoholic extract
obtained from the post-harvest leaves of Arachis hypogaea L (peanut)?
Secondary Problems: What is the result of the evaluation of the qualitative
phytochemical composition of the hydroalcoholic extract obtained from the post-
harvest leaves of the plant species Arachis hypogaea L (peanut)? What is the
result of the application of the DPPH radical method in the hydroalcoholic extract
obtained from the post-harvest leaves of the plant species Arachis hypogaea L
(peanut)? Main Hypothesis: The evaluation of the in vitro antioxidant activity of
the hydroalcoholic extract obtained from the post-harvest leaves of the plant

species Arachis hypogaea L (peanut) demonstrates its antioxidant activity.
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Secondary Hypothesis: The qualitative phytochemical composition of the
hydroalcoholic extract obtained from the post-harvest leaves of the plant species
Arachis hypogaea L (peanut) indicates the presence of secondary metabolites with
antioxidant activity. In result of the application of the DPPH free radical method in
the hydroalcoholic extract obtained from the post-harvest leaves of the plant
species Arachis hypogaea L (peanut) evidences its antioxidant activity.
Independent Variable: Hydroalcoholic extract obtained from the post-harvest
leaves of the plant species Arachis hypogaea L (peanut). Dependent Variables:
Phytochemical composition. DPPH free radical method. General Objective: To
evaluate the in vitro antioxidant activity of the hydroalcoholic extract obtained from
the post-harvest leaves of Arachis hypogaea L (peanut). Specific Objectives: To
identify qualitatively the phytochemical composition. To apply the DPPH free
radical method. Conclusions: It was possible to obtain the hydroalcoholic extract
of the post-harvest leaves of the vegetable species Arachis hypogaea L (peanut),
with which the detailed analyses in the methodological part were carried out. The
evaluation of the phytochemical composition revealed the presence of oils and fats,
total phenolic compounds, quinones and flavonoids; of which the last three have a
recognized antioxidant activity. The evaluation of the antioxidant activity revealed
that the concentration of 200 pg/mL, obtained the highest percentage of inhibition
with 36.56 %, followed by the concentrations of 150 pg/mL with 31.55 %, 100
pg/mL with 22.07 % and 50 pg/mL with 14.48 %.

Keywords: Arachis hypogaea L (peanut), phytochemistry, free radical,

antioxidants.



INTRODUCCION.

Durante el metabolismo en los seres vivos, la combustibn quimica del
metabolismo aerobio produce sustancias oxidantes altamente reactivas, también,
factores como la contaminacion ambiental, consumo de tabaco, alimentos
procesados, medicamentos, la exposicién a pesticidas también los producen. En
condiciones fisiolégicas normales, el organismo neutraliza a los radicales libres
mediante enzimas antioxidantes, pero si la capacidad de control de las sustancias
oxidantes mediante los sistemas antioxidantes es superada, se establece el estrés
oxidante, que puede provocar grandes dafios al organismo, ademas de procesos
inflamatorios, enfermedades cardiovasculares, y otras enfermedades crénico-
degenerativas en los seres humanos, como las cardiopatias, diabetes y cancer. ®
Los compuestos fitoquimicos estan presentes de manera natural en los alimentos
vegetales. Presentan propiedades benéficas para la salud, como la actividad
antioxidante, con una importante relacién en la prevencion del cancer. Los
compuestos fitoquimicos se encuentran en los alimentos vegetales, pero no son
nutrientes, macronutrientes, vitaminas ni minerales, a los alimentos que contienen
sustancias fitoquimicas se denominan alimentos funcionales ya que, ademéas del
componente nutricional, también aporta otro tipo de ventajas para la salud. @

Los carotenoides son elementos pro-vitamina A, asi que poseen funciones
similares a esta vitamina: colaboran en mantener una correcta vision, la integridad
del sistema 6seo y epitelial y es importante también durante la lactancia materna,
ya que colabora en la produccién lactea. Existen sustancias fitoquimicas, como
los fenoles, terpenos, flavonoides y carotenoides, con actividad antioxidante,
beneficiosas en la reduccién de la inflamaciéon, actuando beneficiosamente en
casos de enfermedades cardiovasculares como infartos, anginas de pecho,

hipertension arterial, arterioesclerosis, etc. @



Por estas consideraciones, consideramos de interés el estudio propuesto, con la
finalidad de conocer la composicion fitoquimica cualitativa y actividad antioxidante

del extracto hidroalcohdlico de las hojas pos cosecha de la especie vegetal Arachis

hypogaea L (mani).
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CAPITULO I.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1.1. Descripcion de larealidad problemética.

A diario nos exponemos a los factores ambientales, como el sol, humos
téxicos como el cigarro, el alcohol, la contaminacion ambiental, el oxigeno,
necesario para la respiracion, también es fuente de radicales libres
perjudiciales para la salud, la exposicibn a estos factores producen
oxidacion, el cual es un proceso en el que los componentes quimicos del
organismo se ven alterados y se convierten en lo que se conoce como
radicales libres, muy vinculados al proceso de envejecimiento, a
enfermedades cardiacas, cancer, diabetes y otras.

Frente a los radicales libres estan los antioxidantes, que son sustancias
naturales que podrian detener o limitar los dafios causados por los
radicales libres, en la actualidad existe la tendencia a la basqueda de
especies vegetales que contengan principios activos con propiedades
medicinales, una actividad muy importante es la actividad antioxidante, y
mediante la investigacion fitoquimica, se contribuye a la obtencion de
fitofarmacos, mediante la identificacion de especies vegetales que
presenten actividad biologica para su aprovechamiento.

Asimismo, se sabe que la actividad agricola cotidiana genera la
acumulacion de residuos vegetales con impacto negativo, que muchas
veces son quemados para su eliminacion, causando un grave problema
ambiental, ya que afecta a todas las actividades, personas y espacios lo
cual se convierte en un problema para la sociedad, al no existir lugares
idéneos que permitan la colocacién correcta de los mismos, por lo que la

investigacion propone darle un aprovechamiento a las hojas pos cosecha
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provenientes de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani), mediante
el mejor conocimiento de su composicion fitoquimica y actividad
antioxidante.

1.2. Formulacion del problema.
1.2.1. Problema principal.

¢ Cual es el resultado de la evaluacion de la actividad antioxidante

in vitro del extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos

cosecha de Arachis hypogaea L (mani)?
1.2.2. Problemas secundarios.

— ¢ Qué indica el resultado de la evaluacién de la composicion
fitoquimica cualitativa del extracto hidroalcohdlico obtenido de
las hojas pos cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea
L (mani)?

— ¢ Cual es el resultado de la aplicacién del método del radical
DPPH en el extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos
cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani)?

1.3. Justificacidon e importancia.
La exposicion a los radicales libres de origen enddégeno y exdgeno, es
perjudicial para la salud, resulta de gran importancia entender el papel de
los radicales libres en nuestro metabolismo para asi comprender su
relacion con diversas enfermedades crénico-degenerativas en los seres
humanos, como las cardiopatias, diabetes y céncer, por lo que es
necesario realizar la busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes,
sustancias naturales que podrian detener o limitar los dafios causados por

los radicales libres. @
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Existen fuentes naturales de antioxidantes, provenientes de las especies
vegetales, lo que posible darle utilidad a los tallos y hojas de especies
vegetales después de la cosecha, que normalmente serian descartados o
guemados en los campos de cultivo. @
En este caso, se considera que la investigacién planteada justifica su
realizaciébn, ya que permitirA conocer la composicion fitoquimica
cualitativa y actividad antioxidante de la especie vegetal Arachis hypogaea
L (mani).
1.4. Objetivos de la investigacion.
1.4.1. Objetivo General.
Evaluar la actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico
obtenido de las hojas pos cosecha de Arachis hypogaea L (mani).
1.4.2. Objetivos Especificos.
— Identificar cualitativamente la composicion fitoquimica.
— Aplicar el método del radical libre DPPH.
1.5. Hipo6tesis y variables.
1.5.1. Hipétesis.
— Hipotesis principal.
La evaluacion de la actividad antioxidante in vitro del extracto
hidroalcohélico obtenido de las hojas pos cosecha de la especie
vegetal Arachis hypogaea L (mani) demuestra la su actividad
antioxidante.
— Hipotesis secundarias.
La composicion fitoquimica cualitativa del extracto

hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha de la especie
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vegetal Arachis hypogaea L (mani) indica presencia de
metabolitos secundarios con actividad antioxidante.
En resultado de la aplicacion del método del radical libre DPPH
en el extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha
de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani) evidencia su
actividad antioxidante.
1.5.2. Variables.

— Variable independiente.
Extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha de
la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani).

— Variables dependientes.
Composicién fitoguimica.
Método del radical libre DPPH.

— Operacionalizacion de variables.

Variable Principal
Extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha
de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani)
Variables secundarias

. Compuestos quimicos de origen natural,
Composicion .
. . presentes en especies vegetales, con efecto
fitoquimica -
benéfico en la salud
, Técnica para evaluar la capacidad
Método del .. P . P
. antioxidante de alimentos y plantas
radical libre . o o
medicinales, utilizando el radical libre 2,2-
DPPH . L .
difenil-1-picrilhidrazilo
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CAPITULO Il

BASES TEORICAS.

2.1. Antecedentes.

— Larrauri M. Cordova Argentina. 2016. Estudio de la actividad
antioxidante y antimicrobiana de polifenoles obtenidos del tegumento
de mani. Llegando a las siguientes conclusiones: El tegumento de
mani presenta alto contenido de materia grasa, por lo tanto, es
importante desengrasarlo para continuar con el proceso de extraccion
y purificacion de extractos y fracciones de tegumento de mani con alto
contenido de compuestos polifendlicos con actividad antioxidante. El
tegumento de mani obtenido por un proceso industrial de blanchado
permite mayor extraccion de fenoles y flavonoides. La particion con
acetato de etilo aumenta la concentracion de fenoles. En funcién de
los resultados obtenidos, la fraccion BAE presenta una mayor
potencialidad antioxidante por concentrar en mayor medida a los
polifenoles del extracto crudo. ©

— Trillos A. Tolima Colombia. 2014. Evaluacién de la actividad
antioxidante y antimicrobiana del extracto proteico crudo y su
hidrolizado obtenidos a partir de hoja de mani forrajero Arachis pintoi
(Fabéacea). Llegando a las siguientes conclusiones: El extracto crudo
proteico de Arachis pintoi tuvo una eficiencia proteica de 47,5 mg/g de
hoja, el cual present6 una actividad antimicrobiana sobre Escherichia
coli, bacteria gram negativa, y frente al hongo Cladosporium sp. Se
observo una actividad bacteriostatica de los hidrolizados del extracto

crudo proteico de Arachis pintoi sobre Staphylococcus aureus,
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bacteria perteneciente al grupo de gram positivas. El hidrolizado del
extracto crudo proteico de A. pintoi presenta una mejor actividad
antioxidante que el Trolox. Sin embargo, no se encontré diferencias
significativas entre los tiempos de hidrolizados para este potencial. ©
— Dominguez N. Quito Ecuador. 2010. Estudio investigativo del mani
andlisis de las propiedades nutricionales y medicinales, usos y
propuesta gastrondmica. Llegando a las siguientes conclusiones: El
mani por ser una leguminosa con alto contenido nutricional produce
sensacion de saciedad lo que ayuda en el control dietario como parte
de un estilo de vida y de alimentacion sana. El mani es una
leguminosa que no solo posee un alto contenido nutricional sino
también que aporta beneficios medicinales como por ejemplo reduce
el riesgo de enfermedades cardiacas y ayuda a reducir el riesgo de
diabetes entre otras mas. Se pudo también concluir que la mayoria de
consumidores de este agradable producto no tiene los suficientes
conocimientos sobre el aporte nutricional y medicinal que esta
leguminosa brinda. El mani ha sido llamado el multivitaminico de la
madre naturaleza. ")
2.2. Marco tedrico.
2.2.1. Arachis hypogaea L (mani).
Distribucion.
La especie Arachis hypogaea, var. Peruviana, es una planta
originaria de Perl cuyas evidencias se encuentras en los
departamentos de Ayacucho, Ancash, La Libertad y Lambayeque,
donde fueron encontradas representaciones de los frutos de esta
planta en forma de collares de oro y plata en los restos

arqueoldgicos de la tumba del Sefior de Sipan, en Huaca Rajada,
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en la costa del departamento de Lambayeque, con antigliedad de
mas de 5,000 afios.

Existen otras especies en América del Sur originarias de Bolivia,
norte de Argentina y Brasil, paises donde se explota esta planta
comercialmente como fuente de aceite vegetal. En el siglo XVI, fue
llevado por los espafioles al continente asiatico donde se desarrollé
un segundo centro genético y domesticacibn de esta planta.
Actualmente se cultiva en todos los paises tropicales y
subtropicales.

Aun cuando algunos paises asiaticos, como China e India,
producen cerca de las dos terceras partes de la cosecha mundial,
en la actualidad el mani es una fuente importante de aceite para
cocer alimentos en los trépicos americanos, ocupando el segundo
lugar respecto a la palma de aceite en Africa.

Fue a principios del siglo XX cuando los agricultores del sur de
Estados Unidos introdujeron esta planta y popularizaron
definitivamente su cultivo, sembrandolo en sus plantaciones en vez
de algodon.

Los frutos de esta planta constituyen una importante fuente de
proteinas de origen vegetal tanto para consumo humano como
animal, ademas genera valiosos ingresos para los pequefios
productores de los paises en vias de desarrollo, donde se produce
el 90 por ciento de la produccion mundial. ®

Nombres populares.

Se le conoce como: mani, peanut, groundnut, earthnut, monkey nut,

Manila nut, chinese nut, pindar nut o goober pea. ®
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Descripcién boténica.

Es una planta anual herbacea erecta, ascendente, de 15 a 70 cm.
de alto, tallos ligeramente pilosos con ramificaciones desde la base,
gue desarrolla raices cuando dichas ramas tocan el suelo.

Las hojas: Son uniformemente pinnadas con 2 pares de foliolos
oblongos —ovados u ovoaovados de 4-8 cm. de largo, obtusos o
ligeramente puntiagudos en el apice, con margenes completos; las
estipulas son lineares puntiagudas, grandes, prominentes, y llegan
hasta la base del peciolo.

Las flores: Son ostentosas, sésiles al inicio que nacen
posteriormente en unas cuantas inflorescencias cortas, densas y
axilares. El tubo del caliz es de forma tubular. La corola es de color
amarillo brillante de 0.9 — 1.4 cm. de diametro y el estandar que es
de tamafio grande frecuentemente presenta manchas moradas.
Las alas son libres de la quilla puntiaguda y de tamafio mas grande.
Los estambres son 9 y uno diadelfo y en algunas ocasiones 9 y uno
monoadelfo. Después de que las flores han sido fertilizadas, el
pedicelo verdadero se desarrolla en un tallo o estaquilla de 3-10 cm.
de longitud que gradualmente empuja el ovario dentro del suelo.
Tan pronto como las flores producen la estaquilla que va al suelo,
las flores desaparecen, los frutos maduran y estaran listos para su
cosecha en un periodo de tiempo que dura de 8 a 10 semanas.
Vainas: Se encuentran enterradas de 3 a 10cm debajo de la
superficie, son de 1 a 7 cm de largo, abultadas en su interior y con
una a cuatro semillas, de color café amarillento, con bordes
prominentes reticulados y mas o menos deprimidos entre las

semillas. La testa es de color rojo claro o rojo oscuro. ®
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Taxonomia. ©

Arachis hypogaea en Koéhler's Medicinal Plants, 1887.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales

Familia: Fabdcea
Subfamilia: Faboideae

Tribu: Aeschynomeneae
Género: Arachis

Especie: Arachis hypogaea L.

Composicion quimica. ®
Los granos frescos son altamente nutritivos y en consecuencia muy
importantes en la dieta de millones de personas que carecen de

proteinas y de grasas naturales.

Composicion quimica de semillas de mani frescas (%).

Componentes %
Agua 5.0
Proteina 30.0
Grasa 48.0
Carbohidratos 15.5
Fibra cruda 3.0
Ceniza 2.0

2.2.2. Los radicales libres.
Un radical libre es un atomo o molécula que contiene un electrén
desapareado en su orbital exterior. En un organismo normal la
combustién quimica del metabolismo aerobio produce sustancias
oxidantes altamente reactivas, tales como: el anion superoéxido,
peroxido de hidrogeno, entre otras, que también se pueden generar
por otros factores como la contaminacion ambiental, el consumo de
tabaco, alimentos procesados, medicamentos o por la exposicién a

pesticidas. En condiciones fisiolégicas, el organismo neutraliza los
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2.2.3.

radicales libres con enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa, glutatién peroxidasa, etc. Si la capacidad de control de
las sustancias oxidantes por sistemas antioxidantes es superada
cambia el balance a favor de la oxidacion y se establece el estrés
oxidante, que puede provocar grandes dafios a células y
biomoléculas, como &cidos nucleicos, proteinas, polisacaridos y
lipidos. Actualmente se sabe que el estrés celular contribuye a
procesos inflamatorios y disfuncion endotelial, considerado este
ultimo como el factor de riesgo principal de enfermedades
cardiovasculares. Por todo lo anterior, resulta de gran importancia
entender el papel de los radicales libres en nuestro metabolismo
para asi comprender su relacibn con diversas enfermedades
cronico-degenerativas en los seres humanos, como las
cardiopatias, diabetes y cancer. ©
El proceso de oxidacién y los agentes promotores.
Asociado a la funcién antioxidante se considera el proceso de
Oxido-reduccién que remite a dos momentos basicos:
— Oxidacion que implica pérdida de electrones de hidrégeno con
la ganancia de oxigeno en la molécula.
— Reduccién que significa ganancia de electrones de hidrégeno
con la pérdida de oxigeno.
Asi el oxidante se reduce al reaccionar con aquella molécula que
oxida. Este proceso es cotidiano en el organismo humano y
representa el conocido par 6xido-reductor o balance rédox. Es
pertinente aclarar que a veces el término oxidacién sélo se remite

a ciertas sustancias aisladas (oxidacion de grasa), pero no hay una

21



2.2.4.

2.2.5.

comprension especifica de que esta denominacion (oxidacion) se
refiere a procesos celulares, internos que conllevan la aparicién de
enfermedades. No s6lo hay que valorar los mecanismos de defensa
del organismo, sino también las especies involucradas. @?

Estrés oxidativo.

No hay que confundir este mecanismo celular con el estrés
cotidiano derivado de las problematicas que enfrenta el organismo
humano en su vida diaria (trabajo, familia, trdmites, entre otras). El
estrés oxidativo es un término asociado a las células y a la accion
de un radical libre que le afecta, asi en condiciones normales se da
un equilibrio entre la produccién de radicales libres u otras especies
reactivas con los mecanismos antioxidantes (exégeno y end6geno).
Este equilibrio permite que la toxicidad por oxidacién sea menor y
con menos dafio celular.

Cuando se rompe el equilibrio, éste se podra asociar con un déficit
en el sistema antioxidante o por la proliferacion descontrolada de
los radicales libres. V)

Los antioxidantes dietéticos.

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los
alimentos de consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos
adversos de especies reactivas sobre las funciones fisiol6gicas
normales de los humanos. Las propiedades antioxidantes no solo
deben estudiarse por sus interacciones quimico-biolégicos, sino por
su funcion en el deterioro oxidativo que afecta a los alimentos. Se
utilizan en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros
productos para retrasar los procesos de oxidacién, en tanto

previenen el comienzo de la rancidez oxidativa (grasas).
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2.2.6.

Las frutas y verduras son componentes importantes de una dieta
saludable. Un bajo consumo de frutas y verduras esta asociado a
una mala salud y a un mayor riesgo de enfermedades no
transmisibles. Se estima que en 2017 unos 3,9 millones de muertes
se debieron a un consumo inadecuado de frutas y verduras.
Incorporar las frutas y verduras a la dieta diaria puede reducir el
riesgo de algunas enfermedades no transmisibles, como las
cardiopatias y determinados tipos de cancer. También existen
algunos datos que indican que cuando se consumen como parte de
una dieta saludable baja en grasas, azucares y sal (o sodio), las
frutas y verduras también pueden contribuir a prevenir el aumento
de peso y reducir el riesgo de obesidad, un factor de riesgo
independiente de las enfermedades no transmisibles.

Ademas, las frutas y las verduras son una fuente rica de vitaminas
y minerales, fibra alimentaria y todo un camulo de sustancias no
nutrientes beneficiosas, como fitoesteroles, flavonoides y otros
antioxidantes. El consumo variado de frutas y verduras ayuda a
asegurar una ingesta adecuada de muchos de esos nutrientes
esenciales. 2

Compuestos fitoquimicos con actividad antioxidante.

Las sustancias fitoquimicas son elementos quimicos que estan
presentes de manera natural en los alimentos de origen vegetal.
Sus beneficios para la salud (especialmente su poder antioxidante
y su posible papel en la prevencion del cancer) son investigados de
manera exhaustiva en la actualidad.

Los fitoquimicos se encuentran en los alimentos pero no son

propiamente nutrientes, ni macronutrientes ni tampoco estan
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2.2.7.

incluidos dentro del grupo de vitaminas ni minerales. Por tanto no
tienen funcién energética ni nutricional y, sin embargo, estan
presentes en determinados alimentos aportando diversas funciones
beneficiosas. Es por ello que los alimentos que contienen
sustancias fitoquimicas se denominan alimentos funcionales ya
gue, ademas del componente nutricional, también aporta otro tipo
de ventajas para la salud.

En una dieta habitual y saludable podemos encontrar una cantidad
de componentes fitoquimicos que sea suficiente para ejercer sus
beneficios en nuestro organismo. Asimismo, la combinacién en el
mismo alimento de diferentes compuestos fitoquimicos potencia y
mejora los efectos de los mismos, mas que si se tomaran por
separado o a modo de suplementacién. %

Funciones y beneficios del consumo de los fitoquimicos.
Muchos de los fitoquimicos aportan cualidades organolépticas o
sensoriales a los alimentos donde estan presentes. Estos
compuestos son los encargados de asignar color, olor y sabor a los
platos. Pero, ademas, el consumo de componentes fitoquimicos
presentes en los alimentos estd asociado a multiples beneficios
para la salud. Este es un campo que esté en plena investigacion y
se contindan descubriendo nuevos efectos de los mismos.

Los carotenoides son elementos pro-vitamina A, asi que poseen
funciones similares a esta vitamina: colaboran en mantener una
correcta vision, la integridad del sistema 6seo y epitelial y es
importante también durante la lactancia materna, ya que colabora

en la produccion lactea.
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Varios de los fitoquimicos, en especial, fenoles y terpenos, entre
ellos flavonoides y carotenoides, tienen una funcion eminentemente
antioxidante, lo que quiere decir que colaboran en reducir las
inflamaciones y actian como protectores en enfermedades
cardiovasculares: infartos, anginas de pecho, hipertensién arterial,
arterioesclerosis, etcétera. Uno de los mas famosos en este
momento es el resveratrol, cuyo nombre seguramente hayas
escuchado asociado al vino.

Otro de los efectos mas publicitados de las sustancias fitoquimicas
es su posible relacion en la prevencién de determinados procesos
tumorales o cancerosos. Esta funcion se lleva a cabo a través de la
conversién de sustancias potencialmente toxicas o nocivas en otras
no peligrosas. También el comportamiento antioxidante participa de

manera positiva en esta proteccién. ¥

2.3. Marco conceptual.

Antioxidantes: Los antioxidantes son compuestos los cuales pueden
inhibir o retardar la oxigenacién de otras moléculas inhibiendo la
iniciacion y/o propagacion de las reacciones en cadena de los
radicales libres. ¥

Capacidad antioxidante: La oxidacion y los agentes oxidantes
guimicamente la oxidacion de un compuesto es la pérdida de
electrones, de hidrogenos o la ganancia de oxigeno en una molécula.
La reduccion de un compuesto es exactamente lo contrario; es decir,
la ganancia de electrones, de hidrégenos o la perdida de oxigeno. En
tal sentido, un agente oxidante es una molécula que se reduce al

reaccionar con la molécula a la cual oxida. @
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Fenoles: Son compuestos organicos en cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromético
unido a al menos un grupo funcional. Muchos son clasificados como
metabolitos secundarios de las plantas, aquellos productos
biosintetizados en las plantas que poseen la caracteristica biolégica
de ser productos secundarios de su metabolismo. ®®

Flavonoides: Los flavonoides son compuestos fendlicos de 15
carbonos que se distribuyen en el reino vegetal en mas de 2.000
especies de muy diversas familias. Debido a sus propiedades
antioxidantes y secuestrantes de radicales libres, se consideran
provechosos para la salud humana por su accion protectora en la
terapia preventiva de diversas cardiopatias. "

Polifenoles: Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas
encontradas en plantas caracterizadas por la presencia de mas de un
grupo fenol por molécula. Los polifenoles son generalmente
subdivididos en taninos hidrolizables, que son ésteres de acido galico
de glucosa y otros azlcares; y fenilpropanoides, como la lignina,
flavonoides y taninos condensados. 8

Radicales libres: Los radicales libres se pueden definir como
sustancias quimicas reactivas que tienen un solo electron
desemparejado en una Orbita externa. Esta configuracion inestable
genera energia, que es liberada a través de reacciones cono
moléculas proximas, como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y
acidos nucleicos. ®

Absorbancia: Medida de concentracion del material presente, negativo

de la Transmitancia (- logT) del producto de coeficiente de extincién,
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paso optico y la concentracion en funcion de T, A=log(1/T), donde la
absorbancia es adimensional. 9

Analito: El material particular o cualidad a ser determinada en un
andlisis. 19

Calibracion: Conjunto de operaciones que establecen, bajo
condiciones especificadas, la relacion entre los valores indicados por
un instrumento o un sistema de medicion o los valores representados
por una medida materializada y los valores correspondientes
realizados por los patrones o materiales de referencia. *°
Concentracion: La cantidad de un soluto en un volumen determinado
de solucion, Ej., moles por litro. 19

Cubeta o celda: Receptéaculo transparente en el cual las soluciones de
muestra son introducidas en la senda de la luz del espectrometro.
Generalmente cuenta con dos lados iguales Ej., 1 cm, 1 cm mientras
que la tercera dimensién es alargada posiblemente tan grande como
15 cm. Para trabajos en ultravioleta, el material es cuarzo. El trabajo
en zona visible permite utilizar celdas de vidrio o plastico. 9
Solvente: Liquido usado para disolver la muestra a analizar.
Comunmente agua o metanol de alta pureza. Generalmente
designado, especialmente o purificado para trabajo en ultravioleta, Ej.,
"Spectro-Quality" o "Spectro-Grade". 19

Espectrofotometro de Simple Haz (Un solo haz): Es un instrumento
que tiene una trayectoria Optica. La muestra y el disolvente puro (o el
reactivo que funciona como blanco) se examinan por separado para
establecer P y Po y realizar las mediciones de absorbencia. Por lo

general, se opera en forma manual. 9
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Fuente: También conocida como "lampara”. Este es el origen de la luz
utilizada en el espectrometro, y puede ser una fuente incandescente
para la zona visible o una lAmpara de descarga de gas de deutrerio
para el ultravioleta.

Lampara de Tungsteno: Es una lampara de luz, eléctrica, que tiene un
filamento calentado por electricidad y que es tungsteno metdlico. Al
igual que otros sdlidos incandescentes, el filamento da una longitud
de onda continua que se aproxima a la “radiacién de cuerpo obscuro”.
En condiciones normales de operacion, la lampara es adecuada como
una fuente para la region visible del espectro y es util s6lo para
distancias cortas en las regiones ultravioleta e infrarrojo. )

Ley de Beer: Relacion entre la cantidad de luz absorbida por un analito
y Su concentracion, paso Optico y absortividad, expresada en gramos
por 100mL o molaridad, escrito como A=¢bc. *°)

Longitud de Onda: La distancia de una cresta, de una onda
electromagnética a la misma posicion en la onda subsecuente.
Distancia pico a pico, generalmente medida en nanémetros. 2°
Magnitud (Medible): Atributo de un fendmeno, de un cuerpo o de una
sustancia, el cual es susceptible de ser identificado cualitativamente y
determinado cuantitativamente. @9

Matriz: Medio en el que se encuentra el analito. *°)

Mensurando: Magnitud particular sujeta a medicion. @9

Nanometro: (nm) Antiguamente milimicron o milimicra, muy. Es una
unidad comun para la longitud de onda, en particular para la region

ultravioleta-visible. | nm=10-9 m. 19
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Patron de Medicion: Medida materializada, instrumento de medicion,
material de referencia o sistema de medicion, destinado a definir,
realizar, conservar o reproducir una unidad o uno o varios valores de
una magnitud para servir de referencia. 19

Protocolo: Instrucciones detalladas para la realizacion de todos los
aspectos de un programa de medicién. @9

Referencia. (Blanco): En el contexto, todo lo que esta en el paso de
luz de la muestra excepto el analito de interés: cubeta, disolvente y
cualquier buffer o matriz para preparar la muestra. 9

Selectividad: La selectividad de un método analitico denota el grado
de ausencia de interferencias debidas a otras especies contenidas en
la matriz de la muestra. 9

Sensor: Elemento de un instrumento de mediciébn o de cadena de
medicién, que esta directamente afectado por el mensurando. 9
Sefial: La salida del detector debida a su respuesta a la luz emergente
del contenedor de la muestra o de referencia. 49

Técnica: Principio quimico o fisico utilizado separadamente o en
combinacién con otras técnicas para analizar la composicion de los
materiales. 9

Transmitancia, T: Es la fraccion de la energia radiante incidente que
transmite o emite la muestra. T=P/Po. A menudo se expresa como un
porcentaje: %T= (P/Po) x 100. 9

Trazabilidad: Propiedad del resultado de una medicion o de un patron
de medicién, por medio de la cual estos pueden relacionarse a

referencias establecidas, generalmente patrones nacionales o
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internacionales, por medio de una cadena ininterrumpida de
comparaciones teniendo todas ellas incertidumbres determinadas. 9
— Valor de blanco (en medicidn): es la lectura o resultado originado por
la matriz, reactivos y cualquier sesgo residual, en un proceso o
instrumento de mediciébn que contribuye al valor obtenido de una

magnitud en el procedimiento de medicion analitica. 9
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CAPITULO IIL.

METODOLOGIA.

3.1. Disefio de lainvestigacion.
3.1.1. Tipo. Descriptivo.
Descriptivo ya que se describieron los resultados obtenidos de la
investigacion.
3.1.2. Nivel. Observacional.
Observacional porque se observo todos los acontecimientos
ocurridos durante el proceso de ejecucién de la investigacion.
3.1.3. Disefio. Transversal.
Transversal porque los andlisis de laboratorio se realizaron en un
Gnico momento.
3.2. Poblacién y muestra.
— Poblacion.
Hojas pos cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani),
provenientes de la ciudad de Chincha.
— Muestra.
Se recolect6 un (1) kilogramo de hojas y tallos para ser seleccionadas
y procesadas, de la poblacién en estudio.
3.3. Técnicas y procedimientos de recoleccion de datos.
3.3.1. Preparacion de la muestra recolectada.
— La recoleccion de la muestra se realiz6 en la ciudad de
Chincha, se descartaron las hojas y tallos en mal estado, solo
se conservl, para el estudio, el material 6ptimo; luego se
realizo la limpieza del material con la ayuda de un pafio suave,

limpio y agua destilada.
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— A continuacion se realizo el secado natural, para ello, se coloco
la muestra espaciada sobre papel kraft, en una mesa de
tamafio adecuado, con proteccién de la luz solar directa,
insectos, roedores y polvo, durante siete dias.

— Una vez seco el material se realizé la molienda en un molino
manual.

— Finalmente se guardd la muestra seca y molida en frascos de
color ambar, con tapa de plastico de boca ancha, para
protegerlos de los rayos solares, con rétulos indicando el titulo
del trabajo, autores, y fecha de almacenamiento.

3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohélico.

En el laboratorio se obtienen extractos, empleando drogas
vegetales y solventes, en este caso, se empleé un equipo
percolador artesanal, donde se puso en contacto el solvente
(mezcla hidroalcohdlica de etanol 96° y agua destilada 50:50) con
la droga pulverizada, el proceso se realizé en un solo sentido,
alcanzando concentraciones crecientes, de tal modo que el
equilibrio entre el solvente dentro y fuera del marco nunca se
alcanza, por lo que la droga vegetal siempre estuvo en contacto con
nuevas proporciones del solvente, cediendo asi, todos sus
componentes solubles de manera progresiva.

Se emple6 un percolador cilindrico (botella de vidrio sin fondo) al

que se adiciond un dispositivo de descarga (via de goteo

intravenoso) del extracto en su parte inferior. El tiempo en que la

droga permanecio en contacto con el menstruo fue de siete dias.
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3.3.3.

Procedimiento.

- Se peso6 50g de la muestra seca y molida, se traslado al frasco.

- Se midié 250mL del solvente (mezcla hidroalcohdlica 50:50).

- Se tom6é 5mL del solvente y agregé a la muestra para su
humectacion lo que permite su esponjamiento, facilitando la
entrada del menstruo en las membranas celulares durante la
percolacion.

- Se instal6 el percolador, se coloc6 la muestra en su lugar y
agrego el solvente.

- Se dej6 actuar y recogié el extracto al cuarto dia, se agregé
100mL del solvente y se dejo actuar por tres dias mas.

- Se recogio el extracto obtenido.

- El extracto fluido (extracto mas solvente) se trasladé a un
equipo evaporador rotatorio, para la completa extraccion del
solvente, con lo que obtuvo el extracto seco (extracto libre de
solvente). @0

Determinacion fitoquimica cualitativa. Anexe 9

Etapa importante en la investigacion en especies vegetales, permite

determinar cualitativamente los principales grupos fitoquimicos

presentes en una droga vegetal, orienta el fraccionamiento de los
extractos, para el aislamiento de los grupos fitoquimicos de mayor
interés; se realiza con reactivos quimicos que producen cambios en

la coloracién y formacion de precipitados. 22

Los metabolitos secundarios determinados en la muestra en

estudio fueron alcaloides, aceites y grasas, triterpenos - esteroides,

saponinas, quinonas y flavonoides.
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Alcaloides:

Se realiza la determinacion usando los reactivos denominados
como Draguendorft, Mayer y Wagner, su preparacion es la
siguiente:

Mayer.

Se disolvié 1.36g de cloruro de mercurio en 60mL de agua y 5g de
yoduro de potasio en 10mL de agua, se unieron ambas soluciones
y aforaron a 100mL.

Se debe tener en cuenta que este reactivo solo debe agregarse a
soluciones previamente aciduladas con acido clorhidrico (HCI) o
acido sulfarico (H.SO4) diluido; el extracto no debe tener acido
acético o etanol; solo debe agregarse unas cuantas gotas del
reactivo porque algunos alcaloides son solubles en exceso de
reactivo; la reaccion es positiva si aparece un precipitado de color
blanco. @V

Dragendorff:

Se prepararon dos soluciones, para preparar la solucion A, se
disolvié 0,85g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20mL de
acido nitrico; para la solucion B, se disolvié 27,2 g de yoduro de
potasio en 50mL de agua, se mezclé ambas soluciones, se dejo en
reposo durante 24 horas, se decantd para retirar los cristales de
nitrito de potasio formado, luego se afor6 a 100mL. La prueba es
positiva para alcaloides al producirse precipitados de color rojo,
naranja o marrén persistentes. ¢

Procedimiento analitico para la determinacién de alcaloides.
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Para la evaluacion de la presencia de los alcaloides en el extracto
acuoso e hidroalcohdlico se realizaron los siguientes
procedimientos:

* Enun vaso de precipitados de 100mL, se tomo una porcion del
extracto seco y se solubilizé en 20mL de agua destilada.

* Se agreg6 2mL de &cido clorhidrico al 10% para acidificarlo.

* Se homogeniz6 con ayuda de una bagueta.

e Se calenté con agitacién suave en el equipo de bafio maria
durante 5 minutos, se dej6 enfriar y filtro.

* Se tomo cinco tubos de ensayo numerados del uno al cinco, en
cada uno de ellos se puso 2 mL del filtrado acido y frio.

* Alos cuatro primeros tubos, se agregd cuatro gotas de uno de
los reactivos de Dragendorff, Mayer Wagner y Hager, el tubo
namero cinco se reserva como referencia del color y aspecto.

* El cambio en el color, formacion de turbidez o precipitados
(anaranjado, blanco, crema y/o marrén respectivamente), en
tres tubos de ensayo, significa una reaccion positiva a presencia
de alcaloides. Y

Aceites y Grasas.

Las grasas o también denominados lipidos, estan formadas por

combinaciones de ésteres, como la glicerina con los acidos grasos

superiores, entre ellos principalmente el palmitico, oleico y

estedrico. Pocos grasas presentan en su composicion en

cantidades considerables, a los acidos grasos inferiores, entre ellos
la mantequilla.

Presentan insolubilidad en el agua, tienen buena disolucién

solventes no polares, como el éter sulfarico, sulfuro de carbono,
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benceno, cloroformo y derivados liquidos del petrdleo. Los lipidos

estan presentes en los vegetales y animales. Algunos vegetales

almacenan cantidades variables de lipidos en sus frutos, semillas y

otras partes.

Existen dos tipos de lipidos, los sélidos o grasas, y los liquidos o

aceites; se denomina grasa a las que presentan consistencia sélida

0 semisdlida a temperatura ambiente, mientras que se denomina

aceite a las liquidas a temperatura ambiente.

Existen diferentes familias o clases de lipidos, pero las propiedades

distintivas de todos ellos derivan de la naturaleza hidrocarbonada

de la porcion principal de su estructura. Se considera grasa al

extracto etéreo que se obtiene cuando la muestra es sometida a

extraccion con éter etilico.

Para extraer los compuestos grasos se emplea el método de

extracto etéreo, para lo cual se emplea el equipo Soxhlet, es muy

eficaz y consta en tres partes:

o Refrigerante.

e Extractor, posee un sifon que se acciona automaticamente.

e Recipiente colector, donde se recibe el extracto, (solvente y
grasa).

Procedimiento:

El solvente se calentd en el recipiente colector, sus vapores

ascienden por el tubo lateral, el refrigerante los condenso y cayeron

sobre la muestra que se encuentra en la camara de extraccion

paquete de papel de filtro. El solvente se acumul6 hasta que el nivel

sobrepaso el tubo del sifén, se acciond y el solvente cargado de
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materia grasa discurrio al recipiente colector; reiniciandose

nuevamente el ciclo, durante el tiempo que dure la extraccion, en

forma automatica e intermitente.

Procedimiento:

e Se pesd 10g de muestra fresca se colocd en un cartucho
confeccionado con papel de filtro.

e Seinstal6 el equipo Soxhlet.

e Se afadio 250mL de éter en el recipiente colector.

e Se hizo circular el agua por el refrigerante y encendié la manta
de calentamiento.

e Se efectud la extraccion durante 5 horas.

e Se dejo enfriar y desacopl6 el equipo.

e Se hizo evaporar el éter (recuperandolo) en el equipo rotavapor.

» Se traslado el extracto a un vaso de 500 mL y se llevé a la estufa
durante tres horas.

e Se dejo enfriar, y recupero el extracto graso ya seco con ayuda
de una espatula,

e Se pesoé y anoté los resultados. @2

Triterpenos y esteroides.

Este grupo de principios activos esta constituido por numerosos

compuestos, estructuralmente muy similares, derivados

mayoritariamente del epoxiescualeno o en menor ndamero del

propio escualeno. Todos ellos poseen un hidroxilo en el Cs que les

permite la unién con una o varias moléculas glucidicas, dando lugar

a estructuras heterosidicas. Pueden establecerse dos grandes

grupos dependiendo de su estructura quimica: triterpenos (tetra y
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pentaciclicos) y esteroides. Se encuentran en estos grupos

compuestos de gran interés farmacéutico como son los

saponoésidos y los heterésidos cardiotonicos.

* Se coloc6 0.5mL de la muestra en un tubo de ensayo.

* Se le agregd 0.5mL de anhidrido acético y 1 gota de acido
sulftrico concentrado.

* Lareaccién es positiva al aparecer una coloracion intensa que
puede ser azul, verde o naranja. ¢

Compuestos fendlicos totales.

Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal.

Son unos de los principales metabolitos secundarios de las plantas

y su presencia en el reino animal se debe a su ingestion.

Lo mas destacable de los compuestos fendlicos son sus

propiedades antioxidantes.

Procedimiento.

* Se peso6 1g de la muestra, se traslad6 a un tubo de ensayo y
afadio 10mL metanol.

* Se homogenizé el contenido de los tubos en el vortex y
centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos a 10°C.

* Se recuperé el sobrenadante.

* A 1mL del sobrenadante recuperado, se agregé una gota de
cloruro férrico al 1%.

* El cambio de coloracién a rojo, azul, verde, o purpura indica la
presencia de compuestos fendlicos. @

Saponinas.

Se encuentran en diferentes variedades de especies vegetales,

como la alfalfa, soya y leguminosas, presentan un efecto negativo
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en la asimilacién de los nutrientes del alimento. Es considerado

como un factor fitoquimico toxico estable al calor.

Procedimiento

* Se peso6 5g de muestra, en una balanza de precision y traslado
a un frasco hermético.

* Se adicion6 50mL de metanol, y dej6 en maceracién por dos
dias.

* Se filtr6 y llevé al evaporador rotatorio, recuperandose el
solvente.

* Una porcién de este extracto se disolvi6 con agua destilada
caliente (en dos tubos de ensayo), se calentd durante 15
minutos en el equipo de bafio maria a 70°C, y luego se agit6
vigorosamente durante 5 minutos.

* La formacién de espuma con apariencia de panal de abejas,
estable por unos 30 minutos, se considera positivo a la
presencia de saponinas. ¢V

Quinonas.

Los quinonas son pigmentos, cuya caracteristica es su color, que

va del amarillo palido pasando por el anaranjado y el rojo al negro.

Estos compuestos se encuentran en la corteza y la raiz de las

plantas superiores, en los liquenes, los hongos, las bacterias, los

artropodos y en los equinodermos.

* Se tom6 una porcién del extracto seco.

* Se solubilizé con 1mL de diclorometano.

* Se le adicion6 1mL de NaOH al 5%.

* Se agité para homogenizar las fases, se dejo en reposo hasta

Su separacion.
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3.3.4.

Si la fase acuosa alcalina (superior), se colorea de rosado o rojo

el ensayo es positivo. @Y

Flavonoides.

Se realiz6 la determinacion cualitativa de flavonoides, siguiendo el

siguiente procedimiento:

Se tomé una alicuota del extracto hidroalcohdlico desecado y
se coloco en un vaso de precipitados.

Se agreg6 10mL de agua destilada.

Se solubilizé con ayuda de una bagueta de vidrio.

Se midié 1mL del extracto acuoso con la ayuda de una pipeta y
propipeta.

Se trasladd a un tubo de ensayo.

Se agreg6 un pequefio trozo de magnesio (Mg).

Se le agreg6 1mL de &cido clorhidrico concentrado (HCI) por las
paredes del tubo de ensayo, para acidificar la muestra.

Se dejé en reposo por cinco minutos.

Luego se visualiz6 la muestra, la obtencién de una coloracion

entre naranja a violeta, indica que la prueba es positiva. ¢

Método DPPH.

Preparacion del radical DPPH.

Se prepardé 100mL de la solucion de DPPH (2,2- difenil-1-picril-

hidrazilo) en metanol a una concentracion de 20mg/L.

Se pes6 dos miligramos (2mg) del radical DPPH, en una luna
de reloj previamente lavada, seca y tarada.
Se disolvio en 100mL de metanol al 80% (80mL de metanol y

20 mL de agua destilada).
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La solucion se llevo al equipo Vortex por 20 minutos, para lograr
su completa disolucién.
La solucion de DPPH se guard6 en una fiola de color ambar

rotulado, para proteger el reactivo de la luz. ?¥

Preparacion de las soluciones de la muestra.

Se preparé una solucién de la muestra a una concentracion de
300ug/mL, para lo cual se pes6 30mg del extracto seco, luego
se disolvié en 80mL la soluciébn metandlica al 80% (80 mL de
metanol y 20 mL de agua destilada), finalmente se enras6 a
100mL en una fiola.

Se preparo la disolucién de la muestra a una concentracion de
600ug/mL, para lo cual se pes6é 60mg del extracto seco, luego
se disolvié en 80mL de la solucién metandlica al 80% (80 mL de
metanol y 20 mL de agua destilada), luego se enrasé a 100mL

en una fiola. @4

Preparacion de las muestras con el DPPH.

Se tomd 0.75 mL de la solucion de la muestra con concentracion
de 300ug/mL, se le agreg6 1.50mL de la solucion de DPPH, con
lo que se obtuvo una muestra de concentracion 100ug/mL
(muestra C).

Luego se diluy6 la solucion de 300ug/mL con la solucion de
DPPH en una proporcion 1:5, para obtener una concentracion
de final de 50ug/ml (solucion D).

Luego se tom6 0.75 mL de la solucion de 600ug/mL, se le
agregé 1.50mL de la solucién de DPPH, obteniéndose una

concentracion final de 200ug/mL (solucion A).
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Luego se diluyo la solucion de 600ug/mL con la solucion de
DPPH en una proporcion 1:4, para obtener una concentracion

de final de 150ug/ml (solucién B). @4

Lectura de las muestras en el espectrofotdmetro.

Se dej6 en reposo las muestras por cinco minutos, protegidas
de la luz.

Luego las muestras fueron leidas en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 517nm.

Se registraron las lecturas obtenidas. %

Preparacion del blanco.

Se prepar6 el blanco con una solucion de metanol y agua
destilada en una proporcién de dos en uno (2:1), para ajustar el
espectrofotébmetro a cero.

Se preparé con 1.5 mL de metanol y 0.75 mL de muestra

(solucién A). 25

Lectura en el espectrofotémetro de las muestras.

Se conect6 el espectrofotdbmetro UV visible marca UNICO a la
red de energia eléctrica, se presiond el botén de encendido,
luego se programoé la absorbancia a una longitud de onda de
517um.

Se trasvaso a una celda de cuarzo el blanco de la muestray se
ajusto el esquipo a cero.

Se trasvas6 a una celda de cuarzo el patron de referencia y
midio la absorbancia.

Se trasvaso a una celda de cuarzo la mezcla de DPPH mas la

muestra (solucién A), se midio la absorbancia.
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— Se trasvaso a una celda de cuarzo la mezcla de DPPH més la
muestra (solucion B), se midid la absorbancia.

— Se trasvaso6 a una celda de cuarzo la mezcla de DPPH més la
muestra (solucion C), se midié la absorbancia.

— Se anoto los valores de absorbancia obtenidos.

Procedimiento para determinar la actividad antioxidante.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante o porcentaje de

captacion de radical libre de la muestra en estudio, se aplico la

siguiente formula: @5

: . (A2 — A3)
Capacidad antioxidante = 1 — T X 100

Célculo de la capacidad antioxidante:
Al= Absorbancia del patrén de referencia
A2= Absorbancia de la muestra

A3= Absorbancia del blanco de muestra

3.4. Técnicas de procesamiento de lainformacion.

— Todos los analisis se realizaron por triplicado.

— Los resultados finales se expresaron como valores promedio.

— Los analisis dieron como resultado valores que fueron ordenados para
su presentacion, mediante cuadros y tablas, empleando el programa
Microsoft Excel 2013.

3.5. Aspectos éticos.

En la investigacion realizada, no se incluy6 informacion sobre el estado

de salud de seres humanos ni manejo de animales de experimentacion o

biomodelos experimentales, por lo que no se requiere de la realizacion de

una declaracion sobre aspecticos éticos.
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4.1. Resultados.

CAPITULO IV.

RESULTADOS.

4.1.1. Andlisis fitoquimico.

Cuadro Ne 01

Analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico

Metabolito Secundario | Reactivo/Andlisis | Resultado
Mayer -
1 Alcaloides Wagner -
Dragendorff +
2 Aceites y grasas Extracto etéreo ++
3 Compuestos fendlicos Cloruro férrico o
totales
4 Saponinas. Prueba espuma -
5 Quinonas Borntréager ++
6 Flavonoides Magnesio ++

Datos de la investigacion.
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4.1.2. Determinaciéon de la actividad antioxidante (método
DPPH).

a) Concentraciones y absorbancia de la vitamina C.

Cuadro Ne 02

Concentraciones y absorbancia de la vitamina C

Concentracion (ug/mL) Absorbancia
20 0.926
10 0.580
5 0.340

Datos de la investigacion.

Grafico Ne 01
Concentraciones y capacidad antioxidante
Vitamina C

Absorbancia
©O O O 0o 0o o o o o
R N W DA U1 O N 00 O -

o

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00

Concentracién (pg/mL)

45



b) Concentraciones y absorbancia de la muestra.

Cuadro Ne 03
Concentraciones y absorbancia de la muestra
Concentracion (ug/mL) Absorbancia
200 0.368
150 0.397
100 0.452
50 0.496

Datos de la investigacion.

Grafico Ne 02
Concentraciones y absorbancia de la muestra
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c) Concentraciones y porcentaje de inhibicién de la muestra.

Cuadro Ne 04

Concentraciones y porcentaje de
inhibicion de la muestra

Concentracién (ug/mL) % Inhibicién.
200 36.56
150 31.55
100 22.07
50 14.48

Datos de la investigacion.

Grafico Ne 03.
Concentraciones y porcentaje de inhibicion de
la muestra
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4.2. Discusioén.
La realizacion del metabolismo en los seres vivos, produce sustancias
oxidantes perjudiciales para las células normales, por lo que el organismo
lucha por neutralizarlas mediante las enzimas antioxidantes, siendo
superada muchas veces, lo que provoca procesos inflamatorios,
enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades crénicas y
degenerativas como cardiopatias, diabetes y cancer. Los compuestos
fitoquimicos estan presentes de manera natural en los alimentos
vegetales, algunas presentan actividad antioxidante, los residuos de las
cosechas pueden presentar contenidos variables de materias de
importancia en fitoterapia.
El andlisis fitoquimico realizado al extracto hidroalcohdlico de las hojas
pos cosecha de Arachis hypogaea L (mani), tuvo como resultado la
determinacion de la presencia de aceites y grasas, compuestos fenélicos
totales, quinonas y flavonoides; de los cuales, los tres altimos tienen una
reconocida actividad antioxidante, los resultados se presentan en el
Cuadro Ne 01.
Como parte del estudio, se realiz6 la preparacion de tres soluciones de
Vitamina C a las concentraciones de 20, 10 y 5 ug/mL, luego se realiz6 la
lectura espectrofotométrica a 570 nm, las concentraciones y valores de
absorbancia se presentan en el Cuadro Ne 02.
A continuacion se realizé la preparacion de cuatro diluciones con el
extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas pos cosecha de Arachis
hypogaea L (mani), con concentraciones de 200, 150, 100 y 50 pg/mL,
luego se realiz6 la lectura de absorbancia en el espectrofotometro a 570
nm, las concentraciones y valores de absorbancia obtenidas se presentan

en el Cuadro Ne 03.
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Con los resultados de las lecturas de absorbancia de la muestra en
estudio, con las concentraciones de 200, 150, 100 y 50 pg/mL, se aplicé
de la formula presentada en la pagina numero 52, con lo que se obtuvo el
porcentaje de inhibicion el extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas
pos cosecha de Arachis hypogaea L (mani), la concentracion de 200
pug/mL, obtuvo el mas alto porcentaje de inhibicién con 36.56 %, seguido
de las concentraciones de 150 pg/mL con 31.55 %, 100 pug/mL con 22.07
% y 50 ug/mL con 14.48 %; las concentraciones y sus respectivos valores

de absorbancia se presentan en el Cuadro Ne 04.
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CONCLUSIONES.

La evaluacion de la actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcoholico de
las hojas pos cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani), permitié

llegar a las siguientes conclusiones:

2. Se obtuvo el extracto hidroalcohdlico de las hojas pos cosecha de la especie
vegetal Arachis hypogaea L (mani), para realizar los analisis que permitieron
conocer la composicion fitoquimica cualitativa y capacidad antioxidante.

3. Laevaluacioén de la composicion fitoquimica, revel6 la presencia de presencia
de aceites y grasas, compuestos fendlicos totales, quinonas y flavonoides, de
los cuales, los tres ultimos tienen una reconocida actividad antioxidante

4. La evaluacién de la actividad antioxidante reveld que la concentracién de 200
pug/mL, obtuvo el méas alto porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH con
36.56 %, seguido de las concentraciones de 150 pug/mL con 31.55 %, 100

pg/mL con 22.07 % y 50 pg/mL con 14.48 %.
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RECOMENDACIONES.

La evaluacion de la actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcoholico de
las hojas pos cosecha de la especie vegetal Arachis hypogaea L (mani), permitié

realizar las siguientes recomendaciones:

1. Resaltar la importancia del consumo de especies vegetales frescos, por ser
valiosas desde el aspecto nutricional, también debemos aprovecharlas como
fuente de nutracéuticos, de gran importancia en la salud.

2. Buscar utilidad a los desechos de la actividad agricola, aspecto importante
desde el punto de vista de la proteccion a la ecologia y naturaleza.

3. Promover la investigacion en especies vegetales autdctonas Uutiles en

fitoterapia.
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