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RESUMEN

Se plante6 como objetivo, determinar los polifenoles, flavonoides totales y actividad antioxidante
por los métodos de DPPH, ABTS y FRAP del extracto etandlico e hidroalcohdlico de Rumex
crispus L. “romaza”, la cual fue recolectada en el distrito de Sacsamarca, provincia de
Huancasancos y departamento de Ayacucho a 3,542 m.s.n.m, luego se trasladé a la Universidad
Nacional San Luis Gonzaga, con la finalidad de tratar la especie vegetal y obtener por maceracion
el extracto etandlico e hidroalcohdlico, brindando como resultados que los polifenoles y
flavonoides totales del extracto etandlico es mas activo a comparacion que el hidroalcohdlico, por
revelar una mayor cantidad de equivalentes segun el patrén usado para cada método como el acido
galico y la quercetina respectivamente, los valores fueron en base a 1 mg de extracto y otorgd el
extracto etanolico para polifenoles totales 146,99 ppm y de flavonoides totales 195,57 ppm,
mientras que la muestra hidroalcohélica nos brindé 75,95 ppm y 174,79 ppm, estos datos podrian
tener una relacion con la actividad antioxidante, porque también se evidencio que en todos los
ensayos como DPPH, ABTS y FRAP el extracto etandlico fue mejor que el hidroalcoholico, cabe
resaltar que la polaridad del solvente puede influenciar con la extraccion de algunos metabolitos
secundarios, concluyendo que el extracto etandlico de Rumex crispus L. “romaza” puede ser una
fuente con potencial antioxidante para frenar el estrés oxidativo que es el causante de algunas

patologias que aquejan al mundo.

Palabras claves: polifenoles, flavonoides, radicales libres y maceracion.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine the total polyphenol and flavonoid content, as well
as the antioxidant activity using the DPPH, ABTS, and FRAP methods, of the ethanolic and
hydroalcoholic extracts of Rumex crispus L. (“romaza”). The plant material was collected in the
district of Sacsamarca, province of Huancasancos, department of Ayacucho, Peru, at 3,542 meters
above sea level. Subsequently, it was transported to the National University San Luis Gonzaga,
where the plant material was processed and the ethanolic and hydroalcoholic extracts were
obtained by maceration. The results showed that the ethanolic extract presented higher total
polyphenol and flavonoid contents compared to the hydroalcoholic extract, revealing a greater
amount of equivalents according to the standards used for each method, namely gallic acid and
quercetin, respectively. The values were calculated based on 1 mg of extract. The ethanolic extract
showed total polyphenols of 146.99 ppm and total flavonoids of 195.57 ppm, whereas the
hydroalcoholic sample presented 75.95 ppm and 174.79 ppm, respectively. These results may be
related to the antioxidant activity, since it was also observed that in all assays (DPPH, ABTS, and
FRAP) the ethanolic extract exhibited better performance than the hydroalcoholic extract. It is
important to highlight that the polarity of the solvent may influence the extraction of certain
secondary metabolites. Therefore, it can be concluded that the ethanolic extract of Rumex crispus

L. (“romaza”) may represent a potential source of antioxidants capable of reducing oxidative
stress, which is associated with several diseases affecting the global population.

Keywords: polyphenols, flavonoids, free radicals, maceration.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales han desempefiado un rol muy importante con el pasar del tiempo,
debido a sus usos como remedios naturales, estos conocimientos se trasmiten por
generaciones desde la época de nuestros antepasados, estas plantas presentan sustancias
activas que son utiles para su defensa contra algunos depredadores, ademas de sintetizar
metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, compuestos fenolicos, alcaloides,
catequinas, entre otros; compuestos que pueden presentar acciones farmacoldgicas como

antiulcerosas, antiinflamatorias, antibacterianas, antifungicos, etc. (1,2).

Entonces, de lo mencionado anteriormente se recolectd en el departamento de Ayacucho,
provincia de Huancasancos, la especie vegetal Rumex crispus L. “romaza”, que es usado
de manera popular como astringente, depurativo, laxante, antidiarreico e incluso como
cataplasma de hojas fragmentadas es util para cualquier tipo de ulceras (3). En esta
investigacion se enfoc6 como objetivo general, determinar el contenido de polifenoles
totales, flavonoides y actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos y etanolicos
de las hojas de Rumex crispus L. "romaza", para poder neutralizar los radicales libres que
son sustancias que se encuentran inestables por presentar en su Orbita exterior un electron
desapareado, de esta manera buscan su estabilidad dafiando el 4cido desoxirribonucleico
(ADN), proteinas, lipidos, etc. Generando una cadena de moléculas dafiadas en secuencia,
la cual se le conoce como estrés oxidativo, causando algunas enfermedades cronicas como
la diabetes, neurodegenerativas (Parkinson y Alzheimer) e incluso hasta el cancer, ademas
de intervenir en el envejecimiento temprano de la piel con el surgimiento de manchas y

arrugas, entre otras patologias asociadas al problema mencionado. (4)

Existen antioxidantes (AO) que producen nuestro organismo para poder contrarrestar los
radicales libres, sin embargo, en ciertas condiciones no son suficientes, por eso se recurre
a la ingesta de algunos alimentos como frutas y/o verduras que nos beneficien a detener el
estrés oxidativo, también los AO se pueden encontrar en recursos naturales como las
plantas medicinales que contienen compuestos fitoquimicos (5). Es por ello que el trabajo
realizado busco nuevas alternativas con base cientifica y modelos experimentales a razon
de brindar una solucion contra las diversas enfermedades que son perjudiciales para la salud
e incluso organismos internacionales como la organizacion mundial de la salud (OMS) se
interesa y reconoce que la medicina tradicional es clave para algunas personas que no tienen
los medios econdmicos necesarios para obtener una guia terapéutica de primera linea,
comunidades que viven alejadas o en zonas rurales se les dificulta una atencion de calidad

(6). En este contexto se realza a Rumex crispus L. "romaza" como una fuente rica en

flavonoides y polifenoles totales con una alta capacidad antioxidante.
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1.1

1.2

Descripcion de la realidad problematica

En estos tiempos modernos de actividades laborales muy aceleradas, la humanidad
enfrenta graves problemas de salud que se traducen en la aparicion acelerada de una
serie de enfermedades, esta realidad nos muestra un marcado cuadro de interés que
incrementa la busqueda de compuestos bioactivos como los polifenoles y flavonoides,
nuestro pais tiene una inmensa y diversa cantidad de productos vegetales que ofrecen
multiples oportunidades de encontrar estos metabolitos secundarios muy asociados
con la capacidad para actuar como antioxidantes en las diversas dianas de los sistemas
biologicos. El mecanismo antioxidante puede tener diversas rutas y estan vinculados
con las capacidades ligar a los radicales libres que afecta los polimeros dianas, tales
como enzimas, proteina, grasa ADN, etc. Existen estudios que indican que Rumex
crispus L. "romaza" poseen un apreciable contenido de compuestos polifenélicos,
flavonoides y cumarinas (7) que le atribuyen una potente actividad antioxidante; sin
embargos hoy existen métodos mejorados y técnicas mas especificas de estudio que
mejoran el resultado de las pesquisas, sobre todo considerando otras especies ubicadas
en otras regiones del pais con diversos factores agronomicos y climaticos que podrian
proporcionar otros resultados, tenemos el problema que se desconocen el contenido
de compuestos bioactivos propuestos para el estudio y la posible actividad
antioxidante de la especie que crece alrededor de los campos de cultivo y es
considerado como mala hierba por los agricultores de la zona de recoleccion. Dentro
de ese contexto el estudio de la especie propuesta, aportd conocimientos basicos dentro

de las investigaciones en el campo de la fitoquimica.
Antecedentes de la investigacion

Las revisiones bibliografias referente a la especie en estudio me llevo a reportar los

siguientes antecedentes a nivel internacional, nacional y local, las mismas sustento en

el desarrollo del trabajo de investigacion sirviendo de referencia las tesis de los

siguientes autores:

Antecedentes internacionales

v' Begashaw S. et al. (8) en su estudio publicado en el (2024) denominado: “Rumex
crispus L: perfilado y evaluacion de las propiedades fitoquimicas, el potencial
antioxidante y las actividades antimicrobianas de los extractos de raiz”,
obtuvieron extractos de la raiz de Rumex crsipus L. por maceracion utilizando
solventes como etanol al 100%, 70% y agua destilada, brinddndonos como
resultados que solo los extractos etandlicos presentaron una alta concentracion de
fenoles totales y proantocianidinas, sin embargo, para la actividad antioxidante por

el método DPPH, sobresalio solo el extracto al 70% por lograr inhibir al 50% al
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radical con 10,6 ppm y el patron como el acido ascorbico fue de 10,53 ppm.

v" Huiqin Q. et al. (9) en la publicacion “Rumex crispus L.: Una revision exhaustiva
sobre botanica, usos tradicionales, fitoquimica, farmacologia y seguridad” (2025),
donde se plantearon como objetivos: proporcionar una vision sistematica de los
diversos usos dentro de la medicina tradicional, la fitoquimica, la farmacologia y
la seguridad de Rumex crispus. Al concluir sus investigaciones reportaron
aproximadamente 224 metabolitos de R. crispus, de los cuales se menciona a las
antraquinonas, derivados de naftaleno, flavonoides, aceite esencial, cumarinas,
estilbenos entre otros. Finalmente cabe destacar dentro de esta publicacion las
menciones respecto a los extractos crudos y aislados de R. crispus presentan
actividades antitumorales, antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias,
antiosteoporoticas, antidiabéticas y antialérgicas. En Conclusion, las recientes
investigaciones evidencian que la especie vegetal Rumex crispus es una especie
que contiene abundantes metabolitos secundarios con actividad farmacoldgica de
gran interés, de esta manera la investigacion de esta especie tiene interesantes
posibilidades por su efecto antiinflamatorio, antitumoral y anti osteoporotico.

Antecedentes nacionales

v' Séanchez P. (10) en su estudio denominado: “Caracterizacion Botanica y Fisico-
quimico de la planta comestible (Rumex crispus L.) Mala Yerba”, (2019) llego a
las siguientes conclusiones: Las hojas tiernas de esta especie, tienen bajo contenido
calorico (41,20 Kcal%), exenta de grasas y contenido significativo de proteinas
(4,0g%) y fibra cruda (1,60g%) por lo que considera como un alimento funcional
por su capacidad antioxidante. Se recomienda en dietas de adelgazamiento. Las
hojas tiernas se consumen cocidas principalmente en guisos con papas, tiene buena
aceptabilidad como las verduras comestibles.

v’ Vargas M. (11) en su investigacion: “Efecto cicatrizante del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Rumex cirspus L. “romaza”. Ayacucho — 20127,
utilizé la técnica metodoldgica de Miranda y Cuellar (1996) para determinar la
presencia de metabolitos secundarios en extractos hidroalcoholicos en hojas como

taninos, fenoles, flavonoides, esteroides y triterpenos, saponinas, catequinas y
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alcaloides. Extracto con los cuales logrd evaluar el efecto cicatrizante, mediante el
método de test de cicatrizacidon descrito por Howes. Utilizando ratones albinos
clasificados en 5 grupos y con pesos aproximado de 25 +/- 5g. con grupos de
tratamientos: gel (blanco), Dermaclin Plus®, (estandar), extracto hidroalcohdlico
de hojas al 1%; 2,5% y 5% de Rumex crispus L. "romaza", los cuales fueron
administrados en forma de gel; determind que el mejor efecto cicatrizante
corresponde al extracto hidroalcoholico de hojas al 5% en comparacion al
Dermaclin Plus®.

Diaz M. (12) en su articulo: “Actividad antioxidante y antiinflamatoria de los
compuestos fenolicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”.
Ayacucho, 2012” identifico mediante pruebas quimicas y espectrales los fenoles,
flavonoides, catequinas. Determind la actividad antioxidante y antiinflamatoria de
los grupos fenodlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. “romaza",
empleando la técnica in vitro del DPPH y el modelo in vivo de edema plantar
inducido en ratas Holtzman. Empled dosis de 50. 100 y 200 mg/kg usando como
estandar diclofenaco. La actividad antiinflamatoria expresada como area bajo la
curva (ABC) fue de 7,97; 7,58; 6,88 y 6,78 ml/h correspondiente a los tratamientos
con 50; 100; 200 mg/kg y diclofenaco. Concluyendo que los compuestos fendlicos
aislados de las hojas de Rumex crispus L. "romaza" tienen actividad
antiinflamatoria in vivo y antioxidante in vitro, donde la dosis de 200 mg/kg
muestra la mejor actividad antiinflamatoria estadisticamente similar al diclofenaco;
hallando el mayor porcentaje de actividad antioxidante a las concentraciones de 50
y 100 ug/ml similar a la quercetina y vitamina C. Los compuestos fendlicos de las
hojas de esta especie constituyen una fuente potencial para el tratamiento
antiinflamatorio y antioxidante.

Cordova D. (13) en su tesis de pregrado denominada: “Actividad antiulcerosa de
los compuestos fenodlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”.
Ayacucho 20157, uso6 el método de induccion de ulceras gastricas por accion del
etanol, comparando con ranitidina y omeprazol en un modelo experimental en
ratones blancos. Emple6é 35 ratones en 07 grupos de 05 animales cada uno,
aplicandoles en ayunas dosis de 5 mg/Kg, 10 mg/Kg y 20 mg/Kg de compuestos
fenolicos aislados de las hojas de la especie en estudio; 10 mg/Kg de omeprazol,
100 mg/Kg de ranitidina. El pre tratamiento con compuestos fendlicos aislados
redujo significativamente las lesiones ulcerosas con necrosis hemorragica inducida
con etanol, presentando 24.13%; 68,97% y 86,21% respectivamente, mientras que
omeprazol presento un efecto antiulcerogénico en un 93.10% de reduccion de la

lesion y la ranitidina con 89.66%. Los compuestos fendlicos aislados se
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identificaron mediante pruebas quimicas y espectrales reportandose la presencia de
dos 4cidos géalicos y un flavonoide. Se concluye que los compuestos fendlicos
aislados tienen actividad antiulcerosa sobre el tejido géstrico dafado, donde la
dosis 20 mg/Kg muestra la mejor actividad, similar a la ranitidina.
1.3 Justificacion e importancia
Las plantas medicinales, hoy en dia representan una inmensa reserva de diversidad
estructural y bioactividades, las cuales pueden utilizarse directamente o utilizarlas
como ruta de partida para la obtencion de nuevas moléculas; estudiarlas permiten
comprender con mayor claridad las vias celulares y rutas bioquimicas como
componente fundamental del proceso de hallazgo de nuevos farmacos. Las
investigaciones dentro de este campo, definen cada vez mas sus principales ventajas
respecto a las moléculas obtenidas de manera convencional por la via sintética, por
el hecho que las plantas medicinales ofrecen una enorme diversidad y complejidad
estructural, aparte de la informacion etnofarmacologica. La “romaza” Rumex crispus
L, conocida también como mastranzo, lengua de buey, romanza, vinagreras se utiliza
dentro de la medicina tradicional para tratar una diversidad de afecciones a la salud;
Se ha reportado que las hojas verdes bien molidas se utilizan en cataplasma para el
tratamiento de enfermedades a la piel como la dermatosis; en la curacion de llagas o
heridas. Las hojas maceradas en agua se utilizan como astringente en ciertas
afecciones oculares; se emplean en cocimiento, como depurativo; el cocimiento de la
raiz se utiliza en banos contra la sarna, el cocimiento de las raices se usa como tonico
y antiséptico (3), con la finalidad de incrementar mas los conocimientos y siendo
conscientes que todo aporte en la biisqueda de principios activos que resulten ser
beneficiosos para el tratamiento de diversas enfermedades al cual hoy en dia la
humanidad enfrenta y en mi condicion de bachiller en farmacia una carrera
directamente relacionado en este ambito de la ciencia, considero justificable e
importante generar mi aporte cientifico con el estudio de Determinacion de contenido
de polifenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante de los extractos
hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Rumex crispus L. "romaza".
1.4 Objetivos de la investigacion
1.4.1 Objetivo General
Determinar el contenido de polifenoles totales, flavonoides y actividad
antioxidante de los extractos hidroalcoholico y etanolico de las hojas de Rumex
crispus L. "romaza".
1.4.2 Objetivo Especifico
e Determinar el contenido de polifenoles totales, de los extractos

hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Rumex crispus L. "romaza".
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e Cuantificar el contenido de flavonoides de los extractos hidroalcohdlico y
etanolico de las hojas de Rumex crispus L. "romaza".
e Determinar la actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholico y
etanolico de las hojas de Rumex crispus L. "romaza" por los métodos de
DPPH, FRAP y ABTS.
1.5 Marco tedrico
1.5.1 Rumex crispus L. “romaza”
> Descripcion de la especie
Es una especie vegetal que se caracteriza por desarrollarse en suelos con
una alta concentracion de nitrégeno, por ello recibe el nombre de una planta
nitrofila, también es cosmopolita y subcosmopolita, habita en herbazales
hiimedos y lugares que se le conocen como zonas perturbadas y margenes

de caminos (14).

Figura 1. Estado natural de Rumex crispus L.
"romaza”

» Distribucion geografica y habitat
Habita normalmente en los pastizales, sin embargo, también suele aparecer
normalmente en los alfalfares y crecer en los campos que estan
predispuestos a la produccion de semillas (15).

» Usos populares de Rumex crispus L. “romaza”
La poblacién lo usa como infusion, por su accion diurética y vulneraria,
también lo empleaban como ténico y depurativo para tratar enfermedades

de la piel, tifias, eczemas entre otros, e incluso como laxante y astringente
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contra el paludismo, ictericia, a nivel de las vias digestivas por atonia y
fiebres fuertes (16).
» Clasificacion taxonémica:
Se pudo clasificar e identificar la especie botanica, de acuerdo a la
clasificacion de Arthur Cronquist, (1988) por el bidlogo David Maximo
Miranda Huaman, otorgando la siguiente taxonomia: (Ver anexos para la
certificacion botanica)
Reino: Plantae
Divisiéon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Polygonaceae
Sub Familia: Polygonoideae
Género: Rumex
Especie: Rumex crispus (L)
» Composicion quimica:
Rumex crispus L. "romaza", se informa que poseen compuestos tales como:
Antraquinonas (crisofanol, reocrisina, emodina, nepodina, crisofaneina,
frangulina, reocrisina) proantocianidinas  (cianidina, catequina,
epicatequina), acido ascorbico, proteinas, lipidos, Fosforo, Hierro, Calcio,
Sodio, Magnesio, oxalatos, antocianinas, antracenos, antranolas, taninos,
acido crisofanico, acido fosforico, antronas, glucosa, fructosa, fitosterol,
acido palmitico, acido estearico, acido crucico, acidos grasos insaturados
y saturados, terpenos (17).
1.5.2 Flavonoides
Las plantas vasculares generalmente sintetizan una gran variedad de
compuestos fenolicos durante su proceso de desarrollo y crecimiento, entre
estas estan los compuestos polifenolicos de bajo peso molecular como los
flavonoides. Estos compuestos son productos de la ruta biosintética de 4cido
fenilpropanoico, sustancias que intervienen en los vegetales para la formacion
de pigmentos, en la proteccion frente a la radiacion ultravioleta, en la defensa
durante la interaccion planta y los elementos patogenos, posiblemente
modificando la accién de distintas hormonas como las auxinas y las citoquininas
(18). En su estructura general consta de 15 carbonos, la cual se representa por
dos anillos de benceno, como se observa en la figura con las letras A y B, estos

se encuentran unidos por un anillo heterociclico de pirano (letra C) (19).
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Figura 2. Estructura general de los flavonoides.
Disponible en:
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3891543/

1.5.3 Antioxidantes

Las sustancias con propiedades antioxidantes, vienen hacer compuestos
quimicos que reaccionan, neutralizando, retardando, o previniendo la reaccion
en cadena generada por los procesos oxidativos de los radicales libres en un
sustrato. Los antioxidantes, son compuestos que incluyen: enzimas, vitaminas,

compuestos fendlicos, colorantes naturales y algunos minerales (20).

Antioxidante Radical libre Molécula sana
OO~

Ve e ¢ .
(0.8 &)
&)/ 54

N :/:/Jj / .

Figura 3.  Neutralizacion de un radical libre.
Disponible en: https://www.cebanatural.com/por-que-hablamos-
tanto-los-antioxidantes-blog-
(335.html1?srsltid=AfmBOoqWyA8rGm{KykBGYH5u5Y -
DfuNqSrHh8dd8c2yeDXFWwIb6r7X4 (21)

\

0
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1.5.4 Principales antioxidantes dietarios

v Vitamina C
Conocido también como acido ascorbico, es considerado dentro de las
vitaminas hidrosolubles y se encuentra presente en los alimentos de la dieta,
tiene una comprobada capacidad antioxidante. Esta demostrado que actlia
sobre los radicales libres del oxigeno (ROS), dentro del organismo humano

reduce la rigidez arterial e impide la agregacion plaquetaria (22).
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v" Tocoferoles

Se denomina a un conjunto de sustancias conocidas como vitamina E, actuan
dentro de nuestro organismo neutralizando la elaboracion de radicales libres,
y estabilizando las membranas a nivel los tejidos de la piel; enlenteciendo el

proceso de envejecimiento (22).
v" Carotenoides

Son compuestos que presentan elevadas actividades antioxidantes y
permiten disminuir el riesgo de padecer cancer, se considera que unos bajos
niveles de carotenoides dentro del organismo pueden ocasionar riesgo de

algunas de las enfermedades degenerativa (23).

v' Polifenoles
En su estructura quimica presentan grupos hidroxilos (OH), de esta manera
pueden realizar mecanismos como la transferencia de atomos de hidrogeno
(HAT) o la transferencia de electrones (SET), para retardar el estrés

oxidativo y atacar a los radicales libres (22).

Figura 4. Alimentos ricos en antioxidantes
Disponible en:
https://fundaciondelcorazon.com/blog-impulso-vital/3250-
antioxidantes-ique-son-y-para-que-sirven.html (22)

1.5.5 Radicales libres
Se originan de manera endogena a partir de las mitocondrias, las células
fagociticas, procesos inflamatorios, peroxisomas, etc. Sin embargo, de manera
exogena, también pueden producirse con la ingesta de alcohol, tabaco, la
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contaminacion ambiental, radiacion, entre otros, en consecuencia, generan
dafios a nivel molecular en sustancias biologicas, como el ADN, proteinas y
lipidos, provocando un estrés oxidativo, contribuyendo probablemente con la
aparicion de algunas enfermedades como el asma, hipertension, diabetes,

trastornos degenerativos, ateroesclerosis y demas patologias. (24)

Estrés Oxidativo

@ ° oy
[ I i PN ) 9/ o .. d
— — 4 = O
L\ g e °®
° ® L\ o
®
Célula sana Radicales libres Estrés oxidativo

dafian las células

Figura 5. Representacion del estrés oxidativo Disponible
en: https://www.isdin.com/es/blog/que-son-los-radicales- libres-y-la-
oxidacion-de-la-piel/ (25)

20


https://www.isdin.com/es/blog/que-son-los-radicales-libres-y-la-oxidacion-de-la-piel/
https://www.isdin.com/es/blog/que-son-los-radicales-libres-y-la-oxidacion-de-la-piel/
https://www.isdin.com/es/blog/que-son-los-radicales-libres-y-la-oxidacion-de-la-piel/

1L

ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1 Tipo, nivel y disefio de investigacion

2.2

2.1.1 Tipo de investigaciéon

Basica, porque profundiza el conocimiento cientifico y amplia la compresion

tedrica.

2.1.2 Nivel de investigacién
Descriptiva, alcanzo el registro, analisis e interpretacion de los diversos
resultados para determinar la actividad antioxidante y el contenido de
polifenoles totales y flavonoides de las muestras en estudio.

2.1.3 Diseiio de investigacion
Disefio experimental, manipulacion deliberada de la concentracion de la
variable independiente (extractos), estableciendo la influencia de dicha
operacion sobre la variable dependiente (Polifenoles, flavonoides y actividad
antioxidante).

Materiales de laboratorio:

e Probetas

e Matraz aforado

e Vasos de precipitado

e Embudos de vidrio

e Varillas

e Puntas amarillas

e Puntas celestes

e Cubetas o celdas

e Viales

e Crisoles

e Placas Petri

¢ Pinza de metal

e Soporte universal

e Doble nuez

e Aros

e Porta embudos

e Pipetas graduadas
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2.3

2.4

2.5

Tubos de ensayo
Pinzas de madera
Gradillas

Pipetas volumétricas

Equipos de laboratorio:

Balanza Analitica
Potencidometro
Refractdmetro
Mufla

Evaporador rotatorio

Espectrofotometro UV-Visible

Reactivos:

2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH)
2,4,6- tripiridyl-s-triazida (TPTZ)
Tricloruro férrico

Persulfato de potasio

Etanol 96%

Etanol 70%

Acetato de sodio

Acido acético

Hipotesis:

2.5.3 Hipétesis general:

El contenido de polifenoles totales, flavonoides y la actividad antioxidante en
los extractos hidroalcohoélico y etanolico de las hojas de Rumex crispus L.

"romaza" difieren significativamente.

2.5.4 Hipotesis especifica:

e  Los extractos hidroalcohodlico y etandlico de las hojas de Rumex crispus L.
"romaza" presentan un alto contenido de polifenoles totales.

e  Los extractos hidroalcohodlico y etandlico de las hojas de Rumex crispus L.
"romaza" presentan un alto contenido de flavonoides.

e  Los extractos hidroalcohodlico y etandlico de las hojas de Rumex crispus L.
"romaza" presentan una considerable actividad antioxidante por los

métodos empleados.
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2.6 Variables:
2.6.3 Variable Independiente:
Extractos hidroalcohdlico y etanolico de las hojas de Rumex crispus L.
"romaza".
2.4.2 Variable Dependiente:
Polifenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante
2.7 Poblacion y muestra
2.7.3 Poblacion

Especie vegetal Rumex crispus L. ubicada en el departamento de Ayacucho.

2.7.4 Muestra:
4 kilos de solo hojas de Rumex crispus L. como criterio de inclusion fue solo hojas
maduras en buen estado y como criterio de exclusion aquellas hojas que estuvieron

picadas, danadas u oxidadas.

2.8 Métodos, técnicas y procedimientos para la recoleccion de datos

2.8.3 Recoleccion de la muestra vegetal:

Se desarrolld en el distrito de Sacsamarca, ubicado en la Provincia de
Huancasancos del  departamento de  Ayacucho, recolectandose
aproximadamente 4 kilos de Rumex crispus L. a primeras horas de la mafiana
con la ayuda de tijeras de podar y bolsas de papel Kraft, luego fueron trasladadas
al laboratorio de fisicoquimica 1 y 2 de la facultad de Farmacia y bioquimica de

la Universidad Nacional San Luis Gonzaga para su respectivo tratamiento.

2.8.4 Tratamiento de la muestra:

e Seleccion: Se escogio las partes que se encontraron en buen estado, es
decir que no estén picadas, dafiadas u oxidadas y se separd para
continuar con la investigacion.

e Limpieza: Con cuidado se retir6 la suciedad como polvo o tierra, a fin
de que no afecte con los ensayos realizados.

e Secado: Fue de manera natural, es decir bajo sombra por un periodo de
15 dias, con movimientos diarios para un secado uniforme

e Conservacion: Se almacend en bolsas de material Kraft para seguir con
la extraccion definida.

2.8.5 Obtencion del extracto
Método de maceracion:

Meétodo de extraccion que consistio en poner a contacto, la materia vegetal y el
solvente, por un rango de tiempo, en este caso, se obtuvo dos extractos, uno
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hidroalcohdlico con alcohol de una graduacion de 70% y el otro con alcohol de

96%. Para lo cual se coloco 10g de la muestra molida en un vaso de precipitado.

y se adicion6 100 mL del solvente respectivo, se coloco en un bafio ultrasonido
por espacio de 30 minutos, luego se filtrd, al residuo se le vuelve adicionar 100
mL de solvente, y se repitio el proceso para juntar los filtrados y se llevarlo a

sequedad en un rotavapor a temperatura menor a 40°C (26).

2.8.6 Determinacion de polifenoles totales:

Se realizé por Folin-Ciocalteu: La determinacion de polifenoles totales de los
extractos fue usando (el reactivo cromogeno, es una mezcla de acido
fosfotiingstico y fosfomolibdico) empleado como estandar el acido gélico). Se
tomo 100 pL de muestras diluidas 1:10 con agua destilada, o las diluciones
respectivas del acido galico en el caso de la curva, se adiciond 1800 uL de agua,
250 pL de reactivo Folin-Ciocalteu y 500 puL de carbonato de sodio al 20%. La
mezcla se agitd vigorosamente y se completdé a 3mL con agua destilada, se
incub6 en oscuridad por un tiempo de 90 min. Se determind la absorbancia a
760 nm como un blanco de agua. Preparando una curva de acido galico entre 0
y 800 ppm para la cuantificacion respectiva. Los resultados se expresaron como

mg equivalentes de acido galico (GAEs) por mg de extracto o equivalente (27).

COOH coo |2 co0”
Na,CO
23 Z | - + €7 | &= oxidation half-reaction|
HO oH PH=10 R Y OR? 0 OH
OH R? 0
Antioxidant R"RZR*=0HorO Oxidized phenolic
compound

(Phenolic compound)

M=MoorW

(+6) (+5) (+6)
-3 -7
2[PM;2040] + e~ > 2[PMMgOy0] ¢ reduction half-reaction
F-C reagent (oxidant) (from antioxidant) reduced F-C reagent

Figura 6. Reaccion general del ensayo de Folin - Ciocalteu, por Munteanu.
Disponible en: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC10682990/ (27)

2.8.7 Determinacion de flavonoides totales por el método de tricloruro de

aluminio:

Se tomo una alicuota de 100 pL de las diferentes diluciones de los extractos, se
mezclaron con 1000 pL de agua destilada; posteriormente se adicion6 75 pL de
NaNO; al 5% mezclando vigorosamente, se dejo reaccionar por espacio de 5
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minutos. Luego se adiciond 150 pL de AICI3 al 10 %, se agitd y reposo por 6
minutos, para luego adicionar 500 pL. de NaOH 1 M. Se incubd por 5 minutos
para luego realizar la lectura de la absorbancia a 510 nm. Se prepar6 una curva
de calibracion con quercetina (50 — 700 ppm) y los resultados se reportaron

como mg equivalente de quercetina/ g de extracto o equivalente. (28)

2.8.8 Métodos para la actividad antioxidante

v" Ensayo de DPPH

M¢étodo de inhibicion, frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil
(DPPH): Preparacion del DPPH: se peso 3,9 mg de radical DPPH, disolviendo
con 50 ml de metanol, luego se enraso a un volumen de 100 mL y homogenizo
la solucion. Se verifico que la absorbancia de la solucion presente entre 0,9 a 1
unidades de absorbancia a una longitud de onda de 517 nm.
Determinacion: Se tomo 2,9 mL de la solucion del radical DPPH preparada en
una cubeta, se aprecio la absorbancia y se agrega 0,1 mL de las diluciones de
las muestras, agitando vigorosamente e incubando por 30 minutos en la
oscuridad, se volvio a leer en el espectrofotometro a 517 nm. Las muestras se
analizaron por duplicado, se determiné el porcentaje de inhibicion de cada
solucion analizada mediante la siguiente formula:

% inhibicion = ((A-B) /A) x 100
Doénde:
A: Absorbancia inicial del DPPH
B: Absorbancia de la Muestra
El resultado de la capacidad antioxidante fue expresado, como IC:50 que es la

concentracion capaz de inhibir el 50% de la absorbancia del radical DPPH (29).

NO, NO,
. H
O,N N—N + A-H O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET YELLOW
Figura 7. Cambio de  coloracion del radical = DPPH Disponible

en: https://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe (30)
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v Ensayo de ABTS (2,2'-azino-bis-(3-etil benzotiazolin-6 sulfonato de
amonio)
Se evalué por una pérdida de color del radical formado, para ello se tuvo que
oxidar con persulfato de potasio, e incubarlo por 12 a 18 horas a temperatura
ambiente bajo sombra, para generar un color azul verdoso y ser leido en un
espectrofotometro Ultravioleta — visible a una longitud de onda de 734 nm, para
anotar una absorbancia inicial de 0.680 + 0.02.
Para su reaccion, se mezcld 1 mL de lo mencionado anteriormente y se agregd
25 microlitros para que reaccione durante 30 minutos, cabe resaltar que se
prepar6 una bateria de diluciones para elaborar la grafica de dispersion

respectiva y compararlo con un patrén, en este caso se utilizo el acido galico

31).

"
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ABTSY (color verde) ABTS* (incaloro)
e T340
Figura 8. Reaccion de decoloracion del radical ABTS.
Disponible en:

https://dspace.uib.es/xmlui/bitstream/handle/11201/149796/Estevez_GuajardoFajard
o_Paula.pdf (32)

v" Ensayo de Capacidad antioxidante reductora de Hierro (FRAC)
Preparacion del reactivo FRAP: El reactivo FRAP, se prepar6 mezclando un
buffer acetato 300 mM (pH = 3.6); TPTZ 10 mM en HCL 40 mM; y tricloruro
férrico (FeCl13.6H20) 20 mM; en agua a una proporcion de 10:1:1 (V:V:V), para
la medicion de la actividad antioxidante de los extractos: A 3 mL del reactivo
FRAP se determind su absorbancia a 593nm (absorbancia inicial) y luego se
afiadié 100uL de cada una de las diluciones de los extractos o del patron Acido
galico) respectivo; se agitd en un vortex por 30 segundos. Después del tiempo
de incubacion, de 30 minutos; se realizo una nueva lectura de absorbancia a 593
nm (absorbancia final). A esta tltima, se resta la absorbancia inicial. Se procede
de la misma forma para todas las diluciones de patrén y las muestras, ensayando
por duplicado las muestras a condiciones ambientales. Los resultados se

expresaran como microgramos equivalentes de acido galico (33).
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Figura 9. Coloracion azul intenso por la reduccion de Fe+3 a Fe+2 Disponible
en: https://ru.dgb.unam.mx/server/api/core/bitstreams/869dfac7- 201b-440b-
a36e-253750d5fb44/content (34)

2.8.10 Caracterizacion fisicoquimica de los extractos

v Solidos totales AOAC 925.03B (35)
Se desarrolld por gravimetria, para lo cual se acondiciono placas Petri en una
estufa a 130° C, luego se llevd a un campana desecadora hasta alcanzar
temperatura ambiente, después se anotd su peso de la placa vacia para afiadir el
extracto cuantitativamente de 1 a 2 gramos, inmediatamente se coloco en la
estufa de nuevo pero sin la tapa de la placa Petri dentro del horno por 60
minutos, luego se transfirié a un desecador hasta que enfrié¢ y finalmente se peso
en una balanza analitica, los calculos para hallar el % de materia seca, fue lo
siguiente:
% de solidos totales: (W-Y) /P) x100
Doénde:
W: Peso de la placa Petri con los s6lidos totales
Y: Peso de la placa Petri vacia
P: Muestra en gramos

v" Cenizas totales AOAC 923.03 (35)
Aligual que los s6lidos totales, se calculd por gravimetria, con la diferencia que
en este ensayo se uso material de porcelana como los crisoles, debido a que la
muestra estuvo en una mufla a 550° C por 4 horas. Se tuvo que pesar de 2 a 4
gramos y antes de llevarlo al equipo de calcinacion se quemo las muestras en
una plancha de calentamiento, la operacidn matematica para expresarlo en
porcentaje, se ejecutd de la siguiente forma:

% de cenizas totales: ((U-J) /S) x100

Doénde:
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U: Peso del crisol con las cenizas totales

J: Peso del crisol vacio

S: Peso de la muestra

v Solidos solubles AOAC 932.12 (35)

Se prepar6 una solucion al 10% de los extractos, luego se afiadio de 3 a 5 gotas
en el prisma del refractometro digital, previamente el equipo se calibro para
ejecutar la lectura de manera directa.

pH AOAC 981,12 (35)

Las muestras se prepararon a razon de 1:10 y se llevo a un potenciometro digital
para determinar el nivel de acidez o alcalinidad que puede poseer, cabe resaltar

que el equipo se calibré a 3 puntos con los buffers respectivos.

2.9 Técnicas de procesamiento de la informacion:

» Recoleccion de datos analiticos
Las anotaciones de los resultados obtenidos se recopilaron en un cuaderno de
campo, siguiendo un protocolo de orden para no perder ninguna informacion.

» Procesamiento, interpretacion y analisis de datos
Los datos se procesaron en el programa Excel de Microsoft office Profesional
Plus 2019, para graficar las curvas de calibracion con los interceptos y pendientes
con su respectiva cuantificacion de polifenoles, flavonoides y actividad
antioxidante.

2.10 Aspectos éticos

Se respetd los derechos de autor de diversas publicaciones y/o articulos, citandolos

para evitar que se mal interprete el robo de informacion.
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III. RESULTADOS

Tabla 1. Patron de &cido galico para la determinacion de polifenoles totales.

Acido galico Absorbancia Absorbancia Absorbancia
(ppm) 1 2 Promedio
452 1,013 1,022 1,018
226 0,501 0,508 0,505
113 0,244 0,252 0,248
56,5 0,103 0,108 0,106
28,25 0,047 0,051 0,049

La concentracion de acido galico esta en partes por millon (ppm) y se realizo una lectura de

absorbancias por duplicado para trabajar con el promedio.

Acido gdlico - Patrén
1.200

y =0.0023x - 0.0166
1.000 R?=0.9998

0.800
0.600

0.400

Absorbancia Promedio

0.200

0.000
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Acido gélico (ppm)

Figura 10. Correlacion del acido galico (ppm) vs absorbancias promedio.
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Tabla 2. Determinacion de polifenoles totales de cada dilucion del extracto etandlico al 96% de

Rumex crispus L.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia Equivalentes de
96% 1 2 Promedio A. gilico
(mg/mL) (GAEjs)
5,68 1,701 1,713 1,707 749.,4
2,84 0,854 0,862 0,858 380,3
1,42 0,463 0,475 0,469 211,1
0,71 0,233 0,238 0,236 109,6
0,355 0,111 0,122 0,117 57,9

Se realizo diluciones seriadas a razon de 1:2, para obtener diversidad de puntos en la curva de

calibracion y hallar el (GAEs).

Extracto etanolico 96%

y=128.78x + 18.205
Rz = 0.9995

0 1 2 3 4 5 6
Extracto 96% mg/mL

Figura 11. Correlacion de GAEs (ppm) vs Extracto etanolico al 96% de Rumex crispus L. "romaza".

1 mg del extracto etanélico al 96% equivale a 146.99 ppm de acido gilico

30



Tabla 3. Determinacion de polifenoles totales de cada dilucion del extracto etanodlico 70% de
Rumex crispus L. "romaza"

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia Equivalentes de
70% 1 2 Promedio A. galico

(mg/mL) (GAEs)

5,7 0,727 0,735 0,731 325

2,9 0,382 0,386 0,384 174,2

1.4 0,213 0,218 0,216 100,9

0,7 0,112 0,119 0,116 574

0,4 0,079 0,085 0,082 429

Extracto etanolico 70%

350.0

y=53.061x +22.888
300.0 R%z =0.9997

250.0
200.0

150.0

GAEs (ppm)

100.0

50.0

0.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Extracto 70 % (mg/mL)

Figura 12. Correlacion de GAEs (ppm) vs extracto etanolico al 70% de Rumex crispus L.

"romaza".

1 mg del extracto etanélico al 70% equivale a 75.95 ppm de acido galico
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Tabla 4. Patron de quercetina para la valoracion de flavonoides totales.

Quercetina Absorbancia Absorbancia Absorbancia
(ppm) 1 2 Promedio
500 1,535 1,542 1,539
375 0,991 0,999 0,995
281 0,517 0,526 0,522
211 0,282 0,289 0,286
158 0,033 0,042 0,038

Nota: Se diluy6 las concentraciones de quercetina en relacion de 3:4 para graficar la curva de

calibracion y se ley6 la absorbancia por duplicado para utilizar su promedio.

1.800

1.600

1.400

1.200

1.000

0.800

Absorbancia Promedio

0.600

0.400

0.200

0.000

100

Quercetina - Patron

y=0.0044x - 0.6649
R? =0.9977

200

300

Quercetina (ppm)

400

Figura 13. Correlacion de la absorbancia promedio vs quercetina (ppm)
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Tabla 5. Valoracion de los flavonoides totales de cada dilucion del extracto etandlico al 96% de

Rumex crispus L. "romaza".

Extracto
96% Absorbancia Absorbancia Absorbancia FEQ
(mg/mL) 1 2 Promedio
7,6 1,166 1,175 1,171 417,1
5,7 0,862 0,868 0,865 347,7
43 0,653 0,659 0,656 300,2
32 0,531 0,542 0,537 273,0

Nota: FEQ, significa los flavonoides expresados como quercetina.

Extracto etanolico al 96%
450.0

400.0 y=33.176x +162.39
R? = 0.9954
350.0

300.0
250.0

200.0

FEQ (ppm)

150.0
100.0
50.0
0.0

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
Extracto al 96% (mg/mL)

Figura 14. Correlacion de FEQ (ppm) vs Extracto etanélico al 96% (mg/mL).

1 mg de extracto etandélico al 96% equivale a 195,57 ppm de quercetina
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Tabla 6. Valoracion de flavonoides totales de cada dilucion del extracto etandlico al 70% de

Rumex crispus L "romaza".

Extracto
70% Absorbancia Absorbancia Absorbancia FEQ
(mg/mL) 1 2 Promedio
7,6 0,323 0,328 0,326 225,1
5,7 0,268 0,279 0,274 2133
43 0,209 0,222 0,216 200,1
32 0,175 0,178 0,112 191,2
Extracto etandlico al 70%
230.0
y=7.8113x + 166.97
225.0 R%=10.992
220.0
215.0
€ 210.0
=
g 205.0
200.0
195.0
190.0
185.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Extracto al 70% (mg/mL)

Figura 15. Correlacion de FEQ (ppm) vs Extracto etandlico al 70 % (mg/mL)

1 mg de extracto etanoélico al 70% equivale a 174,79 ppm de quercetina
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Tabla 7. Patron de acido galico para determinar la actividad antioxidante por DPPH.

Acido Absorbancia Absorbancia Absorbancia % de
galico 1 2 Promedio Inhibicién
(ppm)
39,2 0,741 0.749 0,745 20,9
294 0,798 0,807 0,804 14,6
22,1 0,836 0,854 0,842 10,6
16,5 0,877 0,888 0,882 6,4
12,4 0,899 0,904 0,902 42

Absorbancia DPPH: 0,942

Acido galico - Patrén

25.0
y =0.6257x - 3.6068
20.0 R? = 0.9981
c
.S 15.0
L
a
E
<
$ 100
IS
5.0
0.0
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Acido galico ppm

Figura 16. Correlacion del % de inhibicion vs 4cido galico (ppm) por el método DPPH.

IC 50: 85,67 ppm de acido galico
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Tabla 8. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto etandlico al 96% a diversas

concentraciones por el método DPPH.

Extracto
etanolico Absorbancia Absorbancia Absorbancia % de
96% 1 2 Promedio Inhibicion
(mg/mL)
5,7 0,601 0,612 0,609 354
43 0,662 0,668 0,666 29,3
32 0,714 0,720 0,717 23,9
2.4 0,735 0,742 0,739 21,5
1,8 0,760 0,766 0,763 19,0

Absorbancia DPPH: 0,942

Extracto 96%

40.0

35.0 y=4.23X+11.158
R? = 0.9954

30.0

N
ul
o

15.0

% de Inhibicion
N
o
o

10.0
5.0

0.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

Extracto mg/mL

Figura 17. Correlacion del % de inhibicion vs el extracto etanélico al 96% de Rumex crispus L.

por el método DPPH.
IC 50: 9,18 mg del extracto etandlico al 96%
85,67 ppm de acido galico equivale a 9,18 mg del extracto al 96%

1 ppm de acido gailico equivale a 0.11 mg del extracto al 96%
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Tabla 9. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto etandlico al 70% de Rumex

crispus L. por el método DPPH

Extracto
etanolico Absorbancia Absorbancia Absorbancia % de
70% 1 2 Promedio Inhibicion

(mg/mL)
5,7 0,668 0,675 0,673 28,6
42 0,719 0,727 0,723 232
32 0,753 0,760 0,756 19,7
2.4 0,785 0,792 0,789 16,2
1,8 0,816 0,827 0,823 12,6

Absorbancia DPPH: 0,942

Extracto 70 %
35.0
30.0 y'=3.9896x + 6.3069
R2 = 0.9902
25.0
c
NS
© 20.0
0
=
<
v 15.0
©
X
10.0
5.0
0.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

Extracto mg/mL

Figura 18. Correlacion del % de inhibicion vs el extracto etanolico al 70% (mg/mL) de Rumex

crispus L. por el método DPPH
IC 50: 10,95 mg del extracto etandlico al 70%

85,67 ppm de acido galico equivale a 10,95 mg del extracto al 70%
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1 ppm de acido galico equivale a 0,13 mg del extracto al 70%

Tabla 10. Patron de 4cido galico para determinar la actividad antioxidante por el método ABTS.

Acido Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia
galico inicial inicial inicial Final
(ppm) 1 2 Promedio Promedio
17,30 0,253 0,259 0,257 0,433
8,65 0,488 0,495 0,492 0,198
43 0,575 0,580 0,578 0,112
2,2 0,639 0,644 0,641 0,049

Absorbancia del ABTS: 0,690

Acido gélico - Patrén

0.5
0.45 y=0.0 51x-0.C 53
0.4 R? jﬁ,
0.35

0.3 ,/
0.25 — pd
0.2 /

0.15 /
0.1 /
0.05 /
0

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Acido galico ppm

Absorbancia Final

Figura 19. Correlacion de la absorbancia promedio final vs 4cido gélico (ppm) por el método ABTS.
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Tabla 11. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto etanolico 96% de Rumex

crispus L. por el método ABTS.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia

etandlico inicial inicial inicial Final CAEAG
96% 1 2 Promedio Promedio

(mg/mL)
2,53 0,117 0,126 0,122 0,568 22,84
1,27 0,315 0,328 0,321 0,369 14,91
0,63 0,432 0,444 0,438 0,252 10,25
0,32 0,482 0,498 0,490 0,200 8,18
0,16 0,516 0,527 0,522 0,168 6,90

Absorbancia del ABTS: 0,690

Nota: CAEAG, significa la capacidad antioxidante equivalente al acido galico.

Extracto 96 %
25.00
y = 6.7097x + 6.0395
2 =
50.00 R2 = 0.9987
E 15.00
Q.
a
Q
<
£ 10.00
(]
5.00
0.00
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Extracto mg/mL

Figura 20. Correlacion de CAEAG (ppm) vs el extracto etandlico 96% (mg/mL) de Rumex crispus

L. por el método de ABTS.

1 mg de extracto equivale a 12,75 ppm de acido galico
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Tabla 12. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto etanolico 70% de Rumex

crispus L. por el método ABTS.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia

etandlico inicial inicial inicial Final CAEAG
70% 1 2 Promedio Promedio

(mg/mL)
2,60 0,071 0,076 0,074 0,616 24,75

1,3 0,386 0,394 0,390 0,300 12,16

0,65 0,551 0,557 0,554 0,136 5,63
0,33 0,631 0,643 0,636 0,054 2,36
0,16 0,662 0,670 0,664 0,026 1,25

Absorbancia del ABTS: 0,690

EXTRACTO 70%

y=9.747x - 0.589
RZ = 0.999

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00
Extracto mg/mL

Figura 21. Correlacion de CAEAG (ppm) vs concentraciones del extracto etandlico 70% por el

método ABTS.

1 mg de extracto equivale a 9,16 ppm de acido galico
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Tabla 13. Patron de acido galico para determinar la actividad antioxidante por el método FRAP.

Patron Absorbancia Absorbancia Absorbancia
Acido galico inicial inicial inicial
(ppm) 1 2 Promedio
20 0,137 0,145 0,142
15 0,092 0,104 0,097
11,3 0,066 0,075 0,069
8.4 0,038 0,045 0,041
6,3 0,026 0,033 0,031

Las absorbancias se leyeron por duplicado y se trabajo con los promedios.

Patron de acido galico
0.16

0.14 y=0.0083x - 0.0248
R? = 0.9956

0.12

0.1

0.08

0.06

Absorbancia Promedio

0.04

0.02

0 5 10 15 20 25

Acido galico ppm

Figura 22. Correlacion de las absorbancias y el acido galico (ppm) por el método FRAP.
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Tabla 14. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto etandlico 96% por el método

FRAP.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia
Etanolico inicial inicial inicial
96% 1 2 Promedio CAEAG
(mg/mL)
5,7 0,192 0,203 0,197 26,7
43 0,154 0,165 0,160 22,3
3,2 0,131 0,139 0,134 19,1
2.4 0,106 0,117 0,112 16,5
1,8 0,094 0,099 0,097 14,7
Extracto 96%
30.00
y=3.101x +9.1082
25.00 RZ = 0.9998
20.00
@)
& 15.00
<
O
10.00
5.00
0.00
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Extracto mg/mL
Figura 23. Correlacion de CAEAG vs el extracto etanolico 96% de Rumex crispus L. (mg/mL).

1 mg de extracto equivale a 12,21 ppm de acido galico
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Tabla 15. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto etanolico 70% de Rumex

crispus L. por el método FRAP.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia
Etanolico inicial inicial inicial
70% 1 2 Promedio CAEAG
(mg/mL)
5,7 0,138 0,146 0,143 20,22
42 0,113 0,125 0,119 17,33
3,2 0,101 0,109 0,104 15,52
2.4 0,085 0,091 0,088 13,59
1,8 0,079 0,086 0,083 12,99

Extracto 70%

25.00
20.00 y = 1.9074x + 9.3405
R? =0.9949
15.00
O
<
w
<
(U]
10.00
5.00
0.00
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Extracto mg/mL

Figura 24. Correlacion de CAEAG (ppm) vs Extracto etandlico 70% a diversas concentraciones

(mg/mL) por el método FRAP.

1 mg de extracto equivale a 11,25 ppm de acido galico
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Tabla 16. Caracterizacion fisicoquimica del extracto etanolico 96% de Rumex crispus L.

"romaza".
Parametros Resultados Unidades
Humedad 12,54 £0,91 %
Solidos totales 87,46 £ 091 %
Solidos solubles 6,2 +0,8 ° Brix
pH 3,75 £ 0,55
Cenizas totales 9,5+0,33 %
Color Verde oscuro -
Olor Suigéneris -
Aspecto Pasta densa -

Tabla 17. Caracterizacion fisicoquimica del extracto etandlico 70% de Rumex crispus L.

"romaza".
Parametros Resultados Unidades
Humedad 17,08 +£ 0,53 %
Solidos totales 82,92 £0,53 %
Solidos solubles 15,2 +0,96 ° Brix
pH 4,02 +£0,28
Cenizas totales 23,96 +0,31 %
Color Marrén oscuro -
Olor Suigéneris -
Aspecto Pasta viscosa ---
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Iv.

DISCUSION

Se ejecutd de manera exhaustiva la busqueda de informacion en diferentes fuentes de datos,
para poder discutir nuestros resultados con las investigaciones publicadas en sitios web
como Scielo, PubMed, ScienceDirect, repositorios de universidades, entre otros,
encontrando que en lo reportado por Huiqin y colaboradores, hallaron 224 metabolitos
secundarios de Rumex crispus L. “romaza”, entre ellos los flavonoides y compuestos
fenodlicos, lo que guarda similitud con nuestro estudio por cuantificar estos compuestos
bioactivos en el extractos etanolico (96%) e hidroalcoholico (70%) de dicha especie
vegetal, ademas de dar a conocer su potencial antioxidante y fortalecer la relacién que
pueden tener estas sustancias con algunas actividades farmacoldgicas, sin embargo, los
autores mencionados tuvieron limitaciones en ampliar los estudios recopilados por las pocas
publicaciones en actividades farmacologicas inexploradas (9). Por otro lado, en la tesis de
pregrado, para optar el titulo de quimico farmacéutico de Diaz Vivanco, Maria Esther; aislo
los compuestos fenolicos de las hojas de Rumex crispus L. para determinar la actividad
antiinflamatoria y antioxidante, este tltimo por el método DPPH, encontrando porcentajes
de inhibicion de 68.6%, 94.6% y 96.46% a las concentraciones de 10, 50 y 100 ppm
respectivamente, sin embargo, en nuestros resultados para el IC 50 del extracto etanolico
fue de 9,18 mg y el extracto hidroalcohélico de 10,95 mg, esta diferencia se puede deber a
que en nuestro trabajo se us6 el extracto crudo, mientras que la autora mencionada purifico
su muestra para aislar los compuestos de interés (12). A si mismo la actividad
antiinflamatoria esta relacionada con los antioxidantes, a razén de que un proceso

inflamatorio existe proliferacion de radicales libres (36).

Con respecto a solo nuestros resultados, el extracto etandlico e hidroalcohdlico se
sometieron a diferentes ensayos para cuantificar los polifenoles, flavonoides totales y la
actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y FRAP, evidenciando que solo el
extracto etanolico es el mas activo a comparacion que el extracto hidroalcohdlico en
relacion a todas las técnicas mencionadas, una apreciacion de lo dicho se visualiza en la
figura 23 y 24 con el método FRAP, donde resalta el extracto etandlico, porque con tan solo
1 mg, su CAEAG es mayor que el extracto hidroalcohdlico, observando de otra perspectiva
en la valoracion de la capacidad antioxidante por el método DPPH, el extracto etandlico
sigue siendo el mas activo a causa de que se compara con la referencia (acido galico) y el
resultado que mostro es el que mas se acerca al patron como se aprecia en la figura 17 y
18, una respuesta a este suceso se puede deber a la polaridad del solvente para su extraccion
de algunos metabolitos secundarios por su solubilidad en etanol de 96% y 70% (37),
justamente estas diferencia de concentracion de solventes también se ve reflejada en las

caracteristicas fisicoquimicas segun la tabla 16 y 17.
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V.

CONCLUSIONES

1.

Se logr6é cuantificar exitosamente los polifenoles, flavonoides totales y Ia
actividad antioxidante del extracto etandlico e hidroalcohdlico de Rumex crispus
L. “romaza”.

El contenido de polifenoles totales expresados como equivalentes de acido
galico, en relacion a 1 mg del extracto etandlico fue de 146,99 ppm (GAEs) y
para el extracto hidroalcohoélico de 75,95 ppm (GAEs).

El contenido de flavonoides totales expresados como equivalentes de quercetina,
en relacion a 1 mg del extracto etanolico fue de 195,57 ppm (FEQ) y para el
extracto hidroalcoholico de 174,79 ppm (FEQ).

El extracto etandlico de Rumex crispus L. fue el mas activo a comparacion que
el hidroalcoholico en todos los métodos antioxidantes evaluados, resaltando el

ensayo ABTS por presentar mayor cantidad de CAEAG con 12,75 ppm.
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VI

RECOMENDACIONES

1.

Evaluar la capacidad antioxidante de Rumex crispus L. “romaza” en las
diferentes estaciones del afio.

Profundizar con la actividad antioxidante mediante ensayos in vivo.

Investigar el extracto de Rumex crispus L con solventes de diferente polaridad
para la cuantificacion de polifenoles, flavonoides totales y la actividad
antioxidante.

Realizar el aislamiento de metabolitos secundarios de interés mediante técnicas

cromatograficas para el disefio de un producto farmaceutico.
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VIII.

ANEXOS

CERTIFICACION BOTANICA
“ANO DE LA RECUPERACION Y CONSOLIDACION DE LA ECONOMIA PERUANA"

El Blgo. Que, suscribe ha determinado que, la muestra biologica presentada
por el bachiller en Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional "San Luis
Gonzaga" IDROGO MEGO CARLOS JEAN PIER, con DNI N* 72809868, para
su clasificacion taxonomica, la misma que pertenece al nombre cientifico de

Rumex crispus (L) “romaza’, segin Sistema de Clasificacion de Arthur

Cronquist, (1988).
REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: CARYOPHYLLALES

FAMILIA: POLYGONACEAE
SUB FAMILIA: POLYGONOIDEAE
GENERO: Rumex
ESPECIE: Rumex crispus (L)
N.V. ‘romaza”
Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado para fines de

estudio.

ica, 30 de abril 2025

BIOLOGO
CBP. 3681

Figura 25. Clasificacion taxondémica de Rumex crispus L.

53




Figura 26. Seleccion y limpieza del material vegetal Rumex crispus L. "romaza".

Figura 27. Secado de Rumex crispus L "romaza".
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Figura 28. Fragmentacion de la especie vegetal Rumex crispus L. "romaza".

Figura 289. Conservacion de la especie vegetal Rumex crispus L. "romaza" para su extraccion.
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Figura 29. Maceracion de la especie vegetal Rumex crispus L. "romaza"

con etanol al 96% y 70%.

Figura 30. Filtrado de la maceracion de los extractos al 96% y 70% de

Rumex crispus L. "romaza".
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Figura 31. Extractos concentrados de 96% y 70% de Rumex crispus L. "romaza".

Figura 32. Preparacion de la quercetina para la cuantificacion de flavonoides totales.
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Figura 334. Preparacion del acido galico para la valoracion de los polifenoles totales.

Figura 34. Determinacion de la actividad antioxidante de todos los tratamientos

evaluados.
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Figura 35. Lectura de las absorbancias para la cuantificacion de polifenoles, flavonoides

totales y actividad antioxidante de Rumex crispus L. "romaza".

Figura 36. Peso de las muestras para la determinacion de las cenizas

totales.
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Figura 38. Disolucion de los extractos en bafio de ultrasonido para

los diversos ensayos evaluados.
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