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Resumen
El presente trabajo tiene como objetivo determinar la actividad antioxidante y citotoxica del
extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) proveniente de
Cafete-Lima. Método y Materiales se realiz6 en los laboratorios de la Universidad
Interamericana para el Desarrollo, con el apoyo del Instituto de investigacion de
Bioquimica y Biologia molecular- (IIBBM) de la Universidad Nacional Agraria la Molina
(UNALM); se recolecto 100g del fruto de arandano proveniente de Cafiete- Lima, todas son
escogidas y seleccionadas, se prosiguio hacer el secado a 40°C, luego se desarroll6 el
previo estudio preliminar de la marcha fitoquimica con la preparacion del extracto
hidroalcohdlico y el tamizaje fitoquimico para la determinacion de metabolitos del fruto de
Vaccinium corymbosum(arandano). Por separado se realizd una extraccion del extracto
hidroalcohdlico con lo cual se determind la capacidad antioxidante mediante los métodos
de DPPH y ABTS. Para la evaluacion de la actividad citotoxica se realiz6 la técnica de la
capacidad inhibitoria por concentraciones de los extractos vegetales. Resultados el extracto
hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) presenta como estudio
preliminar lactonas a, b- insaturadas, triterpenos y/o esteroides, flavonoides, compuestos
fenolicos y aminoacidos; en el ensayo de DPPH para determinar la actividad antioxidante
del extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano) mostro que la
concentracion 2.5mg/ml (2.5%) evidencio 54.58% de inhibicion de radicales. En el ensayo
ABTS para determinar la actividad antioxidante del fruto de Vaccinium corymbosum
(ardndano) evidencio 16418Um (16.418 mM) equivalentes de trolox/100g. En el ensayo
para determinar el efecto citostatico del extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium
corymbosum (arandano) sobre las semillas de Lactuca sativa evidencio que a las
concentraciones 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 mg no se evidencio actividad citotdxica
estadisticamente significativamente respecto al control (p>0.05).Conclusiones el extracto
hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) proveniente de Carfiete-
Lima presenta grupos de compuestos quimicos, asimismo presenta actividad antioxidante y

presentan efecto citotoxico frente a semillas de lechuga.

Palabras claves: Actividad antioxidante, arandano, métodos ABTS y DPPH, inhibicidn.



Abstract

The objective of this work is to determine the antioxidant and cytotoxic activity of the
hydroalcoholic extract of the fruit of Vaccinium corymbosum (cranberry) from Cariete-
Lima. Method and Materials made in the laboratories of the Inter-American University for
Development, with the support of the Research Institute of Biochemistry and Molecular
Biology (IIBBM) of the National Agrarian University of La Molina (UNALM); 100g of the
blueberry fruit from Cafiete-Lima was collected, all are chosen and selected, drying was
continued at 40 ° C, then the preliminary preliminary study of the phytochemical march
was carried out with the preparation of the hydroalcoholic extract and the phytochemical
screening for the determination of metabolites of the fruit of Vaccinium corymbosum
(cranberry). Separately, an extraction of the hydroalcoholic extract was carried out, with
which the antioxidant capacity was determined using the DPPH and ABTS methods. For
the evaluation of cytotoxic activity, the technique of inhibitory capacity by concentration of
plant extracts was performed. Results The hydroalcoholic extract of the fruit of Vaccinium
corymbosum (cranberry) presents as a preliminary study lactone a, b-unsaturated,
triterpenes and / or steroids, flavonoids, phenolic compounds and amino acids; in the DPPH
test to determine the antioxidant activity of the hydroalcoholic extract of the fruit of
Vaccinium corymbosum (cranberry) showed that the concentration 2.5mg / ml (2.5%)
evidence 54.58% radical inhibition. In the ABTS test to determine the antioxidant activity
of the fruit of Vaccinium corymbosum (cranberry) evidence 16418Um (16,418 mM)
equivalent of trolox / 100g. In the test to determine the cytostatic effect of the
hydroalcoholic extract of the fruit of Vaccinium corymbosum (cranberry) on the seeds of
Lactuca sativa, it showed that at the concentrations 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 mg, no statistically
significant cytotoxic activity was observed with respect to control (p> 0.05). Conclusions
The hydroalcoholic extract of the fruit of Vaccinium corymbosum (cranberry) from Cafiete-
Lima presents groups of chemical compounds, also presents antioxidant activity and has a

cytotoxic effect against lettuce seeds.

Keywords: Antioxidant activity, cranberry, ABTS and DPPH methods, inhibition.
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Introduccion

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas, estas reacciones de oxidacién pueden producir radicales que reaccionan en
cadena dafiando células, por lo tanto, los antioxidantes terminan estas reacciones quitando
intermedios del radical e inhibiendo otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos
mismos. El estrés oxidativo contribuye a un alto porcentaje de enfermedades como
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, en muchos de estos casos, no es claro si los oxidantes
llegan a desencadenar la enfermedad o si se producen como consecuencia de esta, llegando

a provocar sintomas de las enfermedades.

El consumo de antioxidantes es fundamental para mantener una buena salud plena,
podemos encontrar antioxidantes en el ajo, arroz integral, olivo, café, coliflor, berenjena,

jengibre, perejil, cebolla, citricos, entre otros alimentos.

El consumo de las frutas debe ser basico en la dieta diaria para poder conseguir un
equilibrio de una vida saludable; ya que aporta nutrientes, vitaminas y minerales esenciales
para el correcto funcionamiento del organismo. Ademas de ser muy nutritivas las frutas
contienen compuestos bioactivos y que sus consumos frecuentes pueden prevenir diversas
enfermedades. El arandano (Vaccinium corymbosum) es una planta originaria de Norte
América pertenecientes a la familia de las ericaceas, forma parte del grupo de las frutas
denominadas comercialmente como Berry, estan caracterizadas principalmente como una
de las frutas con mayor cantidad de nutrientes con altos contenidos de antioxidantes para
ayudar a reducir la oxidacion del colesterol malo en las arterias y prevenir a las personas el

riesgo de sufrir infartos y enfermedades cardiovasculares.

Por tanto, en este estudio, se trata de caracterizar quimicamente y evaluar la actividad
antioxidante y citotdxico del extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium corymbosum
proveniente de Cafiete- Lima, con el fin de ampliar conocimientos del fruto relacionados
con la actividad antioxidante y citotoxico ya que en el futuro servird como marco

referencial para futuras investigaciones en el area de salud



Capitulo |

Planteamiento del problema

1.1.  Descripcidn de la realidad problematica

El uso de las plantas medicinales a lo largo de la historia ha significado la base del
conocimiento etnobotanica de los pueblos el cual se ha conservado y trasmitido de
generacion en generacion. El Per( posee una antigua experiencia en el uso de las plantas
medicinales, empleando entre ellas los tallos, hojas, flores, frutos o semillas con fines
medicinales, demostrando su eficiencia y eficacia a través del uso tradicional, el cual ha
aumentado gradualmente en la poblacién en general, siendo su aplicacion mayor en zonas
rurales o de escasos recursos socioecondémicos, en donde los pobladores aprovechan los
recursos y la biodiversidad existente en dichas regiones. Vaccinium corymbosum
(arandano) es un fruto originario de Asia y Europa habiéndose adaptado en el Perl en la
zona costera, especialmente en la regién La Libertad, en donde se concentra el mayor
porcentaje de produccion nacional. Otras zonas donde el cultivo funciona bien son Huaral y
Cariete, que son provincias ubicadas al norte y sur de la region Lima, pudiendo verse en
estado silvestre en méargenes de caminos o torrenteras. Estas frutas son de bajo valor
caldrico por el escaso aporte de hidratos de carbono, son ricas en vitamina C, en general los
arandanos silvestres son buena fuente de fibra para mejorar el transito intestinal. Contienen
taninos, &cidos organicos y sustancia hipoglucemiantes, el fruto seco se utiliza

superficialmente en inflamaciones leves de la mucosa bucofaringea.

Ya que es importante el fruto es necesario conocer sus propiedades funcionales, por lo que

se plantea evaluar su actividad antioxidante y caracterizar quimicamente



1.2.

1.2.1.

Formulacion del problema

Problema general

¢Presenta actividad antioxidante y citotoxica el extracto hidroalcohdlico del fruto de

Vaccinium corymbosum (arandano)?

1.2.2.

1.3.

1.3.1.

Problemas especificos

¢Cudl sera la actividad antioxidante que presenta el extracto hidroalcohdlico del
fruto de Vaccinium corymbosum (arandano)?

¢Cual es el andlisis citotdxico del extracto hidroalcohodlico del fruto de Vaccinium

corymbosum (arandano)?

Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Determinar la actividad antioxidante y citotdxica del extracto hidroalcohdlico del fruto de

Vaccinium corymbosum (ardndano) proveniente de Cafiete, Lima.

1.3.2.

1.4.

Objetivos especificos

Evaluar la actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico del fruto de
Vaccinium corymbosum (arandano) por los métodos DPPH y ABTS.

Evaluar el efecto citotoxico del extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium
corymbosum (ardndano) frente a semillas de lechuga.

Justificacion

“Vaccinium corymbosum (ardndano) es natural de Asia y Europa, son pequefios frutos de

color oscuro (morado, azulado) han sido utilizados desde afios atras como tratamiento de

diferentes patologias, desde una simple gripe hasta problemas reumaticos.



Hoy en dia, se han realizado estudios e investigaciones proporcionando a los arandanos

diversas propiedades curativas y un buen aporte para nuestra nutricion”. Aldaba, et al
(2016).

“La actividad antioxidante tiene como funcion importante en las enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer y Parkinson), cardiovasculares, estrés oxidativo (causando
desequilibrio de nuestro organismo, eso hace que afecte y cause un deterioro a nuestras

células asi aparecen diferentes patologias) y prevencion de enfermedades cancerigenas”.

“Entonces, los frutos y plantas dan una buena conveniencia para el estudio y conocimientos
de nuevos compuestos naturales con diferentes actividades para una prevencién de
trastornos en la salud. Si nos centramos desde el punto de vista social son de mucha
importancia ya que pueden ser consumidas sin causar dafio si no mejoria a una enfermedad
y una adecuada salud en especial a personas con bajo recurso socioeconomico”. Arbayza, et
al (2014).

“El estudio y la determinacién del analisis antioxidante y citotoxico del extracto
hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) permitira ampliar la base
de conocimientos acerca del potencial de frutas relacionadas con la actividad antioxidante,
lo que servira como marco referencial para futuras investigaciones, en el campo de la

salud.”

“Se ha visto que el arandano como una siembra cautivadora para crecer, extender en la zona
del norte y sur chico de Lima por las condiciones climaticas, el agua de dichas zonas tiene
un buen abastecimiento en la actividad agricola y los meses de contraestacion son Agosto —

noviembre”. Castrejon, et al (2008).



Capitulo 11

Fundamentos tedricos

2.1. Antecedentes

2.1.1. Nacionales

Price, et al (2017). Realizaron el trabajo de investigacion titulado: “Efecto del refrigerado y
congelado en el contenido de polifenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante de
arandanos (Vaccinium Corymbosum, Variedad “Biloxi”) cultivados en diferentes
microclimas de Pert”. Realizaron las determinaciones de polifenoles totales, antocianinas
totales y actividad antioxidante de arandanos (IC50) utilizando los métodos de Folin-
Ciocalteu, pH diferencial y Brand-Williams, respectivamente. Ademas, se determinaron pH
y grados Brix, asi como la cinética de degradacion de antocianinas en el tiempo.
Concluyendo que la actividad antioxidante también mostré un incremento (56,7% en
refrigeracion y 58,6% en congelacion).

Alayo (2017). Realizo el trabajo de investigacion titulado: “Estudio comparativo de la
actividad antioxidante de los frutos de Prunus serotina y el Vaccinium corymbosum”, con
el objetivo de determinar la cantidad necesaria de la muestra para que los antioxidantes
tengan efecto frente a la accion de los radicales libres, para la recoleccion de datos se aplico
una ficha de observacion. Se evidencio que el fruto del capuli contiene 23.41ug de
antocianina/ml de IC50 del extracto etandlico y su porcentaje de captura del radical de
DPPH es de 90,38% mientras que el fruto del arandano contiene 43.39ug de antocianina/ml
de IC50 del extracto etandlico y su porcentaje de captura DPPH es de 85.19%.
Concluyendo asi que el fruto del capuli muestra una ligera ventaja en cuanto a su capacidad

antioxidante.

Reyes y Vega (2017). Realizaron el trabajo de investigacion titulado: “Caracteristicas
farmacognosticas y cuantificacién del contenido de polifenoles totales del fruto de
Vaccinium corymbosum L. (arandano)”. La especie vegetal fue recolectada de La Region de
Cajamarca, se determin6 por el méetodo de percepcion y fisicoquimico Finalmente se
determind el contenido de fenoles totales mediante el meétodo de Folin Ciocalteu siendo de:
1277,78 mg GAE/100 g de peso seco. Concluyendo la presencia de compuestos fendlicos,



flavonoides, antocianidinas, azlcares reductores y aminoacidos tanto para el extracto

etanolico y acuoso.

2.1.2. Internacionales

Torrenegra y Villalobos (2016). Realizaron el estudio de la evaluacion de la actividad
antioxidante de las pulpas de Rubus glaucus B, Vaccinium floribundum K y Beta vulgaris
L. La pulpa se obtuvo a partir del fruto fueron adquiridas en un mercado local de la ciudad
de Cartagena, Bolivar, la actividad antioxidante fue determinada mediante la técnica de
actividad antiradicalaria por el método DPPH. Concluyendo que la pulpa de Rubus glaucus
B. variedad Castilla, Vaccinium floribundum K y Beta vulgaris L, son considerados como

promisorios para disefiar productos nutracéuticos por su elevada actividad antioxidante.

Aldaba y Concha (2016). En México realizaron un trabajo de investigacion titulado:
“Funcionalidad del arandano azul (Vaccinium corymbosum L.)”. El objetivo del trabajo fue
analizar los fenoles totales y la capacidad antioxidante en esta fruta usando el método del
ABTS los resultados fueron expresados en mg de Trolox/100g de muestra. Concluyendo un

alto contenido fendlico de las muestras analizadas.

Gaviria, et al (2012). En Colombia realizaron un trabajo titulado: “Cambios en la Actividad
Antioxidante en Frutos de Mortifio (Vaccinium meridionale Sw.) durante su Desarrollo y
Maduracion.” En el estudio se evalu6 la variacion en el contenido de fenoles y antocianinas
totales y de la actividad antioxidante por las metodologias de ABTS, DPPH, FRAP y
ORALC. EI contenido de antocianinas varié desde 4,2 mg eq cianidin-3-glucosido/ 100 g FF
hasta 271,9 mg eq cianidin-3-glucosido/ 100 g FF al final de la maduracion. Concluyendo

que hallaron altos valores en la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales.

Abreu, et al (2008). En Cuba realizaron un estudio titulado: “Fitoquimica del género
Vaccinium ericaceae”. Usaron el método de consultar las bases de datos: NAPRALERT y
Phytochemical and Ethnobotanical Database y la literatura disponible con resultados
predominantes en metabolitos, principalmente en el fruto, hallando: benzenoides,
flavonoides, fenilpropanoides concluyendo que en este género representa un campo con
probabilidades de éxito para la obtencion de medicamentos herbarios o suplementos

nutricionales



2.2. Bases tedricos

2.2.1. Generalidades de Vaccinium corymbosum L.

“El arandano azul es un arbusto terrestre, de caracteristicas rizomaticas, es decir que las
ramas nacen de manera subterranea. Las hojas presentan un verde brillante, perennes y se
presentan de forma alterna, con bordes aserrados o lisos. Se encuentran unidas al tallo por
un peciolo corto, las hojas en otofio adquieren colores muy destacados por lo que, ademas
de la consideracion de sus frutos son plantas con un hermoso aspecto ornamenta, las flores
son de forma acampanada, de color rosas, rojas, blanca o purpuras. En tanto que sus frutos
comestibles nacen a partir de un ovario inferior por lo que botanicamente se le denomina

bayas”. Henostroza, et al (2016).

“Para el cultivo del fruto deben tenerse en cuenta las caracteristicas del suelo, dado que esta
planta cuenta con un sistema de raices muy finas y fibrosas, la mayor parte de ellas se
concentran en menos de los 50cm de profundidad. Esta superficialidad se debe a que no
poseen la fuerza necesaria para atravesar suelos compactos. Por ello el terreno debe ser
suelto, bien drenado y con un importante contenido de materia organica. El terreno debera

estar preparado y con surcos”. Pino (2007).

“En cuanto al clima, los arandanos prefieren los climas moderados, requiriendo una
cantidad de horas de frio, que van desde las 400 a las 1200 horas, en temperaturas cercanas
a los 7 °C de esta manera pueden cumplir el receso de invierno y cuando rompen la lentecia
se vuelven sensibles a las heladas, por lo que requieren de una proteccion especial ante
ellas”. Henostroza (2016).

2.2.2. Clasificacion taxondmica

La muestra fue identificada en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (N°181-USM-2019) segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist

(1988). Vaccinium corymbosum L. “arandano” tiene la siguiente posicién taxondmica.



DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: ERICALES
FAMILIA: ERICACEAE
GENERO: Vaccinium
Especie: Vaccinium corymbosum L.
NOMBRE COMUN: ardndano

2.2.3. Propiedades nutritivas

“Estas frutas son de bajo valor caldrico por su escaso aporte de hidratos de carbono. Son
especialmente ricas en vitamina C las grosellas negras y las rojas, que tienen cantidades
mayores que algunos citricos. En general las bayas silvestres son buena fuente de fibra; que
mejora el transito intestinal, y de potasio, hierro y calcio (estos dos ultimos de peor
aprovechamiento que los procedentes de alimentos de origen animal), taninos de accién
astringente y de diversos acidos organicos. Sin embargo, lo que en realidad caracteriza a
estas frutas es su abundancia de pigmentos naturales (antocianos y carotenoides) de accién
antioxidante”. Moze, et al (2011).

“En la alimentacion humana; este tipo de frutas constituyen una de las fuentes mas
importantes de antocianos, que les confieren su color caracteristico y que estan junto con
acidos organicos tales como el acido oxalico o el &cido malico, responsables también de su
labor. La vitamina C tiene accion antioxidante, al igual que los antocianos y carotenoides.
Dicha vitamina interviene en la formacion de colageno huesos y dientes, glébulos rojos y
favorece la absorcion del hierro de los alimentos y la resistencia a las infecciones. El
potasio es necesario para la transmisién y generacion del impulso nervioso, para la
actividad muscular normal e interviene en el equilibrio de agua dentro y fuera de la célula”.
Samad, et al (2016).



Composicién por 100g de porcion comestible
Calorias 30.1

Carbohidratos () 6.9
Fibra (g) 1.8
K(mg) 88.0
Mg(mg) 0.5

Provit. A (mkg) 12.0

Tabla 1. Composicién nutricional del arandano por 100g de porcién comestible.

K: potasio, Mg: magnesio, Provit. A: provitamina A. Fuente: Tomado de Pefiarrieta (2014).

2.2.4. Propiedades para la salud

“Los antocianos y carotenoides son abundantes en la composicion de todas estas frutas del
bosque. Desde el punto de vista bioquimico se caracterizan por poseer una elevada
actividad antioxidante, neutralizan la accion de los radicales libres que son nocivos para el
organismo. Estas propiedades pueden dar lugar a efectos fisiologicos muy diversos; efectos
antiinflamatorios y accién antibacteriana de los antocianos; entre otros. Estas frutas
contienen; ademas de los antocianos y carotenoides, otros tipos de antioxidantes como la
vitamina C. La ingesta dietética de estas sustancias potencia nuestro sistema inmunoldgico
0 de defensas del organismo y contribuye a reducir el riesgo enfermedades degenerativas,
cardiovasculares e incluso del cancer. Asimismo, la vitamina C tiene la capacidad de
favorecer la absorcion del hierro de los alimentos por lo tanto esto hace de que haya mejora

en la anemia ferropenia”. Pefarrieta, et al (2014).

“La fibra es un componente muy abundante en estas frutas, por lo que su consumo durante
los meses en los que abundan puede resultar un remedio casero para tratar el estrefiimiento
y la atonia intestinal. Ademas, los arandanos contienen sustancias que se elimina y acidifica
la orina de modo que se evita que se formen calculos o litiasis renal de fosfato calcico, no

de otro tipo de calculos”. Kim (2017).
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2.2.5. Actividad antioxidante

“Los antioxidantes del origen vegetal son un conjunto de fotoquimicos tales como las
antocianinas, carotenoides, flavonoides y vitaminas. Estos tipos de compuestos pueden
encontrarse en productos como el tomate, uvas, zanahorias, mango, brocoli, aguacate,
meldn y muestran un amplio espectro de funciones bioldgicas cuando son consumidos en la
dieta. Los antioxidantes son compuestos que son capaces de prevenir e incluso contrarrestar
los dafios causados en tejido humano por el efecto normal de oxidacion fisiologica”.

Hurtado, et al (2015).

“Los antioxidantes son sustancias presentes a bajas concentraciones en los alimentos o en el
cuerpo, que retrasa o inhibe notablemente o controla la oxidacion del sustrato oxidable. En
estudios se han encontrado que adicionar antioxidantes es mas efectivo para controlar la
oxidacion debido a sus propiedades unicas que surgen una amplia gama de estructuras
quimicas que extienden la vida util de los productos alimenticios sin ningun efecto adverso

sobre sus cualidades sensoriales o nutricionales”. Mesa, et al (2010).

2.2.6. Clasificacion de los antioxidantes

“Que los antioxidantes se clasifican de acuerdo a su funcion como, antioxidantes primarios
y antioxidantes secundarios. Los antioxidantes primarios son los que rompen la cadena que
reaccionan con los radicales lipidicos y los convierten en productos mas estables, son
principalmente fendlicos, en estructura: minerales antioxidantes, vitaminas antioxidantes y
fitoquimicos (flavonoides, catequinas, carotenoides, f-caroteno, licopeno, diterpeno). Los
antioxidantes secundarios son compuestos fendlicos que realizan la funcion de capturar
radicales libres y detener las reacciones en cadena los compuestos incluyen: hidroxi anisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) y galato de propilo (PG)”. Pérez (2003).

“También pueden dividirse en dos grupos principales: enzimaticos y no enzimaticos.
Algunos de ellos son producidos enddégenamente, como: enzimas, moléculas de bajo peso
molecular y cofactores enzimaticos, mientras que otros antioxidantes no enzimaticos se

obtienen de fuentes y cofactores enzimaticos”. Oyola (2016).
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2.2.7. Métodos de evaluacién de la actividad antioxidante

“En la actualidad existen diversos métodos para determinar la actividad antioxidante, los
cuales se basan en su capacidad para captar radicales libres. Entre ellos se pueden
mencionar el uso del 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH), acido 2,2°, azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS)”. Kuskoski, et al (2005).

“El poder antioxidante de un extracto del fruto se pueden expresar en funcion del
porcentaje de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), la reduccién del reactivo es seguida
midiendo la disminucion de la absorbancia, para evitar esta situacion se considera la
capacidad antioxidante de una muestra expresada en IC50 (concentracion minima necesaria
para inhibir al 50% el DPPH). Mientras menor sea el valor de IC50 mayor sera la capacidad
antioxidante”. Shahidi, et al (2018).

2.2.8. Actividad citotoxica

“La definicion de citotoxicidad tiene a variar dependiendo de la naturaleza del estudio, si
las células mueren o simplemente tienen su metabolismo alterado. Estos ensayos son
empleados porque son baratos, facilmente cuantificables y reproducibles. Muchos
experimentos tienen el propdsito de determinar la potencial citotoxicidad de los compuestos
estudiados porgue ellos van a ser usados como farmacos, cosméticos y deben demostrar que
nos son toxicos o0 porque van a ser usados como agente anti cancer y la citotoxicidad es

crucial para su accion”. Jayo (2015).

2.3. Marco conceptual

- Capacidad antioxidante: “La oxidacidon y los agentes oxidantes Quimicamente la
oxidacién de un compuesto es la pérdida de electrones, de hidrdgenos o la ganancia
de oxigeno en una molécula”. Zielinska, et al (2016).

- Antioxidante: “Es una molécula que se reduce al reaccionar con la molécula a la
cual oxida. Este par oxido-reductor es necesario quimicamente y esencial para
entender la biologia de las 6xido-reducciones en el organismo”. Hurtado, et al
(2015).
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Radicales libres: “Es un atomo o molécula que tiene uno o mas electrones
desapareados en sus orbitales externos y es capaz de tener una existencia
independiente; sin embargo, es muy reactivo ya que tiende a reducirse, es decir,
sustrae un electron de atomos o moléculas estables, a las cuales oxida, con el fin de
alcanzar su propia estabilidad”. Rodriguez (2017).

Polifenoles: “Son compuestos bio-sintetizados por las plantas (sus frutos, hojas,
tallos, raices, semillas u otras partes). La principal caracteristica estructural de los
polifenoles es poseer uno 0 mas grupos hidroxilo (-OH) unidos a uno o mas anillos
bencénicos. Aunque son primariamente conocidos por sus propiedades
antioxidantes, la mayor parte de los polifenoles exhibe, ademaés, otras actividades
bioldgicas potencialmente beneficiosas para la salud”. Villanueva, et al (2010).
Flavonoides: “Son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de
la dieta humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como
vino y cerveza”. Bunaciu, et al (2015).

Taninos: “Son sustancias polifendlicas presentes en gran ndmero de plantas
producto del metabolismo secundario. Su caracter hidrosoluble permite que sea de
facil extraccion y de utilidad en diversos usos en la industria quimica y
farmacéutica”. Oyola (2016).

Fitoconstituyentes: “Son compuestos quimicos que ocurren naturalmente en las
plantas (Fito significa "planta™ en griego). Algunos son responsables del color y
otras propiedades organolépticas, como el color morado oscuro de arandanos y el
olor a ajo”. Ordaz, et al (2010).

Citotoxicidad: “Dafio celular provocado por la accidén de anticuerpos especificos y
complemento o por células citotoxicas. Constituye una de las mas importantes
respuestas efectoras inmunitarias para la defensa contra los agentes infecciosos”.
Herrera, et al (2018).

Antocianinas: “Compuestos azulados o rojizos procedentes del mundo vegetal, un
beneficio para nuestra salud. Son pigmentos hidrosolubles que se hallan en las
vacuolas de las células vegetales y que otorgan el color rojo, purpura o azul a las
hojas, flores y frutos”. Price (2017).

Bayas: “Es un término que se emplea para nombrar a un fruto carnoso que dispone
de pulpa, en la cual se encuentran las semillas. Por lo general las bayas son
comestibles”. Aldaba, et al (2016).
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- Fitoquimico: “Son sustancias que se encuentran de forma natural en alimentos
vegetales. Estos compuestos son muy importantes porque, ademas de proporcionar
ciertas caracteristicas a los alimentos que los poseen (como por ejemplo su accion

antioxidante), son realmente beneficiosos para la salud”. Abreu, et al (2018).

2.4. Hipdtesis

2.4.1. Hipotesis general
El extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) presenta

actividad antioxidante y citotoxica.

2.4.2. Hipdtesis especifico
e EIl extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano)

presenta elevada actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS.
e EIl extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano)
presenta un nivel muy alto de toxicidad en el modelo de inhibicion de la

germinacion de las semillas de lechuga.



2.5. Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla 2.

Operacionalizacion de variables e indicadores.
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VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADORES
INDEPENDIENTE OPERACIONAL
Arbusto de porte alto del
L género  Vaccinium, que _ o -Metabolitos
Vaccinium -Estudio preliminar de
incluye arbustos silvestres. ) o secundarios.
corymbosum la marcha fitoquimica.
) Su fruto es una falsa baya ) o -Soluble , insoluble
“arandano” -Estudio preliminar de
de color negro-azulado con
la prueba de
la epidermis cubierta de .
solubilidad.
secreciones cerosas.
VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADORES
DEPENDIENTE OPERACIONAL
La actividad es una prueba Capacidad

Actividad antioxidante

para determinar la
capacidad de inhibicién de
las especies reactivas del

oxigeno (radicales libres).

antioxidante

(antiradicalaria).

Porcentaje de

inhibicién

Actividad citotoxica

Inhibiciébn o estimulacién
del crecimiento de las
radiculas e hipocotilo de las

semillas de lechuga

Semillas de lechuga

(Lactuca sativa)

Medida de la longitud
del crecimiento de las
radiculas e hipocdtilo
de las semillas de

lechuga

“Determinacion de la actividad antioxidante y citotoxica del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano)

proveniente de Cafiete, Lima”. Fuente: Propia de los autores.
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Capitulo 111

Metodologia

3.1. Tipoy nivel de investigacion
El presente trabajo de investigacion es un estudio Experimental — Prospectivo.

- Experimental: Consiste en la manipulacion de una variable experimental no
comprobada, en condiciones rigurosamente controladas, con el fin de describir de
qué modo o por qué causa se produce una situacién o acontecimiento en particular.

- Prospectivo: Es un estudio longitudinal en el tiempo que se disefia y comienza a
realizarse en el presente, pero los datos se analizan transcurrido un determinado
tiempo, en el futuro.

- Investigacion aplicada: Tiene como objetivo de resolver un determinado problema o
planteamiento especifico, enfocandose en la busqueda y consolidacion del
conocimiento para la aplicacion.

- Correlacionar: Consiste en determinar si dos variables estan correlacionadas o no.

3.2. Descripcién del método y disefio

Los ensayos se realizaron en los laboratorios de la Universidad Interamericana para el
Desarrollo, con el apoyo del Instituto de investigacion de Bioquimica y Biologia
molecular —1IBBM de la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM).
Se realizaron estudios preliminares a la planta para el procedimiento y reconocimiento
de la actividad antioxidante y citotoxica del fruto de Vaccinium corymbosum
(arandano).
e Recoleccion de la muestra:
- Se recolecto 100g del fruto de ardndano proveniente de la provincia de
Cafiete, Lima.
e Secado de la muestra:
- Serealizo6 bandejas de papel craft para la muestra, pesamos la muestra integra.
- Luego la muestra se cort6 en trozos pequefios.
- Las bandejas fueron pesadas con la muestra antes de iniciar el secado, llevando

a la estufa a 40°C.



16

La fraccion pulverizada fue azada por un tamiz:

Preparacion del extracto hidroalcoholico:

Se pesd 10g de la muestra en polvo homogenizada y se agregd dentro de un
frasco de 250ml.

Se adicion6 100ml de solucion hidroalcoholico al 70% en el frasco que contiene
la muestra, cubriendo el frasco con papel aluminio y se dejé macerado en
oscuridad por 7 dias, agitando la muestra diariamente.

Cumpliendo el dia de maceracidn, se filtrd el extracto resultante en un embudo
con papel filtro, se lavo las paredes del frasco con metanol (10ml) con el fin de
recoger la muestra restante.

Finalmente se llevd a un volumen de 100ml adicionando solucion
hidroalcohdlico al 70% de este volumen, se reservé 50ml en un matraz
cubriendo con papel para film, después se envolvidé en papel aluminio y se
guardé en refrigeracion. Los 50ml restantes se colocaron en un matraz de 250ml

para ser secados en la estufa a 40°C.

Marcha fitoquimica:

Se separ6 4ml de los 50ml almacenados en refrigeracion.
Después se agrego 1ml en 4 tubos de ensayo para las pruebas correspondientes,
siempre se comparé el tubo experimental con un tubo control para evidenciar el

cambio de coloracion.

[1 Fraccion A:

< Determinacién de taninos

a. Reactivo de Gelatina:

- Agregamos 5 gotas de reactivo de gelatina a la muestra sin
calentar.

- Seguidamente agregamos 5 gotas de cloruro de sodio al 5%
para hacer mas visible la reaccion se dejo reposar unos
minutos.

b. Reactivo de Cloruro férrico:

- Agregamos 2 gotas del reactivo a un tubo muestra y

comparamos con el tubo de control. Observamos una

reaccion rapida (2 segundos).



17

< Determinaciéon de aminoacidos

a. Reactivo de nihidrina:
- Se agreg0 2 gotas de reactivo de nihidrina al 1% y llevamos a
bafio maria por unos minutos.
- Comparamos con el tubo de control.

< Determinacion de flavonoides:

a. Reactivo de Shinoda:
- Agregamos una cinta de magnesio puro metalico al tubo con
la muestra.
- Luego se agreg0 5 gotas del reactivo de shinoda y 5 gotas de
HCI puro.

[1 Fraccion B:

< Determinacion de esteroides

a. Reactivo de Liebermann:

- Se obtuvo 3 tubos de ensayos, uno para la muestra, otro para
la solucién, anhidrido acético méas cloroformo y otro para
acido sulfurico concentrado.

- Primero agregamos a la muestra 1ml de la solucion que
contiene anhidrido acético 0.5ml y cloroformo 0.5ml.

- Posteriormente se agregd por las paredes del tubo de ensayo
el &cido sulfurico concentrado 1ml.

< Determinacién de quinonas

a. Reactivo de Borntrager:
- Se afadio 5 gotas del reactivo de Borntrager, preparado a
partir de 5g de Hidréxido de sodio disueltos en 100ml de

agua destilada (5%).

[1 Fraccion C:

«» Determinacién de cardenolidos

a. Reactivo de Kedde:
- Agregamos 5 gotas de reactivo de Kedde por las paredes y

adicionamos unas gotas de KOH 5.7%.
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< Determinacion de esteroides

a. Reactivo de Liebermann:
- Agregamos 5 gotas del reactivo de Liebermann Burchard por
las paredes mas 10 gotas de acido acético.

< Determinacion de alcaloides

a. Reactivo de Scott:
- Con un capilar, se adsorbio la solucién acida en el interior y
concentrar gota a gota en un papel filtro o de capa fina.
- Colocamos el papel con la solucién concentrada en un

soporte de un carton y rociamos con el reactivo de Scott.

Fraccion D:

- Evaporamos la solucion cloroférmica a sequedad con ayuda de la estufa
y re suspendemos en 2.5mL de etanol.

- Separamos equitativamente en 6 tubos de ensayo y realizamos los
siguientes ensayos:

< Determinacion de Flavonoides

a. Reactivo de Shinoda:
- Agregamos una cinta de magnesio puro metalico al tubo
con la muestra.
- Luego, afladimos 5 gotas del reactivo de shinoda y 5
gotas de HCI puro.

< Determinacién de Leucoantocianidinas

a. Reactivo de Rosemheim:
- Agregamos 5 gotas de HCI 2N y colocamos a bafio maria
durante media hora.

< Determinacién de Cardenolidos

a. Reactivo de Kedde:
- Agregamos 5 gotas de reactivo de Kedde por las paredes
y adicionar unas gotas de KOH 5.7%.

< Determinacién de Esteroides y Triterpenos

a. Reactivo de Liebermann Burchard:
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Agregamos 5 gotas del reactivo de Lieberman-Burchard
mas unas gotas de acido acetico por las paredes del tubo.
Luego llevamos a bafio maria para visualizar mejor la

reaccion.

«» Determinacion de Alcaloides

a. Reactivo de Dragendorf:

Agregar HCI 1% al matraz que contiene los sdlidos de la
fraccion D. mover con ayuda de una bagueta y con un
capilar, recogimos esta solucion en el interior.
Concentramos gota a gota de esta solucion en un papel
filtro o de capa fina.

Colocamos el papel con la solucién concentrada en un
soporte de un carton.

Rociamos con el reactivo de Dragendorff.

b. Reactivo de Mayer:

[] Fraccion E:

Separamos en un tubo un poco de la solucién concentrada

y agregar unas gotas del reactivo de Mayer.

«» Determinacion de flavonoides

a. Reactivo de Shinoda

< Determinacién de Leucoantocianidinas

a. Reactivo de Rosemhein

Ensayo de solubilidad:

Agregamos 5 gotas de HCI 2N y llevamos a bafio maria

durante media hora.

-Realizamos el ensayo tomando 2ml de solucion del reactivo y 1 ml de la muestra

(Vaccinium corymbosum).

-Luego agitamos el tubo de ensayo, observando si hay reaccion con cada muestra.

-Si hay una mezcla homogénea hay solubilidad en el extracto



Tabla 3. Resultados de la marcha fitoquimica.

FRACCION

REACCION

Rvo. Nihidrina
Rvo. Gelatina
Rvo. Tricloruro férrico
Rvo. Shinoda
Rvo. Libermann Burchard
Rvo. Borntrager
Rvo. Kedde
Rvo. Libermann Burchard
Rvo. Mayer
Rvo. Dragendorf
Rvo. Scott
Rvo. Shinoda
Rvo. Rosenhein
Rvo. Kedde
Rvo. Libermann
Rvo. Mayer
Rvo. Shinoda

Rvo. Rosenhein

Leyenda: (-) ausente, (+) leve, (++) moderado, (+++) abundante.

RESULTADOS

+++
+++

Est. (+) / Trip. (+)

+

Est. (++) / Trip. (++)

+++

Est. (-) / Trip. ()

+++
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Metabolitos obtenidos de la marcha fitoquimica (estudio preliminar). Fuente: Propia de los autores.
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3.2.1. Determinacién de la capacidad antioxidante:

e Meétodo de DPPH
-Se preparo una solucién de DPPH a una concentracion de 0.118mg/ml en metanol,
para los ensayos.
-Se realizaron las diluciones al 1% y al 0.1% a partir del extracto de la solucion

hidroalcohdlica, etandlico y acuoso al 10%,

-Se tom6 1 ml de cada muestra y se le agregd 0.4ml a c/u. como control positivo se

uso el acido gélico.
-Posteriormente se incubaron las muestras por 30 minutos en oscuridad.

-Terminado el tiempo se llevo a leer inmediatamente en el espectrofotometro a
517nm.

-El blanco reactivo se prepar6 agregando 1 ml de metanol en 0.4 ml de la solucion
de DPPH preparada.

e Método de ABTS
Segln la metodologia de Arnao

-Se prepard el reactivo A con ABTS a una concentracion de 7.84 mg/mL en agua

destilada,

-Se prepard el reactivo B con persulfato de potasio a una concentracion de 1.32

mg/mL en agua destilada.
-Se guardaran los reactivos en frascos ambar en oscuridad.

-Se prepard la solucién madre del radical cromogeno (ABTS2+), empleando

volumenes iguales (1:1) de los reactivos Ay B.

-La mezcla se dejé reaccionar por 12h en condiciones de oscuridad y temperatura

ambiente.

-Seguidamente, se tomd 1 mL de la solucion madre de ABTS vy se diluird con 65
mL de metanol (80%).
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-Se realizo la lectura de la absorbancia de la solucion preparada a una A de 734 nm,
y se corregira agregando metanol (80%) o solucion madre, se volvera a realizar la

lectura a 734 nm hasta que la absorbancia este dentro del siguiente rango 1.1.
-La solucién diluida se conservara en frasco ambar.

-Para los ensayos se tomod 150 pl de la muestra y 500 pmol/L; se utilizé la solucion

estandar y metanol como blanco, y se adicionara 2850 pl del radical ABTS.

-La reaccion transcurrié a temperatura ambiente por un tiempo de 30 minutos, a
cabo del cual se midi6 la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro
Spectroguam UV/BIS Pharo 300.

3.2.2. Técnica de inhibicién por concentraciones:

Se describe la metodologia para la realizacion de la técnica de la capacidad inhibitoria

por concentracion de los extractos vegetales que presentaron mejor actividad

inhibitoria en las radiculas de lechuga en la técnica de actividad inhibitoria de extractos

vegetales.

Preparacion del material

-Limpiamos con un pafio humedo el area de trabajo y luego con alcohol de 70°.
-Protegemos la mesa de trabajo con papel toalla.

-Retiramos los extractos vegetales de refrigeracion y lo mantenemos a temperatura

ambiente.

-Colocamos las placas Petri, pipetores, tips sobre la mesa protegida con el papel

toalla.

-Preparamos las placas Petri limpias, colocandole un disco de papel filtro a cada

una.
Preparacion de las placas
-Colocamos 6 placas Petri por extracto a evaluar.

-Procedimos de la siguiente forma:
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Tabla 4. Preparacion de las placas.

N° de placa | Concentraciones (mg) Metanol (ul) Voltimenes (ul) Extracto
Extracto diluido 1:10
1 0.1 200 20 MeOH

Extracto diluido 1:10

2 0.3 200 60 MeOH

3 1 200 20 Extracto puro
4 3 200 60 Extracto puro
5 10 - 200 Extracto puro
6 30 - 600 Extracto puro

Preparacién de placas para analizar la actividad citotoxica del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano).

Fuente: Propia de los autores

-Etiquetamos la base de las placas con: Nombre cientifico o Cddigo de muestra,

Concentracién (segun el cuadro de arriba) y Fecha de incubacion.

-Adicionamos 200 ul de metanol a las placas 1, 2, 3 y 4, para ayudar a difundir el volumen

del extracto en todo el disco del papel filtro.
-Para el control agregamos 100 ul de metanol puro.
-Dejamos por 24 h abierta las placas para que el metanol se volatilice.

-Una vez transcurrido el tiempo agregamos 700 ul de agua destilada en cada placa,

incluyendo el control.

-Seleccionamos las semillas de lechuga pregerminadas, que tengan una radicula de 3 mm

de largo.

-Colocamos 5 semillas de iguales caracteristicas en las placas, ayudandose con las pinzas

de ceramica.
-Tapamos las placas y colocamos dentro de la bandeja de metal.
-Empapamos con agua destilada el papel toalla de la bandeja y tapamos.

-Colocamos una etiqueta sobre la bandeja donde indique la fecha y hora de inicio y de

término de incubacion.

-Incubamos por 52 horas o por el tiempo restante a las 72 horas.
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3.3. Poblacion y muestra
- Poblacion: Planta: Se recolecto medio kilo de ardndano fresco.

- Muestra: Fruto seco: Se obtuvo 300gr de fruto seco.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

-Técnica: Observaciones

La planta fue identificada taxonomicamente en el herbario de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos, la planta que se caracterizo fue de Cafiete, Lima. (Anexo G).
-Instrumento: Ficha de resultados

- Ficha de resultados de DPPH

- Ficha de resultados de ABTS.

- Ficha de resultados de citotoxicidad.

3.5. Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Los resultados seran expresados en cuadros y gréficos. Estas serdn sometidas al analisis de
Varianza (ANOVA) con un nivel de significancia estadistica de 0.05. La diferencia
significativa que existe entre los tratamientos sera evaluado a traves de la prueba de Dunnet

(programa SPSS version 22).



Capitulo IV
Presentacion y analisis de datos

4.1. Presentacion de resultados

4.1.1. Actividad antioxidante

e Prueba de DPPH
Tabla 5.

Datos del analisis de DPPH.

ANALISIS DE DPPH
R1 R2 R3
5% 0.175 0.148 0.559
2.5% 0.469 0.441 0.475
1.25% 0.595 0.583 0.59

Resultados obtenidos del analisis de DPPH. Fuente: Propia de los autores.

e Pruebade ABTS

Tabla 6.
Datos del analisis de ABTS.
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60 120 180 240 300
BLANCO 1 2 3 4 5

R1 113 0824 0.755 0.665 0442 0216

R? 112 0.863 0.748 0.664 0443 0214

R3 111 0901 0.752 0.666 0443 0212

PROMEDIO 112 083  07% 039 043 0214

Resultados de los datos de la curva estandar. Fuente: Propia de los autores



Tabla 7.

Procesamiento de datos.

Absorbancia ~ pmol Eq. trolox BL-MP

1 0.863 60 0.257
2 0.752 120 0.368
3 0.665 180 0.455
4 0.443 240 0.677
5 0.214 300 0.906

Resultados para el procesamiento de datos. Fuente: Propia de los autores.

- Estandar: 1.262

- Absorbancia; 734nm

4.1.2. Actividad citotoxica

Tabla 8. Datos de la prueba de citotoxidad

Control 1 Control 2 Control 3
Radicula Hipocotilo Radicula Hipocotilo Radicula Hipocotilo
12 5 15 7 16 8
14 6 15 5 14 9
8 6 11 4 13 6
8 5 10 7 12 8
9 6 20 7 15 6

Resultados obtenidos de los datos de la prueba de citotoxicidad. Fuente: Propia de los autores
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Tabla 9. Datos de 100mg de extracto

Muestra=100mg Muestra=100mg Muestra=100mg
Radicula Hipocotilo Radicula Hipocotilo Radicula Hipocotilo
1 1 1 1 1 1
1 1 1 2 2 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1

Resultados obtenidos de los datos de 100mg de extracto. Fuente: Propia de los autores.

Tabla 10.

Datos de diluciones con muestras-Radicula. .

Concentracion () 0.00 100mg 3mg 10mg
Radicle{mm) - Zxtension(% Redicle(rm) Extension(%) Radicle(mm) Extension(%) Radlicle{mm) Extension(’)

16 143 l ! I 500 i 81

14 1000 l ! ! 4.3 10 114

13 29 l T T 500 1l 186

i 8. l T i 8.1 1l 186

15 1071 l ] i 81 1y 071

0 00 0 0 0 00 0 00

Promedio 140 wo 10 11 94 ol 1§ M3
Error Esténder 071 o 00 00 112 82 0% U

Jesviacion Estandard L% ng 00 00 20 0¥ 1% BH
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Concentracion (mg) 000 3mg 1mg 0.3mg 0.1mg

Radicle(mm)  Radicle(mm) Extension(%) Radicle(mm) Extension(%) Radicle(mm) Extension(%) Radicle(mm) Extension(%)

16 § 5.1 16 1143 3 164.3 2 1511

14 10 14 / 50,0 8 5.1 19 135.7

13 12 8.7 13 929 14 1000 10 114

12 14 1000 13 92.9 10 114 9 64.3

15 10 14 12 8.7 10 114 12 8.7

0 0 0. 0 0. 0 00 0 00

Promedio 140 108 711 122 8.1 130 929 144 1029

Error Estandar 071 2 78 146 046 268 100 2.98 1843

sviacion Estandar ~ 1.58 2.8 16.29 32 23.36 6.00 4286 517 W/

Resultados obtenidas de las diluciones con las muestras (radicula). Fuente: Propia de los autores.

Tabla 11.

Procesamiento de datos de las diluciones-Radicula.

Sample (DW mg) 100mg Img  Lmg  3mg g 03mg  Olmg

Extension(’) 11 11 843 11 811 29 1029

Standard Error 0.0 8.2 6.14 128 1045 192 184

Sample (DW m) 100mg Img L0mg 3y g 03mg  Olmg

Inhibiton (%) 9280 26 LI 2% L& 0 TH 28

Sample (DW mg) 01 03 1 3 10 Rl 100

hibition (%) 1 5 L u 5 8 D

Resultados obtenidos del procesamiento de datos de las diluciones (radicula). Fuente: Propia de los autores.



Tabla 12.

Tabla resumen- Radicula.

Concentracionmg % de

Extracto seco linhibicion

100 93

30 33

10 16

3 23

1 13
0.3 7
0.1 -3

Resultados del % de inhibicion (radicula). Fuente: Propia de los autores.

Tabla 13.

Datos de diluciones con muestras — Hipocotilo.
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Concentracion (mg) 000
Hipocoilo(rm) - Zxtension(ipocatilo{mmExtension(%) ipocotilo(rm Extension() ivocotilo(mm Extension(%)
8 1081 1 1 5 b76 6 8LL
! 1216 1 1 6 8LL ! 1216
b 8Ll 1 1 6 8LL 8 1081
8 1081 1 1 T k) ! 1216
b 8Ll 1 1 6 8LL 8 1081
0 00 0 0 0 00 0 00
Promedlio 74 o 10 135 6. 8Ll 60 108!
Emor Estandar 0.60 gL 000 000 0% 47 0% T4
Desviacion Estandard L3 B3 00 000 oL 9% 12 1%
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Concentracion(mg) ~~ 0.00 3mg 1mg 0.3mg 0.Img
Hipocotilo (mm) dipocotilo (mm Extension(%)-ipocotilo(mm Extension(%) fipocatilo (m Extension(%) Hipocotilo(mm) Extension(%)

§ 6 811 10 1351 1 1351 § 108.1
9 8 108.1 6 8Ll 8 108.1 § 108.1
6 10 1351 9 1216 9 1216 6 811
§ 10 1351 [ 946 8 108.1 6 811
6 [ 046 6 8L [ 95 § 108.1
0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00

Promedio 14 8.2 108 76 1027 84 1135 1.2 9.3
Error Estandar 0.0 080 1080 081 2098 03 6.89 049 6.62
viacion Estandar 134 19 An 18 A% L4 1Al 110 1480

Resultados obtenidos del procesamiento de datos de las diluciones. Fuente: Propia de los autores.

Tabla 14.

Procesamiento de datos de las diluciones- Hipocaotilo.

Extension(%) 135 L1 081 w08 27 wHo 973
Standard Error 000 140 1080 109 69 6.6

Sample (OW mg) 100mg g Omg g Img Odmg Ol
Inhbition (%) 8.9 89 40 080 210 BA 20

«< >

Sample (OW mg) 01 03 l 3 10 3 10
Inhbiton (%) il B 12 il 3 i 1

Resultados obtenidos del procesamiento de datos de las diluciones. Fuente: Propia de los autores.
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Tabla 15.

Tabla resumen- Hipocotilo.

Concentracion mg %6 de
Extracto seco linhibicion

100 86
30 19
10 -8

3 -11
1 -3
0.3 -14

0.1 3

Resultados del % de inhibicién. Fuente: Propia de los autores.

4.2. Prueba de hipotesis
4.2.1. Hipotesis general
Hi: El extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) presenta

actividad antioxidante y citotoxica.

Ho: El extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) no presenta

actividad antioxidante y citotoxica.
Tabla 16.

Porcentaje de inhibicién de radicales DPPH

2.5 % Control Extracto + Porcentaje
disolvente de
inhibicion
Muestra 0.258 0.72 0.147 84.58 %

Porcentaje de inhibicion de radicales de DPPH. Fuente: Propia de los autores.

Con el porcentaje de inhibicion de DPPH se obtuvo que este valor es de 84.58% para el
extracto hidroalcohdlico del fruto seco de Vaccinium corymbosum (arandano). Afirmando

la hipotesis alterna.
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Tabla 17.

Procesamiento de datos- factores.

FORMULA  y=00027x00060  ore Velorenl0g Valoren100g

dilucion muestra muestra
MP1/5 165.19 10 1652
MP1/10 326.33 5 1632
PROMEDIO 1642 1642
1642 pmol de 4 6416 ol e
Etrolod109 e gotroion100 g e
MUESLraseca — petraseca

Resultados del procesamiento de datos- factores. Fuente: Propia de los autores.

1
0.9 y =0.0027x+0.0699
2 -
0.8 R*=0.9863

0.7
0.6 /
0.5

0.4 /

0.2

0.1

0
60 120 180 240 300 umol Eqg. Trolox

Figura 1. Curva de calibracién concentracion (umol Equ. Trolox). Figura de la curva de calibracion. Fuente: Propia de los autores.
Al evaluar la muestra se obtuvieron los siguientes descriptivos. En ello cabe resaltar que la
capacidad antioxidante de la muestra en una dilucion 1:5 es de 1652 umol Equ. Trolox y
para la muestra en una dilucion 1:10 es de 1632 umol Equ. Trolox. Afirmando la hipétesis

alterna.



Tablal8.
Comparaciones multiples por el test de Dunnet

Variable ) J) Diferencia de Error Sig. 95% de intervalo de
dependiente Grupo Grupo medias (1-J) estandar confianza
Limite Limite
inferior superior
Ext Control -5,33333" ,66348 ,000 -7,1855 -3,4812
100
Ext 30 Control -,33333 ,66348 ,998 -2,1855 1,5188
Ext 10 Control 1,66667 ,66348 ,097 -,1855 3,5188
L Ext 3 Control 1,86667" ,66348 ,047 ,0145 3,7188
Hipocétilo
Ext1 Control 1,26667 ,66348 ,330 -,5855 3,1188
Ext 0.3 Control 2,06667" ,66348 ,022 ,2145 3,9188
Ext 0.1 Control ,86667 ,66348 ,740 -,9855 2,7188
Ext Control -11,80000" 1,83994 ,000 -16,9363 -6,6637
100
Ext 30 Control -3,40000 1,83994 ,366 -8,5363 1,7363
3 Ext 10 Control -1,00000 1,83994 ,997 -6,1363 4,1363
Radicula
Ext 3 Control -2,00000 1,83994 ,870 -7,1363 3,1363
Ext1 Control -,60000 1,83994 1,00 -5,7363 4,5363
0
Ext 0.3 Control ,20000 1,83994 1,00 -4,9363 5,3363
0
Ext 0.1 Control 1,60000 1,83994 ,953 -3,5363 6,7363

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Resultados del analisis de test de Dunnet. Fuente: propia de los autores.

. Control — Experimental
UeInhibicion = Control x 100
T




Tabla 19.

Porcentaje de inhibicién del crecimiento de hipocétilo y radicula

Control
Ext 100
Ext 30
Ext 10
Ext 3
Ext 1
Ext 0.3

Ext 0.1

Resultados del porcentaje de inhibicion del crecimiento de Hipocotilo y radicula. Fuente: propia de los autores.

Hipocétilo

6.3

7.4
8.2
7.6
8.4

7.2

Radicula

12.8

9.4
10.2
10.8
12.2

13

14.4

Porcentaje de inhibicidn

Hipocotilo
84.1269841
4.76190476
-17.4603175
-30.1587302
-20.6349206
-33.3333333

-14.2857143

Radicula
92.1875
26.5625
20.3125
15.625
4.6875
-1.5625

-12.5
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Se muestra que solo el enfrentamiento entre extracto 100 mg y el grupo control tienen un p-

valor menor a 0.05 en hipocétilo y radicula. Por esto se puede deducir que solo el extracto a

100 mg presenta una diferencia estadisticamente significativa en la longitud de hipocétilo y

radicula respecto al control. Los demés enfrentamientos muestran p-valores mayores a 0.05.

Por lo tanto, las concentraciones 0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 mg no presentan diferencias

estadisticamente significativas en las longitudes de las radiculas e hipocétilos de las

semillas de lechuga. Afirmando la hipotesis nula.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la contrastacion de la hipdtesis general se puede

decir lo siguiente:

El extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano) presenta

actividad antioxidante y citotoxica, afirmando la hipotesis alterna.
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4.2.2. Hipotesis especificos
Hipotesis especifica 1

Hi: El extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano) presenta

elevada actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS.

Ho: El extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano) no

presenta elevada actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS.
e Maétodo DPPH

ANOVA

Tabla 20.

Andlisis antioxidante DPPH-Test de ANOVA.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,807 3 ,269 3,980 ,052
Intra- 941 8 ,068
grupos
Total 1,348 11

Resultados del test de ANOVA. Fuente: propia de los autores.

El cociente F ha resultado en este ejemplo 3,980 que, en una F con 3 y 8 grados de libertad,
deja a su derecha una cola de probabilidad 0,052 (nivel critico o p-valor del contraste
ANOVA).

Resulta por tanto un contraste significativo a niveles de significacion habituales (0,05) y se

rechaza la hipotesis (nula).
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e Meétodo ABTS

ANOVA

Tabla 21.

Andlisis antioxidante ABTS -Test de ANOVA.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,807 4 ,202 672,880 ,000
Intra-grupos ,003 10 ,000
Total ,810 14

Resultados del test de ANOVA. Fuente: propia de los autores.

El cociente F ha resultado en este ejemplo 672,880 que, en una F con 4 y 10 grados de
libertad, deja a su derecha una cola de probabilidad 0,000 (nivel critico o p-valor del
contraste ANOVA).

Resulta por tanto un contraste significativo a niveles de significacion habituales (0,05) y se

rechaza la hipotesis (nula).

Entonces podemos afirmar que: El extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium
corymbosum (ardndano) presenta elevada actividad antioxidante por los métodos DPPH vy
ABTS.

Hipotesis especifica 2

H;: El extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano) presenta un
nivel muy alto de toxicidad en el modelo de inhibicién de la germinacion de las semillas de

lechuga.

Ho: El extracto hidroalcohodlico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano) no presenta
un nivel muy alto de toxicidad en el modelo de inhibicion de la germinacién de las semillas

de lechuga.
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Tabla 22.

Comparacion de medias por el test de ANOVA

ANOVA
Suma de gl Media F p-
cuadrados cuadréatica valor
Entre 205,087 7 29,298 17,74 ,000
Hipocétil grupos 8
0 Dentro 69,333 4 1,651
de 2
grupos
Total 274,420 4
9
Radicula Entre 649,300 7 92,757 7,306 ,000
grupos
Dentro 533,200 4 12,695
de 2
grupos
Total 1182,500 4
9

Resultados del test de ANOVA. Fuente: Propia de los autores.

Se muestra un p-valor menor a 0.05 en los hipocétilos y radiculas. Por esto, se puede
deducir que los resultados en el ensayo de citotoxicidad presentan diferencias

estadisticamente significativas. Afirmando la hipotesis nula.

4.3. Discusion de resultados
- Estudio preliminar del tamizaje Fitoquimico:

El tamizaje fitoquimico realizado al extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium
corymbosum mostré la presencia de lactonas o, B-insaturadas, triterpenos y/o
esteroides, flavonoides, compuestos fendlicos y aminoacidos. Los compuestos
fendlicos, como las antocianinas, son los metabolitos secundarios mas comunes en
el género Vaccinium vy los flavonoides son considerados marcadores
quimiotaxondmicos en las hojas y frutos. Otros autores que estudiaron los frutos de
especies del género Vaccinium y la especie Vaccinium corymbosum publicaron la
presencia de antocianinas, flavonoides en las mismas. A partir de los frutos

provenientes de diferentes localidades de Francia y Canada se obtuvieron clones de
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Vaccinium corymbosum, Vaccinium angustifolium, Vaccinium myrtillus y
Vaccinium myrtilloides que evidenciaron altas concentraciones de antocianinas y el
resultado mas relevante fue 0.82 — 2.5 mg de antocianinas por cada gramo del fruto
Vaccinium corymbosum. También se evidenciaron un alto porcentaje de flavonoides
y antocianinas en frutos de Vaccinium corymbosum y Vaccinium myrtillus
provenientes de siete localidades diferentes de Eslovenia mediante técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de masas, siendo los glicésidos de la
malvidina y delfinidina las antocianinas més abundantes y la rutina el flavonoide
maés abundante en Vaccinium corymbosum. En cuatro clones obtenidos del fruto de
Vaccinium corymbosum del sur de Chile se publicaron la alta concentracion de
antocianinas en el mismo mediante técnicas de espectroscopia sobre una reaccion
con el oxidante 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). El fruto de Vaccinium
corymbosum proveniente de Corea evidencié presencia de antocianinas, flavonoides
y fenil propanoides mediante técnicas cromatogréficas acopladas a espectrometria
de masas ademas se aislo y determind la estructura de un flavonoide unido a un
azucar. Ademas de estos estudios también se aislaron e identificaron ésteres del
acido hidroxicinamico, un compuesto fendlico, y un triterpenos tipo urbano a partir
del fruto de Vaccinium macrocarponn proveniente de Estados unidos.
- Estudio preliminar del ensayo de solubilidad:

El ensayo de solubilidad mostrd que el extracto hidroalcoholico del fruto de
Vaccinium corymbosum es soluble en disolventes polares como etanol, metanol y
agua. Los constituyentes mayoritarios del fruto de Vaccinium corymbosum son
solubles en agua independientemente del origen de la especie vegetal. La
solubilidad en etanol y agua del extracto del zumo de Vaccinium corymbosum es un
criterio de calidad, ya que los solidos solubles en agua del mismo son los

responsables del sabor.

4.3.1. Ensayo antioxidante:
- El ensayo DPPH para determinar la actividad antioxidante del extracto

hidroalcohdlico del fruto seco de Vaccinium corymbosum (arandano) mostr6 que la
concentracion 2.5 mg/ml (2.5%) evidencio 84.58% de inhibicion de radicales

DPPH. Por otro lado, otro autor evidencio que el extracto acuoso y etandlico del
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fruto seco de Vaccinium corymbosum tiene un 1C50 de 1.80 + 0.03 mg/ml y 2.05 +
0.06 mg/ml frente a IC50 de 0.1 y 0.5 mg/ml presentados por el butilhidroxitolueno
y acido ascorbico respectivamente. Esto es evidencia que el disolvente extractor es
un factor que influye en la actividad antioxidante de los extractos de los frutos secos
de Vaccinium corymbosum, ya que los compuestos fendlicos polihidroxilados,
compuestos organicos antioxidantes, son mas soluble en etanol que en agua, salvo
que se encuentren glicosilados. Se determino el efecto antioxidante del fruto de
Vaccinium corymbosum proveniente de Lima y Ancash mediante espectroscopia
UV-VIS con el reactivo DPPH y mostraron 1C50 de 0.041 mg/ml por los frutos
provenientes de Ancash pero 0.041 y 0.047 mg/ml luego de almacenados 7 dias a
4°C y -18 °C y 0.075 mg/ml por los frutos provenientes de Lima, pero 0.071 y
0.064 mg/ml luego de almacenados 7 dias a 4 C° y -18 °C, respectivamente. La
significativa diferencia de IC50 entre la presente tesis y el trabajo recientemente
citado puede ser debido a la diferencia de procedencia, tratamiento y condiciones de
almacenamiento ya que son factores determinantes en el rendimiento de extraccion,
de calidad de fruto y concentracion de compuestos fendlicos.

El ensayo ABTS para determinar la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico del fruto seco de Vaccinium corymbosum (ardndano) evidencid
16418 uM (16.418 mM) equivalentes de trolox/100 g de fruto seco (mM/g de FS).
Otro autor evidencio que la actividad antioxidante equivalente en trolox por gramo
de droga seca (mM/g de FS) conseguido de las variedades Reka, Puru, Bluecrop y
Berkeley del fruto Vaccinium corymbosum en suelo de Berlin-Alemania fue de
2.95, 2.75, 2.70 y 2.95 mM/g de FS en su primera fase de maduracion. Esto muestra
gue una misma especie puede evidenciar puede evidenciar diferencia cuantitativa
pero no cualitativa en variedades de droga a pesar de crecer en las mismas
condiciones. Otro autor diferente evalud el efecto del secado de aire caliente por
conveccion (HACD), el secado al vacio por microondas (MWVD) y su
combinacion (HACD + MWVD) sobre la cinética de secado y la capacidad
antioxidante del fruto Vaccinium corymbosum proveniente de Polonia fresco y seco.
Obteniéendose  13.02 mM/100 g de FS en frutos frescos frente a 6.37 = 0.08
mM/100 g de FS con HACD a 90 °C, mayor actividad antioxidante en frutos secos.
Esto evidencia que el proceso de tratamiento y condicion fisica del fruto influye

significativamente en la actividad antioxidante del fruto de Vaccinium corymbosum
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por esto la diferencia obtenida entre el antecedente y el resultado de la presente tesis

puede ser debido al proceso de tratamiento.

4.3.2. Ensayo de citotoxicidad:
- El ensayo para determinar el efecto citostatico del extracto hidroalcohdlico del fruto

de Vaccinium corymbosum (ardndano) sobre las semillas de Lactuca sativa
evidencio que a las concentraciones 0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 mg no se evidencio
actividad citotdxica estadisticamente significativa respecto al control (p>0.05) pero
si se evidencio efecto citotoxico en el extracto hidroalcoholico del fruto de
Vaccinium corymbosum a la concentracion de 100 mg (p<0.05) con un 84.13% y
92.19% de inhibicion el crecimiento del hipocétilo y radicula de las semillas de
Lactuca sativa. Otro autor evidencio el efecto citotoxico del extracto
hidroalcohdlico de Lessonia trabeculata sobre las semillas de Lactuca sativa con un
54.04 % y 7.89 % % de inhibicion en el hipocétilo y radicula de las semillas. La
actividad bioldgica del extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium
corymbosum puede ser debido a su alta concentracién de compuestos fendlicos,
principalmente las antocianinas. Ya que los compuestos fendlicos tienen una alta
afinidad para reaccionar con los radicales libres (especies quimicas altamente
oxidantes).



41

Capitulo V
Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

e EIl extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano)
presenta actividad antioxidante y citotoxica.

e EIl extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano)

presenta actividad antioxidante por los métodos de DPPH y ABTS.

e EIl extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (arandano)
presenta efecto citotoxico en la concentracion de 100mg con un 84.13% vy
92.19% de inhibicidn en el crecimiento del hipocétilo y radicula de las semillas

de lechuga.

e EIl extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano)
presenta lactonas, triterpenos y/o esteroides, flavonoides, compuestos fenolicos

y amino&cidos.

e EIl extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano)

presenta solubilidad en los disolventes etanol, metanol y agua.
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5.2. Recomendaciones

e Se debe de utilizar otras variedades del ardndano para la determinacion de
antioxidantes y otros estudios adicionales por otros métodos como ABTS, DPPH

entre otros para corroborar datos y mejorar investigaciones futuras.

e Se recomienda consumir cualquier variedad de Vaccinium (arandano) en diferentes

preparaciones para asi tener beneficios para la salud.

e Por ultimo, se recomienda dar mas énfasis a la produccion del ardndano, ya que esto
va a generar gran demanda en la poblacion, trayendo consigo un aporte econémico a

la agricultura de nuestro pais.
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Anexo A: Matriz de consistencia

46

FROBLEMA GENEEAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL OPERACIONALIZACION DE VARIABLES METODOLOGIA
INDICADORES Estudio Experimental — Prospectivo.
VARIAELE DEFINICION DIMENSION Descripcidn del métedo de disefio
Determinar la  actividad | El extracto hidroaleohslico INDEFENDIENTE OFERACIONAL Los anszyos seran rezlizades an los lsboratorios de lz Universidad
Presenta actividad | sntiomidante v citotoxica | del fruto de Faccinfum oe = icana para el Desarrollo, con el apoyo dal Tnstimuto de
antioxidantes v citotduicas el o mb, and Tanings: Leve = investizzcidn de Bioguimica v Biologiz molecular ~IIBEM de 1z
2 el extra ; . exiracto | corymbosum  (arandanc) Arbusto de porte zlto _ =« Universided Marional Azrariz la Molina ((2ALM). Se reslizeran
presemia cto | hidroalcohélico del fiuto de | presenta actividad del género Faccinium, | -Esmdio preliminar | Flavonoides: estudios preliminares 2 la planta para el procedimiemto ¥
hidroalcohdlico del futo de | [gecing y joxi  ci i Vaccinium corymbosum : o | d8 13 marchs | Moderado= (++) s s s itotax :
HaToais : Vaccinium  corymbosum | antioxidante y citotoxica. UL COTYm que incluye arbustos | 5o Ertwrond reconocimiento da la actividad anticridants v citotoxica del frato de
I’@c‘;ﬂm_’ corymbaswn | (aréndano) provenients de ‘ardndanc’ silvestres. Su fiuto s toquimics. :btm Vaccinium corymbosum (arandana).
arandano)? i i z FRacoleccion de la musstra, secado de la muestra, aracion de la
€ ) Catiete, Lima. una falsa baya de | Eumdio preliminar | Triterpeno: i hi \lice. marcha Stoqui ._’p(eg enszvo de
color  negr de la prusba de | Abusndanre solubilidad ' -
con. la e Praparacidn de la actividad antioxidants:
cubierta de Leve= (+) Método de DPPH
secreciones cerosas. -:'“'D"i?: Se preparara una solucidn de DEPH.
';;:_m(?__é;) . Se realizara las dilociones al 1% v al 0.1%
Aminoacidas: Posteriormente ze incubsron lzz muestraz por 30 minutos en
Leve=(+) oscuridad.
Leucoamtocianidin | Tepminado ol timmpo se lleverz a leer inmedis=ments en el
as: Ansente= {-) 3 2 517nm.
'; 2z Método de AETS
Ausente= () Seginla fa de Amao
segmm i ae amzo
- . : Se preparara el reactivo A con ABTS.
PROBLEMAS ESPECIFICOS | OBJETIVOS ESPECIFICOS | HIPOTESIS ESPECIFICOS V2 VARIABLE INDEPENDIENTE Se preparara el reactivo E con persulfto de potasio.
La mezcla se dejé reaccionar por 12h en condiciones de oscuridad ¥
ambients.
Preparacién de s actividad citotoxica
VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADORES Se describe |z metdologia para Iz realizacicn de la técnica de la
=  iCuil serd la activided | = Evaluar la  actvided | = El extracto hidroalcohdlico INDEFENDIENTE OPERACIONAL idad inbibitoriz por isn de los extractos vegetales
antioxidante  que  presenta | antiomidente  del  exwacto | del fute de  Fasciuuwm que pressmrzron mejor actividad inkibitoria en las radiculas de
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Vacsinium corymbosum | Vaccimum corymbosuwm | presemiz elevada  sctvidad
{axindanc)? {axéndanc) por los métodos | antiomidante por los métodes Poblacién ¥ Muastra
DPPH y ABTS DPPH y ABTS Poblacisn: Planta
Laz actividad esuns prusba Muestra: Frito seco
® Cuil es el andlisis citotdxico ® Evaluar el efecto citotoxico ® El extracto hidroalcohdlico para determinar la Capacidad Porcentaje de
del ewmmacto hidroalcohdlico del | del swmacto hidroalcohslico del | del  fSure  de Facemiwm | o oo oo ide iciin de wioxidance inhibici Técnica e instramento de recoleccidn de datos
frate de Paccinmium corymboswn | frate e i con Actrvidad ANNOXIGAME | 1a: sspecies reactivas del | (amriradicalaria). Técnica: Observaciones
{axindanc)? corymbosum (arindeno) Sremte | presentz un pivel muy alto de oxigenc (radicales libras) Ins - Ficha de resultados, datos.
a semillas de lechuga. toxicided en el medelo de
inhibicién de la germinacidn de Técnicas de procesamisnto y anilisis de datos
1as semillas de lechuga. Los resultades serin expresados en cusdros v grafices. Estas serén
sometides al Anilisis de Varianza (ANOVA) con un nivel de
significacidn estadistica de 0.05. La difersncia significativa gue
existe entre los watamismos sera svaluade a tavés de la prusba de
Tukey (programa SPSS version 21).
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Anexo B: Instrumento

Actividad Antioxidante:

- DPPH

Tabla 23.

Instrumento de DPPH

ANALISIS DE DPPH

R1

R10%

5%

2.5%

1.25%

Ficha donde se indicara las muestras utilizadas. Fuente: Propia de los autores.

- ABTS

Tabla 24.

Instrumento de ABTS.

Absorbancia

R2

Umol Eqg. Trolox

R3

BL-MP

Ficha donde se indicara las muestras utilizadas. Fuente: propia de los autores

Actividad Citotoxica:
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Tabla 25.

Instrumento de citotoxicidad.

Concentracion mg Extracto seco % de inhibicion

Ficha donde se indicara las muestras utilizadas. Fuente: propia de los autores
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Anexo C: Data consolidado de resultados

e Estudio preliminar de la Marcha fitoquimica.

Tabla 26.

Resultados del estudio preliminar de la marcha fitoquimica

49

FRACCION METABOLITO SECUNDARIO REACTIVO RESULTADO
Aminoécidos Rvo. Nihidrina +
A Taninos Rvo. Gelatina =
Taninos Rvo. Tricloruro férrico i
Flavonoides Rvo. Shinoda A
B Esteroides Rvo. Libermann Est. (+)/ Trip. (+)
Quinonas Rvo. Borntrager -
Cardenolidos Rvo. Kedde 4
Esteroides Rvo. Libermann Est. (++)/ Trip. (++)
o Alcaloides Rvo. Mayer -
Alcaloides Rvo. Dragendorf -
Rvo, Scott -
Flavonoides Rvo. Shinoda +
Leucoantocianidinas Rvo. Rosenhein -
D Cardenolidos Rvo. Kedde +++
Esteroides Rvo. Libermann Est. (-)/ Trip. (-)
Alcaloides Rvo. Mayer -
E Flavonoides Rvo. Shinoda S

Leucoantocianidinas

Rvo. Rosenhein

Leyenda: (-) ausente, (+) leve, (++) moderado, (+++) abundante.

Metabolitos encontrados en el estudio preliminar de la marcha fitoquimica. Fuente: Propia de los autores.




e Estudio preliminar de la prueba de solubilidad.
Tabla 27.

Resultados de datos de solubilidad

Solvente Solubilidad
Hexano No soluble
Cloroformo No soluble
Diclorometano No soluble
Etanol Soluble
Metanol Soluble
Agua Soluble

Datos del anélisis del ensayo de solubilidad. Fuente: Propia de los autores.

e Actividad antioxidante

- Prueba DPPH

Tabla 28.
DPPH
R1 R2 R3
R10% 0.464 1.253 1.279
5% 0.175 0.148 X
2.5% 0.469 0.441 0.475
1.25% 0.595 0.583 0.59

Datos del analisis del ensayo por el método de DPPH. Fuente: Propia de los autores

- Prueba ABTS
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Tabla 29.
ABTS
Absorbancia pumol Eq. trolox BL-MP

1 0.863 60 0.257
2 0.752 120 0.368
3 0.665 180 0.455
4 0.443 240 0.677
5 0.214 300 0.906

Datos del anélisis de ensayo por el método de ABTS. Fuente: Propia de los autores.

e Actividad citotoxica.

Tabla 30.
Citotoxidad
Concentracion mg % oe Datos del analisis de
Extracto seco linhibicion citotoxidad. Fuente: Propia de
100 03 los autores.
30 33
10 16
3 23
1 13
0.3 4

0.1 -3
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Figura 2. Diagrama de cajas y bigotes- Hipocotilo. Datos obtenidos del hipocétilo. Fuente: propia de los autores.
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Figura 3. Diagrama de cajas y bigotes — Radicula. Datos obtenidos de la radicula. Fuente propia de los autores.
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Figura 5. Media de hipocétilo. Grafica de la media de hipocétilo. Fuente: propia de los autores.
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Anexo D: Cronograma del programa experimental

e Estudio preliminar : Marcha fitoquimica:

Tabla 31.

Cronograma experimental del estudio preliminar de la marcha fitoquimica.

Dias
Dia 1.

Dia 4.

Dia 5.1
Dia 6.

Procedimiento
-Preparamos el area de trabajo.
-Se prepard los materiales a utilizar (tubos de ensayo, reactivos.).
-Se procedi6 hacer la recoleccion de fruto.
-Se realiz6 el secado a 40°C
-Se realiz6 el macerado.
-Se realizo el extracto de la solucidon hidroalcohdlica, para identificar los
metabolitos
-Se realizd la sequedad vy filtramos para hacer las fases (solucion insoluble-
solucion acida).
- Separamos la fase acida para realizar las fase cloroférmica y la fase acuosa.
De la fase cloroférmica realizamos la fraccion C para identificar metabolitos.

De la fase acuosa realizamos la fraccion D y E para identificar metabolitos

Cronograma experimental del estudio preliminar de la marcha fitoquimica. Fuente: Propia
de los autores.

e Estudio preliminar: Prueba de solubilidad:

Tabla 32.

Cronograma experimental del estudio preliminar del ensayo de solubilidad.

Dias

Dia 1.

Procedimiento

-Preparamos el area de trabajo.

-Se prepard los materiales a utilizar (tubos de ensayo, reactivos.).

-Se procedio a realizar la mezcla del solvente con la muestra.

Cronograma experimental del estudio preliminar del ensayo de solubilidad. Fuente: propia de los autores.



e (Capacidad Antioxidante:
-Método de DPPH
Tabla 33.

Cronograma experimental por el método de DPPH.

Dias

Dia 1.

Procedimiento
-Preparamos el area de trabajo.
-Se prepar0 los materiales a utilizar (tubos de ensayo, reactivos.).
-Preparamos la solucién de DPPH en metanol.
-Se realiz6 las diluciones al 1% y al 0.1% a partir del extracto de la solucién
hidroalcohdlica, etandlico y acuoso al 10%.
-Luego cogimos 1ml de cada muestra y se le agrego 0.4ml a cada uno.
-Se uso acido galico como control positivo.
-Luego dejamos por 30 minutos en oscuridad las muestras.
-El blanco reactivo se prepar6 agregando 1ml de metanol en 0.4ml de la solucion de DPPH.

-Terminado el tiempo se procedi6 a la lectura en el espectrofotometro.

Cronograma experimental del ensayo por el método de DPPH. Fuente: Propia de los autores.

-Método de ABTS

Tabla 34.

Cronograma experimental por el método de ABTS.

Dias

Dia 1.

Dia 2.

Procedimiento
-Limpiamos el &rea de trabajo.
-Preparamos el material a utilizar.
-Preparamos el reactivo A en agua destilada.
-Preparamos el reactivo B con persulfato de potasio en agua destilada.
-Ambos reactivos lo guardamos en un frasco &mbar en oscuridad.
-La solucién madre del radical cromégeno se prepar6é empleando volimenes iguales de los
reactivos Ay B.

-La mezcla se dejé por 12 horas en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente.

-Ya transcurrido el tiempo se procedid a la lectura en el espectrofotometro.

Cronograma experimental del ensayo por el método de ABTS. Fuente: Propia de los autores.




Tabla 35.

Cronograma experimental de la actividad citotoxica.

Dias

Dia 1.

Dia 2.

Dia 3.

Cronograma experimental en el desarrollo de capacidad citotoxica. Fuente: Propia de los autores.

Procedimiento

-Limpiamos el area de trabajo

-Preparamos el material a utilizar (placa Petri, pipetores, tips, papel
filtro)

-Colocamos 6 placas Petri para utilizar (3 control- 3 muestra)
-Etiquetamos las placas Petri.

-Colocamos un disco de papel filtro a cada placa Petri.

-Agregamos 1ml de metanol puro en cada placa Petri.

-Dejamos por 24 horas abiertas las placas para que el metanol se
volatilice.

-Seleccionamos las semillas de lechuga.

-Llevamos las semillas de lechuga en la incubadora por 20 horas a
20.5°C.

-Transcurrido el tiempo de las 24 horas agregamos 700 ul de agua
destilada en cada placa incluyendo el de control.

-Seleccionamos las semillas de lechuga pregerminadas que tengan una
radicula.

-Colocamos 5 semillas de lechuga en las placas con ayuda de la pinza de
ceramica.

-Tapamos las placas y colocamos dentro de la bandeja de metal.
-Empapamos con agua destilada el papel toalla de la bandeja y lo
tapamos.

-Lo dejamos incubar por 52 horas.

Transcurrido el tiempo se precedid a realizar la medicion de radicula e
hipocotilo de la lechuga.

Colocamos los datos en el formato a utilizar.
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Anexo E: Testimonios fotogréaficos

Figura 6. Marcha fitoquimica. Estudio preliminar para la elaboracion de la marcha fitoquimica. Fuente: propia de los autores.
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Figura 7. Metabolitos de la fraccion “A” Resultados de la marcha fitoquimica. Fuente: propia de los autores.

Figura 8. Metabolitos de la fraccion “B”. Resultados de la marcha fitoquimica. Fuente: propia de los autores.

Figura 9. Metabolitos de la fraccion “C”. Resultados de la marcha fitoquimica. Fuente: Propia de los autores.
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| Rro. SHINGS A

Figura 11. Metabolitos de la fraccion “E”. Resultados de la marcha fitoquimica. Fuente: propia de los autores.
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Figura 12. Solubilidad. Resultados del ensayo de solubilidad. Fuente: Propia de los autores
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Figura 14. Andlisis citotoxico. Lectura del ensayo de citotoxicidad. Fuente: propia de los autores.
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Figura 15. Capacidad antioxidante (ABTS). Procedimiento del anélisis de ABTS. Fuente: Propia de los autores
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Propia de los autores



Figura 17. Fotografias con el asesor. Instalaciones del IBBM. Fuente: propia de los autores
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Anexo G: Constancia de la clasificacion taxondmica.

) = UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ‘t@\ 0.,
rd A Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA 7
> VICERRECTORADO DE INVESTIC ION Y POSGRADO i '
§ e e MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°181-USM-2019
EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (plantula con fruto) recibida de Cindy Garriazo Ripas y
Geraldine Ingaruca Salazar, alumnas de la Universidad Interamericana para el
Desarrollo ha sido estudiada y clasificada como: Vaccinium corymbosum L. y
tiene la siguiente posiciéon taxondémica, segln el Sistema de Clasificacién de
Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: ERICALES
FAMILIA: ERICACEAE
GENERO: Vaccinium
ESPECIE: Vaccinium corymbosum L.

Nombre vulgar: “arandano”
Determinado por Mag. Asuncién Cano Echevarria.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
gue estime conveniente.

Lima, 12 de junio de 2019

ACE/ddb




