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INTRODUCCION

En este trabajo, en el Capitulo | se presenta todo lo relacionado con en el problema de
investigacion, considerando que muchas enfermedades degenerativas no trasmisibles como
diabetes mellitus, hipertension arterial, mal de Parkinson, Alzheimer, polineuropatia
alcoholica, intoxicacion por oxigeno, isquemia cerebral, cataratas, retinopatia y sindrome de
dificultad respiratoria se relacionan con la presencia de radicales libres. Por tal razon se ha
formulado como objetivo general determinar la actividad antioxidante de Equisetum arvense
L. “Cola de Caballo” en relacion al contenido de 4cido ascorbico, fenoles y flavonoides, pues
es muy importante debido a las propiedades que presenta, habiendo necesidad de realizar
estudios profundos, ya que se desconocen los beneficios que proporciona en forma adecuada;

sobre todo con fines preventivos de este tipo de patologias.

El capitulo Il contiene una relacion de aquellas investigaciones (internacionales y
nacionales) que guardan relacion con esta problematica; se concreta en que estos hallazgos
experimentales sugieren que Equisetum arvense L. tiene efectos antibacterianos sobre
bacterias Gram-positivas. En el capitulo 111 se hace mencion de que la hipétesis general
plantea que Equisetum arvense L. “Cola de Caballo” presenta actividad antioxidante y existe

una relacion directa con la concentracion de acido ascorbico, fenoles y flavonoides.

Investigadores como Nunes R. y Pasko P.! sefialan que Equisetum arvense L. “Cola de
Caballo” es un género de helechos que se distribuyen a nivel mundial y de mayor riqueza en
el hemisferio norte. Esta planta que pertenece al género de helechos que presentan ejes
longitudinalmente surcados con costillas, por lo general, pronunciadas, con hojas verticiladas
reducidas a escamas que forman una vaina y por esporofilos agrupados distalmente en unas
estructuras a manera de cono, los estrobilos. La cola de caballo es una planta muy utilizada
con accion diurética, sus utilidades curativas son para la osteoporosis, limpieza de heridas,

antiviral.



Asi mismo, Rivera E. et al.? sostienen que es muy importante determinar las
propiedades que presentan el género de helecho en estudio como un recurso terapéutico
natural y demostrar la necesidad realizar estudios profundos sobre las propiedades
antioxidantes ya que muchos desconocen los beneficios proporcionan al consumirlos en
forma adecuada, méas aun, teniendo en cuenta que muchos padecen de enfermedades

degenerativas no trasmisibles y prevenir de la presencia de otras patologias.

Vi
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RESUMEN

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad antioxidante de
Equisetum arvense L. “Cola de caballo” en relacién al contenido de &cido ascérbico, fenoles
y flavonoides. Se realiz6 la identificacion taxondmica de la especie en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Lima); posteriormente se
procedid a la extraccion hidroalcohdlica y acuosa de extractos a partir de las hojas, para luego
liofilizar cada tipo de extracto. Se determind la actividad antioxidante in vitro de los extractos
por el método ABTS*"; contenido de fenoles, flavonoides y vitamina C. Los resultados
evidenciaron gque existen concentraciones significativas de fenoles, vitamina C y flavonoides,
que segun los valores espectrofotométricos se tiene una variabilidad de 245.81 hasta 305.37
mg EAG/qg, en flavonoides se tiene desde 27.09 a 35.82 mg/g expresado en rutina, y en
vitamina C valores desde 13.8 hasta 13.47 mg/100 g de extracto respectivamente. La
actividad antioxidante presentd alto valores desde 1021.03 hasta 1277.03 mg ET/g de
extracto. En base a los resultados se demostré que los extractos de E. arvense L. “Cola de
caballo” tienen actividad antioxidante significativa por lo que las hojas de cola de caballo

presentan alta actividades biologicas para diferentes aplicaciones.

Palabras clave: Equisetum arvense L., Fenoles, Flavonoides, vitamina C, actividad
antioxidante, ABTS®".

Xii



ABSTRACT

The objective of the research work was to determine the determination of the antioxidant
activity of Equisetum arvense L. "Horsetail” in relation to the content of ascorbic acid,
phenols and flavonoids. The taxonomic identification of the horsetail species was carried out
in the Natural History Museum of the National University of San Marcos; later, we proceeded
to the hydroalcoholic and aqueous extraction of extracts from leaves of Equisetum arvense
L. and then freeze-drying each type of extract. The in vitro antioxidant activity of the extracts
was determined by the ABTS e + method; content of phenols, flavonoids and vitamin C. The
results showed that there are significant concentrations of phenols, vitamin C and flavonoids,
which according to the spectrophotometric values have a variability of 245.81 to 305.37 mg
EAG / g, in flavonoids it is from 27.09 to 35.82 mg / g expressed in routine, and in vitamin
C values from 13.8 to 13.47 mg / 100 g of extract respectively. The antioxidant activity
presented high values from 1021.03 to 1277.03 mg ET / g of extract. Based on the results, it
was shown that the extracts of Equisetum arvense L. "Horsetail" have significant antioxidant
activity, which is why horsetail leaves present high biological activities for different

applications.

Keywords: Equisetum arvense L., Phenols, Flavonoids, vitamin C, antioxidant activity,
ABTS o +.
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Adaramola A. et al.? sefialan que muchas enfermedades degenerativas no trasmisibles
como diabetes mellitus, hipertension arterial, mal de Parkinson, Alzheimer, polineuropatia
alcohdlica, intoxicacion por oxigeno, isquemia cerebral, cataratas, retinopatia, sindrome de
dificultad respiratoria, enfisema, cancer de pulmon, cancer de colon, artritis reumatoide,
enfermedades autoinmunes, toxicidad en rifiones, etc., se relacionan con la presencia de

radicales libres.

Segun Paredes E.* los metabolitos secundarios son los antioxidantes que protegen al
organismo humano contra enfermedades degenerativas no transmisibles, como consecuencia
de estos problemas, hoy en dia existen muchos estudios referidos al uso de antioxidantes
naturales que se deben incluir en la alimentacién cotidiana. EI incremento de la utilizacion
de las plantas medicinales con efectos curativos que se observan en todos los mercados del
mundo se debe principalmente a los efectos que presentan en los que consumen, ya que son

inocuos.



Ricco R. et al.> mencionan que el vegetal conocido como “Cola de caballo”,
actualmente se exporta a diversos paises como Europa y estados Unidos de Norte Ameérica,
habiéndose incrementado en los dltimos tres afios. Hoy en dia se ha identificado que
Equisetum arvense L. “Cola de Caballo” tiene muchas propiedades, sin embargo, pese a su
bajo costo y altas propiedades favorables para la salud, existe un desconocimiento sobre esta

planta que no permite su utilizacién médica y que se aprovechen sus beneficios.

1.2 DELIMITACION DEL PROBLEMA

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Bromatologia de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Peruana los Andes, ubicado
en la Ciudad Universitaria de la Urbanizacion Chorrillos s/n San Carlos, en la provincia de
Huancayo (Departamento de Junin).

La planta E. arvense L. “Cola de Caballo” utilizada fue recolectada en la Provincia de
Jauja por las autoras del proyecto, a la cual se le realiz6 la identificacion taxonémica en los
laboratorios del Herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos (Lima).

Las hojas para la obtencion del extracto acuoso en polvo fueron previamente sometidas
a un tratamiento de secado y molienda para luego proceder al proceso de extraccién sélido-
liquido al 10% y 20% p/v en el laboratorio de Bromatologia y posterior evaluacion de la

actividad antioxidante, fenoles, acido ascorbico y flavonoides.

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA
1.3.1 Problema general
¢Cual es la actividad antioxidante y perfil fitoquimico de de Equisetum arvense L.

“Cola de caballo”?



1.3.2 Problemas especificos

¢ Cudl es el perfil fitoquimico de E. arvense L. “Cola de caballo™?

¢ Cuales son los parametros de obtencién de E. arvense L. “Cola de caballo”?

e ;Cual es la actividad antioxidante del extracto acuoso en polvo por el método
ABTS?

e ;Cual es el contenido de &cido ascorbico, fenoles y flavonoides de E. arvense L.

“Cola de caballo” por el método de espectrofotometria UV/Visible?

1.4 JUSTIFICACION
1.4.1 Social

Actualmente la utilizacion de productos intermediarios saludables es una gran
alternativa y tiene gran preferencia por la poblacion a nivel mundial, especialmente el uso de
extractos naturales con potencial antioxidante, colorantes y pigmentos naturales, utilizados
para prevenir muchas enfermedades degenerativas no transmisibles. EI consumo de
productos sintéticos, especialmente colorantes, se asocia con problemas de salud que padece
la poblacién del mundo, razén por la cual el presente estudio pretende promover el uso de
productos naturales en beneficio de la salud de los consumidores.

Por otro lado, la extraccion de sustancias fitoquimicas a partir de E. arvense L. “Cola
de caballo”, permitira la industrializacion de esta planta medicinal andina, nativa del Pert, lo
cual impactara positivamente en la economia de familias de procedencia rural, dedicadas al
cultivo de esta planta, cuya demanda se incrementaria de acuerdo a la capacidad de
produccién de las plantas de procesamiento, generando un valor agregado de esta especie

vegetal.

1.4.2 Tedrica
La investigacion se desarroll6 sobre una base de conocimientos e informacién para la
industria farmacéutica en lo referente a elementos naturales, como son los fitocomponentes

extraidos a partir de E. arvense L. “Cola de caballo”, considerando que en la industria



globalizada existe un auge en el uso de este tipo de fuentes naturales como alternativa de
materia prima, de tal forma que sirvan como fuente natural de sustancias fitoquimicas,
promoviendo a su vez que estos extractos naturales se utilicen con pigmentos aprovechables
para la formulacion de diversos tipos de extractos naturales. Por otro lado, por sus
propiedades antioxidantes para prevenir enfermedades degenerativas no trasmisibles le

concede mucha importancia en la industria farmacéutica.

1.4.3 Metodoldgica

Para materializar el desarrollo de esta investigacion se utilizaron métodos
estandarizados para la extraccion de fitocomponentes a partir de E. arvense L. “Cola de
caballo” para uso potencial en la industria farmacéutica; tales como fenoles totales y su

actividad antioxidante en base a métodos AOAC y Normas Técnicas Peruanas (NTP).

1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Obijetivo general

Determinar la actividad antioxidante y perfil fitoquimico de de Equisetum arvense L.
“Cola de caballo™.

1.5.2 Objetivos especificos

Caracterizar el perfil fitoquimico de E. arvense L. “Cola de caballo”

o Identificar los pardmetros de obtencidon del extracto acuoso en polvo.

e Determinar la actividad antioxidante del extracto acuoso en polvo por el método
ABTS.

e Cuantificar el contenido de acido ascorbico, fenoles y flavonoides en el extracto
acuoso en polvo de E. arvense L. “Cola de caballo” por el método de
espectrofotometria UV/Visible.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE ESTUDIO
2.1.1 Internacionales

Hernandez E. et al.® referencian que Equisetum arvense L. “Cola de caballo” en México
se emplea muy frecuentemente como un agente hipoglucemiante para contrarrestar la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), considerando que en ese pais es una prioridad en el sector

salud.

Carmignan F. et al.” investigaron la eficacia de la aplicacion de Equisetum pyramidale
Goldm en forma de hidrogel para la restauracion de lesiones cutaneas inducidas en ratas,
mediante anéalisis morfoldgicos, morfométricos e histoldgicos en relacion a sus componentes
principales. El hidrogel que contiene extracto etandlico de E. pyramidale al 2% fue eficaz en
la regresion de heridas. E. pyramidale puede usarse para el tratamiento de heridas

intencionales y la curacion efectiva puede deberse a un alto contenido de flavonoides.

Alvarez P. et al.2 menciona que en Europa la especie vegetal Equisetum arvense L.
“Cola de caballo” se usa en forma tradicional como potente diurético para el tratamiento de

edemas.



Alavarce R. et al.® realizaron estudios sobre el efecto beneficioso de Equisetum
giganteum L. contra la formacion de biopeliculas de Candida albicans. E. giganteum,
principalmente en concentraciones altas, mostro actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans. También
demostrd actividad antiadherente en biofilms de C. albicans en un modelo experimental que
es similar a las dentaduras postizas. Ademas, todas las concentraciones mostraron actividad
antiinflamatoria. El extracto no mostrd citotoxicidad en contacto con células humanas. Estas
propiedades pueden calificar al extracto de E. giganteum como alternativa prometedora para

el tratamiento y prevencion de la candidiasis oral y estomatitis por dentadura postiza.

Muraroto M. et al.1° realizaron una evaluacion preliminar de la silica y otras sustancias
quimicas constituyentes del té liofilizado de Equisetum arvense y la aplicacion de sus
residuos de biomasa por adsorcion de cobre, el objetivo fue caracterizar el té a partir de una
forma de manipulacién hecha por una farmacia especializada (M) y otros productos naturales
bancarios (B). La absorcion de biomasa resultante (residuos) se aplicé en la adsorcion de
iones cupricos y la maxima capacidad de adsorcién (Nfmax de la cola de caballo M y B)

fueron 4.4x10-4 mol g-1y 2.6x10-4 mol*g™ respectivamente.

Rajasekhar A., Peddanna K. y Rao C.}' desarrollaron estudios sobre actividad
antioxidante y toxicidad aguda in vitro del extracto etandlico de tubérculos radiculares de
Asparagus gonoclados. Los resultados indican que el andlisis fitoquimico de extractos
etandlicos revel6 presencia de fitoesteroles, flavonoides, fenoles, taninos, esteroides,
triterpenos y proteinas. La actividad antioxidante del extracto se analizd6 mediante métodos
de DPPH, NO y H»0,. El extracto etandlico a la concentracion de 100 pg/mL exhibié mayor
actividad; concluyendo que dicho extracto posee buenas propiedades antioxidantes y no es

toxico.



Pallag A. et al.'? investigaron sobre la actividad antimicrobiana del extracto de
Equisetum arvense L. y los mecanismos implicados en los efectos in vitro sobre células
vasculares endoteliales expuestas al estrés hiperosmaotico. Los resultados demostraron que E.
arvense L. exhibio efectos antibacterianos solo en cocos patdgenos Gram-positivos. Las
bajas concentraciones de compuestos experimentales ejercen un efecto antioxidante y
disminuyen la actividad de la caspasa-8 y también aumenté la expresion de IkB; mientras
que, en dosis altas, E. arvense L. fue pro oxidante, indujo la apoptosis y disminuyo IL-6
secrecion. Se concluye que estos hallazgos experimentales sugieren que E. arvense L. tiene

efectos antibacterianos en Gram-positivos.

2.1.2 Nacionales

Niquin L. realizo estudios sobre el efecto gastroprotector de hojas de Equisetum
giganteum L. (Cola de caballo) en Rattus norvegicus var. albinus con Glcera inducida. Al
evaluar el nimero de ulceras en estomago de cada espécimen, se encontr en el grupo control
positivo un promedio de 10.2 + 2.3 Ulceras, el grupo estandar farmacolégico tratado con
Ranitidina un promedio de 5.8 £1.5 Ulceras y el grupo experimental tratado con EHAH de E.
giganteum con un promedio de 3.3 +1.5 Ulceras; existiendo diferencia estadistica entre los
diferentes grupos a través de la prueba ANOVA (p 0.05). Se concluye que el extracto
hidroalcoholico de hojas de E. giganteum presenta efecto gastroprotector en R. norvegicus

var. albinus con Ulcera inducida.

Enciso J.}* evalué la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de Bixa
orellana (achiote), Eupatorium triplenerve (asmachilca), Physalis peruviana (aguaymanto)
y Equisetum arvense (cola de caballo) sobre la proliferacion de fibroblastos. Asimismo,
analizaron su capacidad antioxidante y contenidos de polifenoles y flavonoides. B. orellana
y P. peruviana mostraron mayor capacidad antioxidante, correspondiéndole a B. orellana las
mayores concentraciones de polifenoles y flavonoides. Todas las plantas estimularon
diferencialmente la proliferacion de fibroblastos, siendo mayor en E. arvense, moderada en

B. orellana y P. peruviana y baja en E. triplenerve.



Villafuerte V.2 evalu el efecto hidratante de una crema a base de Equisetum bogotense
“Cola de Caballo” y Pyrus communis “Pera” procedentes del distrito de Quero (Jauja, Junin)
y provincia de Caraveli (Arequipa), respectivamente. Se determinG los metabolitos
secundarios mediante marcha fotoquimica, obteniendo en el extracto alcoholico de “cola de
caballo” antocianinas y mucilagos y en “pera” taninos y flavonoides; mientras que en el
extracto acuoso de “cola de caballo” hubo flavonoides y taninos. En las condiciones
experimentales realizadas se demostrd que la crema a base E. y P. communis tiene efecto
hidratante, ademas se evidencié que la mezcla de ambas formulaciones presentdé mejor
comportamiento hidratante a lo largo de todos los momentos de tiempo comparados con el
control positivo. Para la frecuencia del tratamiento se evidencié que el tiempo de aplicacion
cada 12 horas present6 el menor tiempo de absorcion en la aplicacion de la formulacion de

la mezcla con un intervalo de 1,90 minutos.

Peldez Y.y Pereda L.*° realizaron un estudio farmacognostico de las ramas laterales de
Equisetum giganteum L. “Cola de Caballo” proveniente del sector Chambuc (Santiago de
Chuco, La Libertad). El estudio farmacognostico comprendio la identificacién taxonomica,
determinacion de parametros de calidad, e identificacién de metabolitos secundarios. Los
resultados mostraron que la rama lateral tuvo 20+£0,84 cm de largo y 0,2+0,436 de ancho;
forma diagonal con 6-8 ranuras y una cabezuela conteniendo esporas, textura coriacea,
superficie rugosa, color verde oscuro, un sabor amargo. Las caracteristicas fisico-quimicas
fueron:  cenizas totales 5,88%+0,242; cenizas insolubles en &cido clorhidrico
0,46%=0,029; cenizas solubles en agua 3,75%+0,161; humedad 7,32%z=0,99; materias
extrafias 0,33%+0,015; sustancias solubles en agua 18,02%+0,934; en etanol 96°GL
14,08%=0,693 y etanol 70°GL 20,65%+0,926. Los metabolitos secundarios encontrados
fueron: flavonoides, taninos, compuestos fendlicos, esteroides, aminoacidos y azucares

reductores.



2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 Equisetum arvense L. “Cola de caballo”

La planta de Equisetum arvense L. “Cola de caballo” es una especie vascular muy
antigua, presenta un promedio de 15 especies distribuidas a nivel mundial segun Elgorriaga
A., Escapa |. y Rothwell G. la hierba medicinal E. arvense L., con nombre vulgar de “Cola
de caballo”, es una especie pteridofita, sus tallos son aéreos ramificados y verticilios en forma
regular; presenta una biometria que miden de 10 a 20 cm de altura. Los tallos infértiles miden
de 20 a 80 cm de altura, presentando verticilios o nudillos a partir de los cuales emergen las
hojas; ambos crecen en lugares himedos y con climas templados. Es una planta medicinal
que posee caracteristicas antibacterianas, anti convulsionante, antioxidantes,

antinflamatorias y sedante. En la medicina tradicional se utiliza como diurético.!’

2.2.2 Clasificacion taxobotéanica

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta
Division: Equisotophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Equisetales
Familia: Equisetaceae
Género: Equisetum
Especie: arvense

Nombre cientifico: Equisetum arvense L.

2.2.3 Composicién quimica

Segun Al-Snafi A.'8 los principios inmediatos quimicos estan representados por los
alcaloides especialmente la nicotina y palustrina; fito esteroles; taninos; triterpenoides,
compuestos fendlicos y flavonoides (0,6 a 0,9%)® mientras que menciona que también
contienen proteinas y aminoacidos, saponinas, aceites volatiles. Ademas de ser rico en
minerales como potasio, manganeso, magnesio, sulfuro y un contenido considerable de silice
de 5 a 8%.



Khakestani M., Jafari S. y Zahedi P.1° sostienen que los principios activos de la cola de
caballo estan dados por metabolitos secundarios que se aislar de sus tejidos o fracciones
vegetales'’, otros investigadores reportan que la planta contiene minerales como son silice,
calcio, magnesio, cromo, hierro, manganeso, potasio; &cidos organicos como el malico,
salicilico y esquisético; también glucdsidos, saponinas, heterdxidos, fitosteroles, flavonicos

y taninos.

Por tanto, la planta contiene muchos componentes que poseen efectos protectores y
curativos, siendo dos los tipos de principios activos de mayor relevancia: el primero es un
amplio conjunto de sustancias minerales, dentro de las cuales la mas importante es la silice;
el segundo es una serie de glucosidos que tienen roles coadyuvantes de la silice y la mayor

proporcion de silice se presenta como anhidrido.

Los componentes bioquimicos principales son los siguientes:
e Sales minerales, en especial de silice, es una de las mejores fuentes de este mineral que
nos brinda la naturaleza, potasio, calcio, magnesio y aluminio.
e Vitamina C, carotenoides.
¢ Flavonoides, glucdsidos de kenferol.
e Taninos galicos.
e Saponosidos, a destacar la equisetonina.
e Acidos cafeico y ferdlico.
¢ Polialcoholes carbonados como el manitol, con efectos diuréticos el Inositol.
e Trazas de alcaloides activos como la espermidina, usada en jardineria, la nicotina, etc.

e Esteroles.
Estos componentes le confieren a la cola de caballo cualidades remineralizantes,

vitaminicas, diuréticas, depurativas, desintoxicantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,

vasoconstrictoras a nivel local, cicatrizantes y como eficaz restaurador epidérmico.
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2.2.4 Usos y aplicaciones

Se reporta que una de las aplicaciones méas importantes de la planta es la actividad anti
fangica, ya que en forma de tintura es muy frecuente su uso por las propiedades antisépticas,
y los estudios demuestran el alto potencial antimicrobiano de extractos hidroalcohdlicos y
aceites esenciales. Esta especie tiene la capacidad de producir sustancias alelopaticas como
resultado de su metabolismo. El extracto acuoso afecta al desarrollo del estadio larvario de
algunos insectos plagas, impidiendo que estos proliferen, evitando infecciones fungosas en

el follaje y los frutos del cultivo.

2.3 MARCO CONCEPTUALZ?
2.3.1 Extraccion

Unidad de proceso que consiste en la separacion de un analito en una unidad
experimental o0 mezcla utilizando medio de solido/liquido, con disolventes polares, donde se
separar los componentes de acuerdo a la naturaleza del solvente, al final se tiene la solucion

extraida en el solvente y el residuo.

2.3.2 Vitamina C

Fenech M. et al. 2 sefialan que el &cido ascorbico (vitamina C) es una vitamina soluble
en agua, es un cristal o polvo blanco o ligeramente amarillo con un ligero acido gusto. Es un
producto antiescorbutico. En exposicién a la luz, gradualmente se oscurece en estado seco,
es razonablemente estable en el aire, pero en solucién se oxida rapidamente. El &cido
ascorbico (vitamina C) es libremente soluble en agua; escasamente soluble en alcohol;
insoluble en cloroformo, en éter, y en benceno EI nombre quimico del acido ascérbico
(vitamina c) es Acido L-ascorbico (vitamina C). La formula empirica es CeHs0s Y el peso

molecular es 176.13 g/mol.

La vitamina C en humanos debe ingerirse para sobrevivir. La vitamina C es un donador
de electrones, y esta propiedad explica todas sus funciones conocidas. Como donante de
electrones, la vitamina C es un potente antioxidante soluble en agua en humanos. Los efectos

antioxidantes de la vitamina C se han demostrado en muchos experimentos in vitro.
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Enfermedades humanas tales como la aterosclerosis y el cancer pueden ocurrir en parte por
dafo oxidativo a los tejidos. Oxidacion de lipidos, Las proteinas y el ADN dan como

resultado productos de oxidacion especificos que se pueden medir en el laboratorio.

Mientras los biomarcadores de oxidacion se han medido en humanos, tales ensayos ain
no se han validado o estandarizado. y la relacion de los marcadores oxidantes con las
enfermedades humanas no esta clara. Los estudios epidemioldgicos muestran que las dietas
altas en frutas y verduras estan asociadas con un menor riesgo de enfermedad cardiovascular,
accidente cerebrovascular y cancer, y con mayor longevidad. Se desconoce si estos efectos
protectores son directamente atribuibles a la vitamina C.

A lo largo de la evolucién, varios animales, incluidos los humanos, han perdido la
capacidad de sintetizar &cido ascorbico (ascorbato, vitamina C), una molécula esencial en la
fisiologia de animales y plantas. Ademas de su papel principal como antioxidante y cofactor
en redox reacciones, informes recientes han demostrado un papel importante del ascorbato
en la activacion de mecanismos epigenéticos que controlan la diferenciacion celular, cuya
desregulacién puede conducir al desarrollo de ciertos tipos de cancer. Aunque las frutas y
verduras constituyen. La principal fuente de ascorbato en la dieta humana, el aumento de su
contenido no ha sido un objetivo principal de reproduccidn, a pesar de la gran variacion inter

e intraespecifica en ascorbato contenido en cultivos frutales.

Actualmente existe un interés creciente por impulsar el contenido de ascorbato, no solo
para mejorar la calidad de la fruta sino también para generar cultivos con niveles elevados
tolerancia al estrés. Varios intentos de aumentar el ascorbato en las frutas han logrado
bastante buenos resultados, pero, en algunos casos, también se producen efectos perjudiciales
en el desarrollo del fruto, probablemente debido a la interaccion entre la biosintesis de

ascorbato y componentes de la pared celular.
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Fuente: Fenech M. et al.

Figura 1. Estructura quimica del acido L-ascérbico y acido isoascorbico

2.3.3 Método del ABTS (acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfonico)

El radical ABTS * se produce por la oxidaciéon del ABTS. Esta oxidacién puede
generarse de forma enzimatica, quimica (diéxido de manganeso, persulfato potésico, radical
piréxilo) o electroquimica. El radical catiénico obtenido es un compuesto de color verde-

azulado estable con una absorcion maxima a 734 nm.

La metodologia consiste en controlar la reduccion del radical ABTS * causada por la
adicion de una muestra que contiene antioxidantes. Esto se realiza determinando la
decoloracion del ABTS a 734 nm. La absorbancia se compara con la del Trolox (analogo
sintético y soluble de la vitamina E) y se expresa como TEAC (capacidad antioxidante

equivalente de Trolox).

La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras hidrosolubles como
liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada caso y que proporciona rapidamente
los resultados mas reproducibles empleando un equipo de laboratorio relativamente comin

como es el espectrofotdémetro, ampliamente utilizado.
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CAPITULO IlI

3.1 HIPOTESIS

No amerita, por tratarse de una investigacion de nivel descriptivo.

3.2 VARIABLES
3.2.1 VARIABLE 1:
Perfil fitoquimico de Equisetum arvense L. “COLA DE CABALLO”
A. Definicion Conceptual: Resultado del analisis cualitativo y cuantitativo de los
principales metabolitos que tienen actividad presente en el Equisetum arvense L.
“COLA DE CABALLO”

B. Definicion Operacional: Se consideraron tres dimensiones que son:
e Acido ascorbico
e Fenoles

e Flavonoides
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3.2.2 VARIABLE 2:
Actividad Antioxidante: Equisetum arvense L. “COLA DE CABALLO”
A. Definicion Conceptual: Medida de los efectos de un compuesto antioxidante y se
puede usar productos intermedios o finales para valorar su actividad.
B. Definicion Operacional: Se consideraron dos dimensiones que son:
e DPPH
e ABTS
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1 METODO DE INVESTIGACION
El estudio se enmarca en el método cientifico observacional, ya que se investigo en la
planta Equisetum arvense L. “Cola de caballo” aspectos importantes que caracterizan el

comportamiento de las variables sin llegar a su manipulacion deliberada.

4.2 TIPO DE INVESTIGACION

Para Rojas C.? la investigacion es de basico, caracterizada porque buscd recopilar
datos obtenidos durante el analisis de las variables, los mismos que son presentados de forma
rigurosa, organizada y sistematica; que serviran de base para el disefio de posteriores estudios

de tipo aplicado.

4.3 NIVEL DE INVESTIGACION
Rojas C.?! el trabajo de investigacion propuesto corresponde al nivel descriptivo,
considerando que se busco caracterizar los fendomenos relacionados con el comportamiento

de las variables sin que sean sometidas a manipulacion por parte de las investigadoras.
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4.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

La investigacion correspondi6 a un disefio no experimental, descriptivo transversal.

Donde:

M = Muestra (Extracto hidroalcoholico)

T = Tiempo (momento de coleccion de muestras)
O = Observacion (Efecto antimicrobiano)

45 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion estuvo constituida por la produccién de E. arvense L. “Cola de caballo”
proveniente del distrito de Molinos, provincia de Jauja, debido a que se traté de una poblacion
infinita, la muestra estuvo conformada por 10 kg de cola de caballo sometido a cuatro

repeticiones.

4.5.1 Criterios de inclusion

Solo se utilizaron hojas del tallo de E. arvense L. “Cola de Caballo” limpias. La especie
empleada en el trabajo de investigacion se considerd segun la taxonomia certificada del
museo de historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

4.5.2 Criterios de exclusién

No se considero otras especies provenientes de otras zonas. Se descartaron los tallos de

“Cola de caballo” deteriorados, con ataques microbianos u hongos.

17



46 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

4.6.1 Técnica de investigacion (general)

Para el desarrollo de este estudio se empleo la técnica de observacion, mediante la cual

fue posible la recoleccion de muestras, analisis y registro de datos sobre las caracteristicas

fitoquimicas de E. arvense L. “Cola de caballo”.

4.6.2 Técnicas procedimentales (especificas)

La caracterizacion fitoquimica y actividad antioxidante fueron realizadas mediante el

empleo de métodos analiticos cualitativos recomendados por la AOAC, método de
espectrofotometria UV/visible y Método ABTS por espectrofotometria UV/Visible, segun se

detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Sistematizacion de las técnicas de recoleccion de datos en la investigacion

Técnicas

Instrumentos

Recoleccion de datos

Observacion directa

Recoleccién de Informacion

Meétodos de extraccion
acuosa
Anélisis de perfil fitoquimico
de E. arvense L. “Cola de
caballo”
Analisis fisicoquimico de E.
arvense L. “Cola de caballo”
Anélisis de acido ascorbico,
fenoles y flavonoides de E.
arvense L. “Cola de caballo”

Anélisis de la actividad
antioxidante de E. arvense L.
“Cola de caballo”

Ficha de observacion

Informacion de referencias
bibliograficas en articulos
cientificos indexados, revistas
cientificas especializadas, libros
que abastezca de informacion
valiosa y detallada para enriquecer
el presente.

Método sélido-liquido

Métodos quimicos cualitativos

Método recomendado por la
AOAC

Método espectrofotometria
UV/Visible

Método ABTS por
espectrofotometria UV/Visible

Cantidad de E. arvense L. “Cola de
caballo”

Método de extraccion; metabolitos
secundarios, acido ascorbico, fenoles,
flavonoides - Contenido de acido
ascorbico, fenoles y flavonoides
totales, - Determinacion de la
actividad antioxidante.

Sistema de extraccion en contra
corriente por contacto en equilibrio

Presencia de metabolitos secundarios

°Brix, acidez, pH; quimico proximal

Contenido de &cido ascorbico, fenoles
y flavonoides

Actividad antioxidante

Fuente: Elaboracion propia.
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4.6.3 Instrumentos de recoleccion de datos
Se emplearon seis fichas de recoleccion de datos para registrar la informacion sobre las
caracteristicas fitoquimicas y actividad antioxidante de la especie vegetal bajo estudio:

¢ Ficha de recoleccion de datos del Perfil fitoquimico de extracto de Cola de caballo.

e Ficha de recoleccion de datos de las Caracteristicas fisicoquimicas de extractos fresco y
liofilizado de Cola de caballo.

e Ficha de recoleccion de datos de la Actividad antioxidante de los extractos de Cola de
caballo.

¢ Ficha de recoleccion de datos del Contenido de vitamina en extractos fresco y liofilizado
de Cola de caballo.

e Ficha de recolecciéon de datos del Contenido de fenoles totales de extractos fresco y
liofilizados de Cola de caballo.

e Ficha de recoleccion de datos del Contenido de flavonoides de extractos fresco y
Liofilizados de Cola de caballo.

Por tratarse de instrumentos de campo, que sirvieron para almacenar y organizar los
datos procedentes de los analisis de laboratorio y para su manejo exclusivo por parte de las
investigadoras; dichos instrumentos no fueron sometidos a pruebas de validez o

confiabilidad.

4.6.4 Procedimientos de la investigacion
A. Determinacion de la actividad antioxidante por ABTS*

En una celda de pléstico de volumen reducido 1.5 mL se agregaron 600uL del radical
ABTS* y se midi6 la absorbancia inicial a 517 nm, luego se adicionaron 200uL de cada
extracto de “Cola de caballo” y nuevamente se midid la absorbancia cada 30 segundos
durante 10 minutos, midiendo la absorbancia final a la misma longitud de onda 10 minutos

despueés.

B. Determinacién de acido ascérbico
Método recomendado por el departamento de Agricultura de Canada, utilizando el
reactivo 2,6-diclorofenol indofenol y lecturado en un espectrofotometro UV/visible a una

longitud de onda de 520nm.
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C. Determinacion de fenoles totales

El método consistié en tomar en tubos de prueba 300 uL de extracto acuoso de la planta
con 1000 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau al 0,25 N y 800uL de una solucion de carbonato
de sodio al 7.5% en agua destilada; aforar a 2 500uL con agua desionizada. se agit6 y dejo
en reposo por 30 minutos en oscuridad, luego se realizé la lectura en el espectrofotometro a
765nm y se expreso el contenido de fenoles totales como equivalente de acido galico (GAE)

en mg por 100 g en b.s. de muestra.

D. Determinacion de flavonoides

Método recomendado por Zhishen et al; se tomara una alicuota de 250 uL del extracto
acuoso en polvo que se mezcla con 1000 pL de agua destilada; luego se afiadio 75 pL de
NaNO vy se dejé reaccionar por 5 minutos. Posteriormente, 75 pL de AICI al 10% se adiciond
500 pL de NaOH 1 M. La 3 mezcla se centrifugé a 3500 r.p.m. durante 5 minutos. Los
flavonoides totales fueron expresados en mg Querc/100 g de muestra a una longitud de onda
de 510 nm.

E. Determinacion de solidos solubles
Se determinaron los sélidos solubles o Brix en base a la Norma AOAC.

F. pH
Se determind de acuerdo al método potencio métrico recomendado por la AOAC.

G. Acidez

Se determino de acuerdo al método de titulacion acido base propuesto por la AOAC.
H. Rendimiento

Se utiliz6 el procedimiento gravimétrico por diferencia de pesos en funcion a la materia

prima inicial.
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I.  Caracterizacion quimico proximal de Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”

Se determino de acuerdo a los métodos oficiales establecidos por la AOAC:

Humedad.- Método que consistio en el secado en estufa a 100 °C hasta peso
constante por un tiempo de seis horas.
Cenizas.- Se sometid a una incineracién a 600 °C en el horno mufla por 3 horas y

luego pesar la ceniza, liberando totalmente la materia organica.

Proteina total.- Método quimico de Kjeldahl que consistira en la digestion &cida y

alcalina; bajo un factor de conversién de nitrégeno a proteinas de 6,25.

Grasa cruda.- Método gravimétrico de Soxhlet utilizando hexano como solvente por
un tiempo de tres horas y sometido a evaporacion y luego por diferencia calcular el

contenido de grasa.

Fibra cruda.- Método quimico que consistié en la digestion acida y alcalina a una

concentracion de 1,25% y posterior incineracion y separacion de ceniza.

Carbohidratos totales.- Determinacion por diferencia aritmética, una vez concluido

la cuantificacion de los demas biopolimeros.

4.7 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
Los datos obtenidos al evaluar los extractos acuosos al 10% y 20% en relacion a la

actividad antioxidante, fenoles y flavonoides, para el analisis estadistico, fueron procesados

en una base de datos creada en el paquete estadistico Stadistical Packege for Social Sciencies
(SPSS) version 23.

48 ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION
El trabajo de investigacion bajo los objetivos planteados tiene una tarea muy urgente

como es la de recuperar y promocion su importancia de las plantas medicinales en las

comunidades andinas del valle del Mantaro.
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Se trata ademés de la conservacion de la especie Equisetum arvense L. “Cola de
caballo” como una planta medicinal componente de la biodiversidad y de su
aprovechamiento como recurso terapéutico eficaz en los programas de auto cuidado y
atencion primaria en salud y ademas registrar informacion relevante y demostrar
cientificamente sus efectos terapéuticos que serviran como nuevas fuentes de medicamentos

y otros beneficios para la poblacién del mundo.

Ayudando a la proteccion del medio ambiente y el respeto de la biodiversidad Toda
investigacion debe evitar acciones lesivas a la naturaleza y a la biodiversidad, implica el
respeto al conjunto de todas y cada una de las especies de seres vivos y de sus variedades,
asi como a la diversidad genética. Generando responsabilidad de Los investigadores,
docentes, estudiantes y graduados deberan actuar con responsabilidad en relaciéon con la
pertinencia, los alcances y las repercusiones de la investigacion, tanto a nivel individual e

institucional, como social.

Por consiguiente, se tomo6 como base los aspectos sefialados en los articulos 27° y 28°
del Reglamento general de Investigacion de la Universidad Peruana Los Andes, considerando
principalmente aquellos principios como proteccion al medio ambiente y el respeto a la
biodiversidad, responsabilidad y veracidad en relacion a la procedencia de datos, alcances y
consecuencias de los resultados obtenidos. También su tuvieron en cuenta las normas sobre
comportamiento ético, pertinencia de la linea de investigacién, rigor cientifico y

confidencialidad, dejando expresa constancia de que no existen conflictos de interés.?
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CAPITULO V
RESULTADOS

5.1 DESCRIPCION DE RESULTADOS
5.1.1 Perfil fitoquimico de E. arvense L. “Cola de caballo”

En la Tabla 2, se muestran los resultados de la identificacion de metabolitos
secundarios (componentes fitoquimicos) en el extracto hidroalcohédlico y acuoso de cola de
caballo, determinado segun las metodologias estandarizados para desarrollar el perfil

fitogquimico de extractos de plantas.

En las Tablas 3 y 4 se muestran los resultados del contenido de humedad determinado

segun la metodologia AOAC evaluadas por triplicado.
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Tabla 2. Perfil fitoquimico de extractos hidroalcoholicos y acuoso de hojas de

Equisetum arvense L. “Cola de caballo”

] o y Extractos
Fitoquimico Reaccion ) .
Hidroalcoholico Acuoso

Azucares reductores Fehling - +
Compuestos fendlicos Cloruro férrico ++ ++
Taninos Gelatina + -
Flavonoides Shinoda ++ ++
Antocianinas y flavonoides _

o Rosenheim - -
catéquicos
Aminoacidos Ninhidrina (0.1% en etanol) - -
Triterpenos y/o esteroides  Lieberman- Burchard - +
Alcaloides Dragendorff - -
Glicésidos Baljet ++ -
Cumarinas NH;OH 6 NaOH 10% - -
Glucésidos de saponina Espuma - -

Fuente: Elaboracion propia

Resultados segun intensidad (+) baja evidencia (++) evidencia moderada (-) negativo (+++) alta evidencia
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Tabla 3. Valores del contenido de humedad de las hojas y tallos de Equisetum arvense

L. “Cola de caballo” fresco

Muestras R1 R2 R3
1 77.24 76.41 75.28
2 76.62 75.49 77.58
3 73.69 76.84 77.31
4 75.83 77.38 76.47
) 75.93 78.54 77.36
Promedio 75.86 76.93 76.8
Desviacion Estandar 1.34 1.01 0.85
Coeficiente de Var. 1.77 1.32 111

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4. Contenido de materia seca de hojas y tallos de Equisetum arvense L. “Cola de

caballo” fresco

Muestras R1 R2 R3

1 6.76 7.74 7.43

2 7.23 6.89 1.47

3 7.45 6.45 6.78

4 7.37 7.86 7.98

5 6.74 7.36 7.81

Promedio 7.11 7.26 7.49
Desviacion Estandar 0.34 0.59 0.46
Coeficiente de Var. 4.75 8.13 6.15

Fuente: Elaboracion propia
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5.1.2 Parametros de obtencidn del extracto acuoso en polvo
En la tabla 5 Se reportan los resultados evaluados de las caracteristicas fisicoquimicas
de extractos de cola de caballo en base a la metodologia AOAC, tomando con referencia

muestras por triplicado y un promedio final.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de extractos fresco y liofilizado de hojas de

Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”

Unidad experimental Fresco Liofilizado
ACIDEZ en % (expresado en &cido succinico)
Media Desv. St. Media Desv. St.
Extracto 10% fresco 0.12 0.01 0.13 0.01
Extracto 20% fresco 0.13 0.02 0.16 0.02
pHa20°C
Extracto 10% fresco 5.32 0.13 5.63 0.92
Extracto 20% fresco 5.34 0.04 5.53 0.14
Brix a 202C
Extracto 10% fresco 2.17 0.49 3.26 0.82
Extracto 20% fresco 2.7 0.1 431 0.61

Fuente: Elaboracion propia
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5.1.3 Determinacién de la actividad antioxidante del extracto acuoso en polvo por el
método ABTS
En la Tabla 6 y la Figura 1 se presentan los resultados de la evaluacion de la actividad
antioxidante de los extractos fresco y liofilizado de cola de caballo determinado en funcién
a metodologias estandarizados para extractos de plantas vegetales.

Tabla 6. Actividad antioxidante de extractos de hojas de Equisetum arvense L. “Cola

de Caballo”
mg de ET/g de muestra
Muestra
R1 R2 R3 Media Dstand
Extracto 10% fresco 134556 1432.12 1243.81 1021.03 643.55
Extracto 20% fresco 1631.23 1546.72 1491.44 1187.48 871.93

Extracto al 10% liofilizado 1732.64 1676.17 1438.52 1230.25 781.51

Extracto al 20% liofilizado 1746.82 1684.26 1587.49 1277.03 794.37

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 1. Histograma de la Variacién de la Actividad Antioxidante de extractos fresco
y liofilizado de Cola de caballo
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5.1.4 Contenido de acido ascorbico, fenoles y flavonoides en el extracto acuoso en polvo
de E. arvense L. “Cola de caballo” por el método de espectrofotometria UV/Visible
En la Tabla 7 y la Figura 2 se presentan los resultados de la evaluacion de la vitamina

C de los extractos fresco y liofilizado de hojas de E. arvense L. “Cola de caballo”

determinado en funcion a metodologias estandarizados para extractos de plantas vegetales.

Tabla 7. Contenido de vitamina C en extractos fresco y liofilizado de hojas de

Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”

Contenido en mg &acido ascorbico /100 g de
Muestra Extracto
R1 R2 R3 Media  DesvSt
Extracto 10% fresco 13.34 14.67 13.38 13.8 0.76
Extracto 20% fresco 14.76 15.45 13.89 14.7 0.78
Extracto al 10% liofilizado 12.56 13.28 1254 12.79 0.42
Extracto al 20% liofilizado 13.37 1429 1275 1347 0.77

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 2 . Histograma de la Variacion del contenido de Vitamina C de extracto fresco
y liofilizado de hojas de Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”
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En la Tabla 8 y la Figura 3 se presentan los resultados de la evaluacion de fenoles
totales de los extractos fresco y liofilizado de hojas de Equisetum arvense L. “Cola de
Caballo” determinado en funcion a metodologias estandarizados para extractos de plantas

vegetales.

Tabla 8. Contenido de fenoles totales de extractos fresco y Liofilizados de en extractos
de hojas de Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”

Concentracion en mg de acido GALICO / g de

extracto
Muestra
R1 R2 R3 Media Dstand
Extracto 10% fresco 256.73 24598 23473 24581 11
Extracto 20% fresco 271.65 283.12 287.28 280.68 8.09
Extracto al 10% liofilizado 286.34 279.33 25945 275.04 13.95
Extracto al 20% liofilizado 312.78 305.76 29756  305.37 7.62

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3. Histograma de la variacion del contenido de fenoles totales de extracto

fresco y liofilizado de hojas de Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”

31




Enla Tabla 9y el Figura 4 se presenta los resultados de la evaluacion de flavonoides

de los extractos fresco y liofilizado de hojas de Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”

determinado en funcién a metodologias estandarizados para extractos de plantas vegetales.

Tabla 9. Contenido de Flavonoides de extractos fresco y Liofilizado de hojas de

Equisetum arvense L. “Cola de Caballo”

Expresados en mg de RUTINA /g de extracto

Muestra
R1 R2 R3 Media  Dstand
Extracto 10% fresco 26.87 25.94  28.45 27.09 1.27
Extracto 20% fresco 29.74 30.23  29.76 29.91 0.28
Extracto al 10% liofilizado 31.58 3488 31.71 32.72 1.87
Extracto al 20% liofilizado 35.26 39.17  33.02 35.82 3.11

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 4. Histograma de la variacion del contenido de Flavonoides de extracto fresco
y liofilizado de hojas de Equisetum arvense L. “Cola de caballo”
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Sobre la investigacion del potencial biolégico y farmacoldgico que posee E. arvense
L. “Cola de caballo” se evidencia baja presencia acuosa de azucares reductores, una
moderada evidencia acuosa de compuestos fendlicos los cuales contienen antioxidantes y
demostraron tener un efecto protector frente a las enfermedades cardiovasculares. También
contiene taninos, aungque con una baja evidencia hidroalcohdlica, estas cumplen una funcion
antiinflamatoria y cicatrizante. A diferencia de otras especies presenta una moderada
evidencia hidroalcoholica y acuosa de flavonoides protegiendo asi el organismo humano del
dafo que causan los agentes oxidantes como los rayos ultravioletas, sustancias quimicas que
se encuentran presentes en los alimentos, etc. Ademas, los glucdsidos encontrados en “Cola
de caballo” tienen una accion farmacoldgica a nivel del sistema cardiovascular y a nivel del

aparato digestivo.

Lock O.% segun investigaciones referentes al analisis fitoquimico indica constituyentes
en las ramas laterales de E. giganteum L. “cola de caballo”, bajo la extraccion que se utilizo

segun el nivel de polaridad creciente: diclorometano, etanol, agua acida y agua.

Perera W. et al.?* por otro lado, en otra investigacion obtuvieron extractos utilizando
del diclorometano que permitid identificar metabolitos secundarios de muy baja polaridad
como, esteroides, triterpenos, quinonas, en dicho extracto con diclorometano se identifico

esteroides con el ensayo de Liebermann-Burchard, al presentar una coloracion verde azulado.
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Sin embargo, en los extractos etandlicos realizados por Ricco R. et al.?® se identificd
flavonoides, fenoles, taninos y aminoacidos. Mediante la prueba de la cianidina se detect6 a
los flavonoides que gracias a este metabolito secundario la gran mayoria de plantas presentan
propiedades fitoactivas como antioxidantes, antiinflamatorio, antialérgico. Segin la prueba
del cloruro férrico indica presencia positiva de componentes fenolicos y taninos, en la
investigacion dio una coloracién azul-negruzca lo que corrobora la presencia de taninos
hidrolizables. Por ultimo, la prueba de Ninhidrina, para identificar presencia de aminoacidos,

dando una reaccién de una sustancia coloreada purpura caracteristico.

Guaycha N. et al.?®, asi como Abreu J. y Miranda M.2” emplearon la extraccion acuosa
que coadyuvo a la identificacion de alcaloides en forma de sal, con ausencia de alcaloides en
las ramas laterales de E. giganteum L. También en los extractos acuosos se identificaron
componentes fendlicos, flavonoides bajo la estructura de heterésidos; azucares reductores
presencia positiva gracias a la prueba de Fehling, considerando que todos los azucares tienen
propiedades polares, evidenciandose un color rojo—ladrillo, siendo resultados similares en la

presente investigacion.

E. arvense L., en la Tabla 3 muestra un importante contenido de humedad promedio de
76,53%, con una desviacion estandar £1.07 y un coeficiente de variacion de 1,40%, dejando
en evidencia el alto contenido de humedad que posee la “Cola de caballo”. Por otro lado, las
muestras evaluadas de la misma planta deshidratada, en la Tabla 3, muestran una humedad
promedio de 7,29% con una desviacién estandar +0.46 y un coeficiente de variaciéon de
6,34%.

Sin embargo, los resultados difieren con el estudio de la composicion quimica de las
hojas de cola de caballo, desarrollado por Luque C.?® donde reportaron un contenido de
humedad de 79,2%; proteinas 0,25%; grasa de 0,16%, cenizas totales de 6,7% Y fibra cruda
de 3,08% respectivamente. Ademas, indica que la cuantificacion de cenizas totales es un

punto critico para evaluar la calidad de las hierbas medicinales.
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En la Tabla 4 se muestra la variacion de las caracteristicas fisicoquimicas de E. arvense
L. “Cola de caballo” en extracto fresco al 10% con un promedio de 0,12% de acidez con una
desviacion estandar de £0.01, liofilizado con un promedio de 0,13% de acidez con una
desviacion estandar de +0.01 y en extracto fresco al 20% con un promedio de 0,13% de
acidez con una desviacion estandar del 0,02 y liofilizado con un promedio de 0,13% de acidez

con una desviacion estandar de +0.02 bajo tres repeticiones.

De igual importancia, un promedio de potencial hidrogenionico (pH) a 20°C de 5,32%
en extracto fresco al 10% con una desviacion estandar de +0.13, liofilizado con un promedio
de 5,63% con una variacion estandar de £0.92 y en extracto fresco al 20% con un promedio
de 5,34% con una desviacion estandar de +0.04, liofilizado con un promedio de 5,53% con
una desviacién estandar de £0.14 bajo tres repeticiones. Por ultimo, el contenido de azucares
solubles (°Brix a 20°C) con un promedio de 2,17% en extracto fresco al 10% con una
desviacion estandar de +0.49, liofilizado con un promedio de 3,26% con una desviacion
estandar de £0.82 y en extracto fresco al 20% con un promedio de 2.7% con una variacion
estdndar de %0.1, liofilizado 4,31% con una desviacion estandar de +0.61 bajo tres

repeticiones. Los resultados obtenidos son diferentes a los reportado por Tona L. et al.?®

Los resultados indica que el extracto al 10% y 20% estado fresco presenta en
promedio de 1340.4967 mg * 177.3067 de ET/g de muestra y 1556.4633 mg * 193.2395 de
ET/g de muestra; mientras los extractos liofilizado al 10% y 20% presentaron 1615.7766 mg
+231.0825 y 1672.8566 mg + 208.4843 de ET/g de muestra respectivamente.

Estos resultados difieren con las investigaciones de Ricco R. et al.> donde reportaron
que los extractos obtenidos a partir de las ramas laterales (tallos finos) presentaron una
actividad antioxidante de 772 = 31 umol Trolox/mL, en los tallos entrenudos y tallos basales
se detectaron valores de 275 £ 49 pmoL Trolox/ml y 158 = 25 umol Trolox/mL,

respectivamente.
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Bors W. y Michel C.* llegaron a la conclusion que los taninos condensados
(proantocianidinas), flavonoides y derivados hidroxicinamicos, definen a los extractos con
alto contenido de polifenoles como agente antioxidante. Por lo que las especies de E.

giganteum, E. arvense, E. ramosissimum Desf. y E. telmateia Ehrh.

Stajner D. et al.*! encontraron elevada actividad antioxidante. Considerando estas
referencias, loes resultados obtenidos en la investigacion evidencian que la especie E.

arvense L. “Cola de Caballo” presenta una alta actividad antioxidante.

E. arvense L. “Cola de caballo”, segun el método recomendado por el departamento de
Agricultura de Canada, utilizando el reactivo 2,6-diclorofenol indofenol, y lecturado en un
espectrofotometro UV/visible a una longitud de onda de 520nm. En la Tabla 7 se muestra el
contenido de vitamina C en los resultados del andlisis del extracto fresco en la muestra R2
tiene un 15.45 y el extracto liofilizado de la muestra R2 tiene un 14.29 eso indica que el

extracto fresco esta ligeramente un poco mas que el otro.

Los resultados correspondientes en la Tabla 8 muestran el analisis que corresponde a
fenoles totales de “Cola de caballo”. EI método consistio en tomar en tubos de prueba 300
uL de extracto acuoso de la planta con 1000 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau al 0,25 N y
800uL de una solucion de carbonato de sodio al 7.5% en agua destilada; aforar a 2 500uL
con agua desionizada, agitar y dejar en reposo por 30 minutos en oscuridad y tomar la lectura
en el espectrofotdbmetro a 765nm y se expresd el contenido de fenoles totales como
equivalente de &cido galico (GAE) en mg por 100 g en b.s. de muestra.

El porcentaje del extracto fresco en la muestra R3 tiene 287.28 y el extracto liofilizado en la
muestra R2 tiene un 305.76 lo cual indica que el extracto liofilizado es ligeramente mayor

que la otra muestra.
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Enciso J. et al. ** indican que los extractos hidroalcohdlicos son las que presentaron
mayor contenido de fenoles en hojas de cola de caballo de 0,64 g &cido galico/100 g de peso
seco de extractos, dicho valor es diferente a lo determinado en la investigacion,

probablemente se debe a la especie, tipo de solvente y origen de la planta.

En estudios anteriores se determinarian altos contenido de fenoles totales de 17,62 +
2,10 mg acido tanico/g material seco de E. giganteum para los tallos entrenudos y basales,
respectivamente (Ricco R. et al.®). Estos valores difieren a lo obtenido en la investigacion

considerando que es una especie diferente al que se produce en nuestra region.

Segun Enciso J. et al.* los flavonoides totales son expresados en mg Querc/100 g de
muestra a una longitud de onda de 510 nm. De lo expuesto, en la Tabla 9 se observa los
resultados del contenido de flavonoides de “Cola de caballo” en extracto fresco de la muestra
R2 con 30.23 y el extracto liofilizado de la muestra R1 tiene un 35.26 lo cual indica que el
extracto liofilizado tiene un mayor porcentaje que el otro. Sin embargo, existen otros reportes
donde indica que el contenido de flavonoides en extractos hidroalcohélicos de cola de caballo

es de 11,1 mg de catequina por cada 100g de peso seco.

Winkel-Shirley T. et al.*2 indican que la gran mayoria de los metabolitos secundarios
evaluados presentan concentraciones en mayor cantidad especialmente en ramas laterales,
tallos entrenudos y tallos basales respectivamente. Estas diferencias se deben a una mayor
complejidad biosintética en las ramas laterales. Ya que a partir de los componentes flavan-
3,4-dioles leucocianidina y leucopelargonidina y de los flavan-3-oles catequina, epicatequina

y afzelequina se sintetizaran las proantocianidinas.

El contenido de flavonoides en ramas laterales 24,37 £ 2,65 mg rutina/g de material
seco; en tallos entrenudos de 11,50+ 1,50 mg rutina/g de material seco y de tallos basales de
8,90 + 0,30 mg rutina/g de material seco respectivamente Ricco R. et al.°. Estos valores

difieren significativamente de los determinados en la investigacion.
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CONCLUSIONES

En los extractos acuosos de E. arvense L. “Cola de caballo” en estado fresco la
actividad antioxidante promedio al 10% fue de 1340.4967 mg+177.3067 de ET/g de
muestra y al 20% fue de 1556.4633 mg+193.2395 de ET/g de muestra. En los extractos
liofilizados al 10% fue de 1615.7766 mg+231.0825 y al 20% fue de 1672.8566
mg+208.4843 de ET/g de muestra. Los extractos liofilizados al 10 y 20% presentan
mayor capacidad antioxidante en comparacion a los extractos acuosos en estado fresco.

En los extractos acuosos de E. arvense L. “Cola de caballo” en estado fresco el
contenido promedio de vitamina C al 10% fue de 13,8 mg#0,76 de 4cido
ascorbico/100g de muestra y al 20% fue de 14,7 mg+0,78 de acido ascorbico/100g de
muestra. En los extractos liofilizados al 10% fue de 12.79 mg+0,42 de acido
ascorbico/100g de muestra y al 20% fue de 13.47 mg £ 0.77 de &cido ascorbico/100g
de muestra. Los extractos liofilizados al 10 y 20% presentan valores similares en

vitamina C comparado a los extractos acuosos en estado fresco.

En los extractos acuosos de E. arvense L. “Cola de caballo” en estado fresco la
concentracion promedio de polifenoles al 10% fue de 245.81mg 11 de &cido galico/g
de muestra y al 20% fue de 280,68 mg+8,09 de acido galico/g de muestra. En los
extractos liofilizados al 10% fue de 275.04 mg+13,95 de 4cido galico/g de muestra y
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al 20% fue de 305.37mg+7.62 de &cido galico/g de muestra. Los extractos acuosos al
10 y 20% liofilizados presentan valores relativamente altos en fenoles totales
comparados a los extractos acuosos en estado fresco, por lo que tienen una relacién

directa con el incremento de la capacidad antioxidante.

En los extractos acuosos de E. arvense L. “Cola de caballo” en estado fresco la
concentracion promedio de flavonoides al 10% fue de 27.09mg+1.27 de rutina/g de
muestra y al 20% fue de 29,91 mg+0,28 de rutina/g de muestra. En los extractos
liofilizados al 10% fue de 32.72 mg+1,87 de rutina/g de muestra y al 20% fue de
35.82mg+3.11 de rutina/g de muestra. Los extractos acuosos al 10 y 20% liofilizados
presentan valores relativamente mayores en flavonoides comparados a los extractos
acuosos en estado fresco, por lo que tienen una relacion directa con el incremento de

la capacidad antioxidante.

Existe relacion directa entre la concentracion de antioxidantes como vitamina C,
fenoles totales y flavonoides en los extractos acuosos al 10% y 20% en estado fresco y
liofilizado y la capacidad antioxidante; a medida que se incrementa la concentracion
proporcionalmente se incrementa la capacidad antioxidante de los extractos evaluados
en E. arvense L. “Cola de Caballo”, por lo que se convierte en un recurso vegetal con
mucha potencialidad para uso preventivo de diversas enfermedades degenerativas no

transmisibles en la poblacion de la region central.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la divulgacion de los estudios realizados del presente trabajo de
investigacion, en forma de articulo cientifico en revistas indexadas relacionadas al

tema, presentacion en coloquios y congresos cientificos.

Se recomienda realizar estudios con métodos diferentes de extraccion con la finalidad
de hacer las comparaciones de la actividad antioxidante en relacion al contenido de

vitamina C, fenoles y flavonoides.

Proponer investigaciones sobre la actividad antioxidante presente en Equisetum
arvense L. “Cola de Caballo”, para demostrar la utilidad y eficacia en el organismo

como solucion a los problemas de sobrepeso.

Se recomienda realizar estudios de encapsulados de extractos acuosos a partir de “Cola
de caballo” con la finalidad de proponer nuevas formas de aprovechamiento de esta

planta medicinal.

Realizar estudios comparativos de las propiedades fitoquimicas de “Cola de caballo”

en relacion al origen y especie producidas en la region central del Perd.
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ANEXO 1

MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Equisetum arvense L. “COLA DE CABALLO” EN RELACION AL CONTENIDO DE ACIDO
ASCORBICO, FENOLES Y FLAVONOIDES

FORMULACION

FORMULACION DE

DEL PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Problema general Obijetivo general 1. Método de investigacion
¢Cual es la actividad Determinar la actividad Cientifico observacional.
antioxidante y perfil antioxidante y perfil 2. Tipo de investigacién
fitoquimico de Equisetum | fitoquimico de Equisetum Bésico.
arvense L. “Cola de arvense L. “Cola de caballo”. 3. Nivel de investigacion
caballo™? Descriptivo.
Objetivos especificos 4. Disefio de la investigacion
Problemas especificos o Caracterizar el perfil No experimental, descriptivo transversal.
o ;Cudl es el perfil fitoquimico de E. arvense 5. Poblacion y muestra
fitoquimico de E. L. “Cola de caballo” Poblacién constituida por la produccion de E. arvense L. “Cola de caballo”
arvense L. “Cola de proveniente del distrito de Molinos, provincia de Jauja, debido a que se traté de una
caballo”? o Identificar los parametros poblacién infinita, la muestra estuvo conformada por 10 kg de cola de caballo
de obtencion del extracto Perfil fitoquimico sometido a cuatro repeticiones.
o ;Cuéles son los acuoso en polvo. de Equisetum 6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
parametros de arvense L. “cola de 6.1 Técnica de investigacion (general): Observacion.
obtencion de E. arvense | e Determinar la actividad caballo”’ 6.2 Técnicas procedimentales (especificas): Méetodos analiticos cualitativos
L. “Cola de caballo”? antioxidante del extracto ) recomendados por la AOAC, método de espectrofotometria UV/visible y Método
acuoso en polvo por el No amerita Actividad ABTS por espectrofotometria UV/Visible.

e ;Cudl es la actividad
antioxidante del
extracto acuoso en
polvo por el método
ABTS?

e ;Cuadl es el contenido
de 4cido ascorbico,
fenoles y flavonoides
de E. arvense L. “Cola
de caballo” por el
método de
espectrofotometria
UV/Visible?

método ABTS.

e Cuantificar el contenido de
4cido ascorbico, fenoles y
flavonoides en el extracto
acuoso en polvo de E.
arvense L. “Cola de
caballo” por el método de
espectrofotometria
UV/Visible.

antioxidante de
Equisetum arvense
L. “cola de caballo”

6.3 Instrumentos de recoleccion de datos: Seis fichas de recoleccidn de datos para
registrar la informacion sobre las caracteristicas fitoquimicas y actividad
antioxidante de la especie vegetal bajo estudio. Por tratarse de instrumentos de
campo, que sirvieron para almacenar y organizar los datos procedentes de los
analisis de laboratorio y para su manejo exclusivo por parte de las investigadoras;
dichos instrumentos no fueron sometidos a pruebas de validez o confiabilidad.

6.4 Procedimientos de la investigacion
e Determinacion de la actividad antioxidante por ABTS*
¢ Determinacion de &cido ascorbico
¢ Determinacion de fenoles totales
e Determinacion de flavonoides
e Determinacion de sélidos solubles
e pH
o Acidez
¢ Rendimiento
e Caracterizacion quimico proximal




7. Técnicas de procesamiento y analisis de datos
Los datos obtenidos al evaluar los extractos acuosos al 10% y 20% en relacion a la
actividad antioxidante, fenoles y flavonoides, para el analisis estadistico, fueron
procesados en una base de datos creada en el paquete estadistico Stadistical Packege
for Social Sciencies (SPSS) version 23.

8. Aspectos éticos de la investigacion
Se tomé como base los aspectos sefialados en los articulos 27° y 28° del Reglamento
general de Investigacion de la Universidad Peruana Los Andes, considerando
principalmente aquellos principios como proteccion al medio ambiente y el respeto a
la biodiversidad, responsabilidad y veracidad en relacién a la procedencia de datos,
alcances y consecuencias de los resultados obtenidos. También su tuvieron en cuenta
las normas sobre comportamiento ético, pertinencia de la linea de investigacion, rigor
cientifico y confidencialidad, dejando expresa constancia de que no existen conflictos
de interés.




ANEXO 2

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DIMENSION INDICADOR ESCALA
mg de acido
ascorbico /100 g
VARIABLE
. de muestra
INDEPENDIENTE | e Acido -
o . o mg de &cido
Perfil fitoquimico de ascorbico - Intervalo:
) galico/100 g o
Equisetum arvense | e Fenoles Cuantitativo
muestra
L. “coladecaballo” | e Flavonoides
Mg de
quercetina/100g
muestra

VARIABLE
DEPENDIENTE
Actividad
Antioxidante:
Equisetum arvense

L. “cola de caballo”

DPPH
ABTS

% de Inhibicion
de radical
mg
TROLOX/100 g

de muestra

Intervalo:

Cuantitativo
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ANEXO 3

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE INSTRUMENTOS

. DEFINICON
DIMESION CONCEPTUAL INDICADORES ITEM INDICE
Caracteristicas Método que Ac
fisicoquimicas codr(;te(;rr?elgse lojel -Acidez (%) | Predominante | Ac. Citrico
y P -Humedad (%) | -Pérdida de 60-95%
bromatoldgicas extracto acuoso de 050
cola de caballo. P
Determinacion de la
Actividad capacidad _Capacidad % de Inhibicién
antioxidante antioxidante del antic?xi dante de radical Radical libre
total extracto acuoso de DPPH
cola de caballo.
Determinacion del )
Concentracién contenido de L mg de acido Acido
S T Vitamina C 2 i £ i
de vitaminas C vitamina C en ascorbico /100 ascorbico
extracto acuoso de g de muestra
cola de caballo.
Determinacion del mg de 4cido
Conceptramon qontenldo de Polifenoles galico/100 g 3a mas
de polifenoles | polifenoles totales muestra subunidades
totales L)
totales del extracto acuoso fendlicas
de cola de caballo.
Determinacion del Ma d
Concentracion contenido de g y
. flavonoides en Quercetina | quercetina/100g | quercetina
de flavonoides muestra
extracto acuoso de

cola de caballo.
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ANEXO 4
IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE VEGETAL

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS * “on

L ANA DI AME KICA Y s

< Do MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Adw de o Mucha contra by corruponin y A impeamidad”

CONSTANCIA N°227-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 (planta estérl), reciida de Janira Keyko Perez Esteban e Ivon Yamelit
Pacheco Adriano; de la Universdad Peruana Los Andes, ha 500 estudiaca y clasiNcada
como: Equiset b 14 Kunth; y tiene ia sguente posion faxonome<a, segud @

Sistema de -PPG (2016)

DIVISION: EMBRYOPHYTA
CLASE: POLYPODIOPSIDA
SUBCLASE: EQUISETIDAE
ORDEN: EQUISETALES
FAMILIA: EQUISETACEAE
GENERO: Equisetum
ESPECIE: Equisetum bogotense Kuntn

Nombre vulgar: "Cola de caballo”™
Determinado por: Dra. Blanca Ledn

Se extiende la presente constanda a sohatud de 13 parte interesada, para 108 fines que estime

canveniente
q
1;,} ima, 17 de julio de 2019
%
»
~
I
5 (
NI . Mg Asu varria
JEFE DEL HERBARTO SAN MARCOS (USM)
ACE/ddb

Teohas §mad wmsste pmamom i

A Avwnals 1256, fovis Nevw

Apds 143904 Linss 14, ey £19 7000 anoen SNL SR S04 e
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ANEXO 5

FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS

Ficha de recoleccion de datos del perfil fitoquimico de extracto de Cola de Caballo

Fitoquimico Reaccion - - Resultado
Hidroalcohdlico ACU0SO

Azucares reductores Fehling

Compuestos fendlicos Cloruro férrico

Taninos Gelatina

Flavonoides Shinoda

Antocianinas y flavonoides .

Rosenheim

catéquicos

Aminoécidos

Ninhidrina (0.1% en
etanol)

Triterpenos y/o esteroides

Lieberman- Burchard

Alcaloides Dragendorff
Glicosidos Baljet
Cumarinas NHsOH 6 NaOH 10%

Glucosidos de saponina

Espuma

Ficha de recoleccion de las caracteristicas fisicoquimicas de extractos fresco y
liofilizado de Cola de Caballo

ACIDEZ en % (expresado
en &cido succinico)

fresco

liofilizado

Muestra

R1|R2|R3|Media

DesvSt |R1|R2

R3

Media | DesvSt

Extracto 10% fresco

Extracto 20% fresco

pH a 20°C

Extracto 10% fresco

Extracto 20% fresco

brix a 20°C

Extracto 10% fresco

Extracto 20% fresco
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Ficha de recoleccion de datos de la actividad antioxidante de los extractos de Cola de
Caballo

mg de ET/g de muestra

Muestra
R1 R2 R3 Media | Dstand

Extracto 10% fresco

Extracto 20% fresco

Extracto al 10% liofilizado

Extracto al 20% liofilizado

Ficha de recoleccion de datos del contenido de vitamina en extractos fresco y
Liofilizado de Cola de Caballo

Contenido en mg &cido ascérbico /100 g de

Extracto
Muestra

R1 R2 R3 Media | DesvSt

Extracto 10% fresco

Extracto 20% fresco

Extracto al 10% liofilizado

Extracto al 20% liofilizado
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Ficha de recoleccion de datos del contenido de fenoles totales de extractos fresco y
Liofilizados de Cola de Caballo

Concentracién en mg de acido GALICO /g de
extracto

R1 R2 R3 Media Dstand

Muestra

Extracto 10% fresco

Extracto 20% fresco

Extracto al 10% liofilizado

Extracto al 20% liofilizado

Ficha de recoleccion de datos del contenido de Flavonoides de extractos fresco y
Liofilizado de Cola de Caballo

Expresados en mg de RUTINA /g de extracto

Muestra

R1 R2 R3 Media Dstand

Extracto 10% fresco

Extracto 20% fresco

Extracto al 10% liofilizado

Extracto al 20% liofilizado
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ANEXO 6

DATA DE PROCESAMIENTO DE DATOS

Fitoquimico Reaccion Resultado
Hidroalcohdlico Acuoso
Azucares reductores Fehling - +
Compuestos fenolicos Cloruro férrico ++ ++
Taninos Gelatina + -
Flavonoides Shinoda ++ ++
Antocianinas y flavonoides | Rosenheim - -
catéquicos
Aminoacidos Ninhidrina (0.1% en - -
etanol)
Triterpenos y/o esteroides | Lieberman- - +
Burchard
Alcaloides Dragendorff - -
Glicosidos Baljet ++ -
Cumarinas NHsOH 6 NaOH - -
10%
Glucésidos de saponina Espuma - -
Muestras R1 R2 R3
1 77.24 76.41 75.28
2 76.62 75.49 77.58
3 73.69 76.84 77.31
4 75.83 77.38 76.47
5 75.93 78.54 77.36
Promedio 75.86 76.93 76.8
Desviacion Estandar 1.34 1.01 0.85
Coeficiente de Var. 1.77 1.32 1.11

56




Muestras R1 R2 R3

1 6.76 7.74 7.43

2 7.23 6.89 1.47

3 7.45 6.45 6.78

4 7.37 7.86 7.98

5 6.74 7.36 7.81

Promedio 7.11 7.26 7.49

Desviacion Estandar 0.34 0.59 0.46

Coeficiente de Var. 4.75 8.13 6.15
Unidad experimental Fresco liofilizado

ACIDEZ en % (expresado en acido succinico)

Media DesvSt Media DesvSt
Extracto 10% fresco 0.12 0.01 0.13 0.01
Extracto 20% fresco 0.13 0.02 0.16 0.02
pH a20°C
Extracto 10% fresco 5.32 0.13 5.63 0.92
Extracto 20% fresco 5.34 0.04 5.53 0.14
Brix a 202C
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Extracto 10% fresco 2.17 0.49 3.26 0.82
Extracto 20% fresco 2.7 0.1 4.31 0.61
Muestra mg de ET/g de muestra

R1 R2 R3 Media | Dstand
Extracto 10% fresco 1345.56 1432.12 1243.81 | 1021.03 | 643.55
Extracto 20% fresco 1631.23 1546.72 1491.44 | 1187.48 | 871.93
Extracto al 10% liofilizado 1732.64 1676.17 1438.52 | 1230.25 | 781.51
Extracto al 20% liofilizado 1746.82 1684.26 1587.49 | 1277.03 | 794.37
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Muestra

Contenido en mg &cido ascorbico /100 g de
Extracto

R1 R2 R3 Media DesvSt

Extracto 10%o fresco

13.34 | 1467 | 13.38 13.8 0.76

Extracto 20% fresco

14.76 1545 | 13.89 14.7 0.78

Extracto al 10% liofilizado

12.56 13.28 | 12.54 | 12.79 0.42

Extracto al 20% liofilizado

13.37 | 1429 | 12,75 | 13.47 0.77

Muestra

Concentracion en mg de acido GALICO /g de
extracto

R1 R2 R3 Media Dstand

Extracto 10% fresco

256.73 24598 | 234.73 | 245.81 11
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ANEXO 7

DIAGRAMA EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION Y EXTRACCION ACUOSA
DE EXTRACTO EN POLVO DEL Equisetum arvense L. “COLA DE CABALLO”

[ Seleccidn de Fraccion vegetal de Equisetum arvense L. “Cola de Caballo” ]

|

[ Recoleccion manual - distrito de Molinos ]

v

[ Secado bajo sombra 40°C ]

A

Molienda de las hojas secas de Equisetum arvense L.
“Cola de Caballo”

!

[ Extraccion Solido - Liquido ]

[ Extracto acuoso 10% } [ Extracto acuoso 20% }

10g ms/100mL agua 20g ms/100mL agua
5 minutos ebullicidn 10 minutos ebullicion

( N\

Enfriar por 30 minutos

. J/

/

Filtrar al vacio con papel Filtro Whatman
N°4vN°1

Extracto en

( y ) Liofilizar polvoal 10y
Evaporacion rota vapor del Extracto —¥| o ] 20%
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Extraccion

Solido-liquido
Extracto acuoso en Extracto acuoso en
polvo al 10% polvo al 20%

~,

Determinacion de la actividad antioxidante
mediante 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo (DPPH)

Determinacién de la vitamina C
L_——»  mediante el 2,6-diclofenol indofenol

Determinacion de fenoles totales
—— 1 mediante el reactivo de Folin-Ciocaletau

Determinacioén de flavonoides mediante
L—" el reactivo de cloruro férrico
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ANEXO 8
COMPROMISO DE AUTORIA

COMPROMISO DE AUTORIA

En la fecha mosotrofas); lanira K=yko Pe=rez Estelan, identificada con DM N?
FOE02255 domiciliads =n la &v. Caminas 4=l Inca 5/N 5an .!l.E;ustfn de Cajas; lvan Yamelit
Pacheca Adrianc. |ldentificada con OMNI M* 7330439583, damidliado =n la Call= unitn —
Flarida 5/M Chilca — Huancayo, ambas ezresadas de |z Escuela Profesional de Farmacia
y Biaquimica d= la Universidad Peruana Los Andes nos COMPROMETENMOS 3 asumir las
cons=cu=ncias administrativas y/'o penalzs gus hubizra lugar si en la =laboracion d=
nuestra estudic de inwestizadan titulado “ACTIVIDAD ANTIOXIDAMTE DE Equisetim
arvense [ °COLA DE CABALLD™ EN RELACION AL CONTEMIDD DE ACIDO ASCORBICO,
FEMOLES ¥ FLAVOMNOIDES . s= haya considerado datas: falsificacion. plagio, auto
plagio.etc. declaramos bajo juramento ges =st= rabajo de investigacion == de nuestra
sutoria, los datos pres=ntadas seran reales y se respetarsn lss normas int=rnacicnal=s

de citas ¥ referendas de las fusntes consultadas.

Huancaya, 22 de Febrero del 2021

Ba<h. Janira Perez Est=ban B-achi. lvon Pacheco Adriamo
DHIN® 70302253 DNI N° 73304590
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ANEXO 9

DECLARACION DE CONFIDENCIALIDAD

COMPROMISD DE CONFADEMNCLALIDAD

En la fecha nasctrojas); lanira Keyko Perez Est=ban, identificada con OMI H° 70302250

domiciliads =n la &v. Caminos del Inca 5/N San &gustin de Cajas; heon Yamelit Pacheco

ddrianp. |dentificmdo con OMI M? 73204580, domicilizda =n la Calle union — Florida 5/H

Chilca —Huarcayo, asmbas =gresadas de l3 Escusla Profesional d= Farmacday

Biogquimica d= la Universidad Faruana Las Andes:

DECLARAMOS mantenar la confidencizlidad de lainfarmacion recabada como parte d=

la investigacion ttulade “ACTIVIDAD ANTIOKIDANTE DE Equisetum arvense L. “00LA

DE CABALLO” EN RELACION AL CONTEMIDO DE ACIDO ASCORBICO, FEMOLES ¥

FLAVONDIDES". & traves de la cual se trabajars con ks mu=stra de cola d= caballe =n

Ia Universidad Peruana Los Andes, cuyos datas sala servirdn para alcznzar kos objetivos

propuestos =n &l =studia.

Bach. Janira Perez Ext=ban
DMl M° 70302259

Huancaya, 2 de Febrero del 2021

A

- i 1 ey
f e I .-:II.;,—-.#—--—-.'
((ELLIULL ) |

Bschi. lvom Pachsco Adriamo
DMI M° 723045090
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ANEXO 10
GALERIA FOTOGRAFICA
RECOLECCION DE Equisetum arvense L. “COLA DE CABALLO”-DISTRITO DE
JAUJA - MOLINOS

P s
©0 | REOMI NOTE HS
(o ) GH'W QUAD Ca MERA:

Fuente propia
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ANEXO 11
SELECCION DE Equisetum arvense L. “COLA DE CABALLO”

Fuente propia
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ANEXO 12

SECADO Y PESADO DE LA MUESTRA Equisetum arvense L. “COLA DE
CABALLO”

PESADO DE LA MUESTRA DE Equisetum arvense L. “COLA DE
CABALLO”

Fuente propia
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ANEXO 13

MOLIENDA Y EXTRACCION DE LAS HOJAS SECAS DE Equisetum arvense L.
“COLA DE CABALLO”

A\

i\

TS

Fuente propia
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