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ABREVIATURAS
ATP: Adenosin Tri Fosfato.
AG: Acido Galico
CEPLAM: Centro de Estudios en Plantas Alimenticias y Medicinales.
COX: Ciclooxigenasa.
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.
ERO: Especies Reactivas del Oxigeno.
LDL: Lipoproteinas de baja densidad.
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
RL: Radicales Libres.
ROS: Reactive Oxigen Specie.
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CO: Mondxido de Carbono
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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo realizar un estudio comparativo de las
propiedades fisico-quimicas, espectroscépicas y capacidad antioxidante de los extractos
etandlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal
Piper peltatum L. “Santa Maria”. Metodologia, se realiz6 de pruebas de solubilidad
usando solventes como el agua destilada, metanol, etanol 40%, etanol 70%, etanol
absoluto, acetona, cloroformo, éter. Se identificaron algunos compuestos fitoquimicos
mas representativos de la especie vegetal estudiada mediante tamizaje fitoquimico. Se
determiné por espectrofotometria usando el reactivo de Foling Ciocalteu la cuantificacion
de polifenoles, se evalué la actividad antioxidante de los extractos etandlicos al 70%
mediante la metodologia de la captacion de DPPH. Por ultimo, para determinar la
presencia de flavonoides rutina y quercetina se usé un cromatégrafo liquido de alta
resolucion (HPLC). Resultado: El porcentaje de humedad de las hojas de Piper peltatum
L. fue de 72.12 %; se determind que los extractos tienen mayor solubilidad en agua
destilada, mediana solubilidad en metanol, etanol 40% y etanol 70%, el tamizaje
fitoquimico presentd azucares reductores, aminoacidos, flavonoides, taninos. Los
extractos hidroalcohdlicos al 70% contienen cantidades considerables de polifenoles
totales expresado en equivalente de acido galico, con un resultado de 1181 ug/mL eg-
AG presentes en 0.3016 g de extracto seco de la muestra que fue liofilizada y 1112.5
g/mL eq-AG presentes en 0.3654 g de extracto seco de la muestra que fue secado en
calor seco. Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante de los extractos
etandlicos secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) presentaron 36.260 % y
22.173% de inhibicion del radical DPPH respectivamente para una concentracion de
1mg/ml, se obtuvo un resultado de ICso 1.62 mg/mL (liofilizado) y 3.07 mg/mL (calor seco)
y un TEAC de 0.111 uM /10 mg de muestra seca (liofilizado) y 0.058 uM /10 mg de
muestra seca (calor seco). Por ultimo, para la determinacién de flavonoides mediante
HPLC se usaron los estandares de rutina y quercetina cuyos tiempos de retencién fueron
15.725 y 18.912 respectivamente; ambos extractos hidroalcohdlicos al 70% presentaron
cromatogramas similares con 9 picos y tiempos de retencion cercanos al del estandar
rutina, podria tratarse de un derivado del estandar de rutina que vendrian a ser alguna
rutina glicosilada, pero exactamente no se puede afirmar que sea rutina. En conclusion,
ambos extractos hidroalcohdlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor
seco) presentaron resultados similares en los analisis preliminares, contenido de

polifenoles, capacidad antioxidante, en los cromatogramas y tiempos de retencién en el
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analisis de HPLC dando resultados cercanos tiempo de retencion del estandar de rutina
pero no coincidiendo directamente, por lo que no podemos afirmar la presencia de rutina

directamente, pero podria tratarse de un derivado del estandar de rutina.

Palabras Claves: Antioxidante, Piper peltatum L. (Santa Maria), Liofilizado, Estufa,
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).



ABSTRACT

The objective of this work was to carry out a comparative study of the physicochemical
and spectroscopic properties and antioxidant capacity of 70% ethanolic extracts dried by
two methods (freeze-dried and dry heat) of the plant species Piper peltatum L. “Santa
Maria”. Methodology, solubility tests were performed using solvents such as distilled
water, methanol, ethanol 40%, ethanol 70%, absolute ethanol, acetone, chloroform,
ether. Some of the most representative phytochemical compounds of the plant species
studied were identified by phytochemical screening. The quantification of polyphenols
was determined by spectrophotometry using the Foling Ciocalteu reagent, and the
antioxidant activity of the 70% ethanolic extracts was evaluated by DPPH uptake
methodology. Finally, a high performance liquid chromatograph (HPLC) was used to
determine the presence of rutin flavonoids and quercetin. Result: The moisture
percentage of Piper peltatum L. leaves was 72.12 %; it was determined that the extracts
have higher solubility in distilled water, medium solubility in methanol, ethanol 40% and
ethanol 70%, the phytochemical screening presented reducing sugars, amino acids,
flavonoids, tannins. The 70% hydroalcoholic extracts contain considerable amounts of
total polyphenols expressed in gallic acid equivalent, with a result of 1181 ug/mL eq-AG
present in 0.3016 g of dry extract of the sample that was freeze-dried and 1112.5 g/mL
eg-AG present in 0.3654 g of dry extract of the sample that was dried in dry heat. The
results obtained for the antioxidant capacity of the ethanolic extracts dried by two methods
(lyophilized and dry heat) presented 36.260 % and 22.173% inhibition of the DPPH radical
respectively for a concentration of Tmg/ml, an IC50 result of 1.62 mg/mL (lyophilized) and
3.07 mg/mL (dry heat) and a TEAC of 0.111 uM /10 mg of dry sample (lyophilized) and
0.058 uM /10 mg of dry sample (dry heat) were obtained. Finally, for the determination of
flavonoids by HPLC the rutin and quercetin standards were used, whose retention times
were 15.725 and 18.912 respectively; both hydroalcoholic extracts at 70% presented
similar chromatograms with 9 peaks and retention times close to that of the rutin standard;
it could be a derivative of the rutin standard that would be some rutin and quercetin. In
conclusion, both hydroalcoholic extracts at 70% dried by two methods (lyophilized and
dry heat) presented similar results in the preliminary analysis, polyphenol content,
antioxidant capacity, in the chromatograms and retention times in the HPLC analysis

giving results close to the retention time of the rutin standard but not directly coinciding,



so we cannot affirm the presence of rutin directly, but it could be a derivative of the rutin

standard.

Key words: Antioxidant, Piper peltatum L. (Santa Maria), Lyophilized, Stove, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC).



INTRODUCCION

Desde tiempos inmemoriales las plantas medicinales han desempefiado un papel
fundamental en la vida de los seres humanos, desde las primeras civilizaciones, el
hombre ha reconocido el valor de las plantas no solo como fuente de alimento, sino
también por sus propiedades medicinales (1). Segun la OMS las plantas medicinales
son aquellas que tienen metabolitos secundarios que estan presentes en diferentes
partes de la planta. Estos principios activos pueden interactuar con sistemas bioldgicos.
Desde el punto de vista humano, muchos de estos compuestos han demostrado poseer
propiedades farmacologicas, como actividad antioxidante, antiinflamatoria,

antimicrobiana, antitumoral y neuro protectora, entre otras (2).

Con mas de 4,400 especies reconocidas por sus usos tradicionales entre las poblaciones
locales, el Peru se destaca como uno de los centros mundiales de recursos Fito
terapéuticos. En este sentido, la familia Piperaceae que se encuentra en Peru y es una
de las mas reconocidas por presentar tres géneros y 830 especies. Luego haciendo
mencion esta el género Piper se realizaron investigaciones fitoquimicas hallandose que
estas especies estan compuestas por metabolitos de tipo flavonoide, amida,

propinilfenoles, lignanos, neolignanos, kavapironas y terpenos (2)(3).

La actividad antioxidante es producto de los grupos de sustancias que cumplen funciones
muy importantes en el organismo como la de retrasar los procesos oxidativos o poder
prevenir radicales libres y evitando la generacién de Especies Reactivas de Oxigeno
(EROs) (1). Los pueblos amazonicos poseen un conocimiento profundo y ancestral sobre
las especies vegetales que son utilizadas para el tratamiento de diversas enfermedades.
Entre estas plantas medicinales, destaca la Piper peltatum L., conocida comunmente
como "Santa Maria". Esta especie vegetal es solo un ejemplo de la riqueza botanica que

alberga la Amazonia peruana y otras regiones amazdnicas (3).

En conclusidn, el estudio de especies como la Piper peltatum L. en la Amazonia no solo
revela los beneficios potenciales para la salud que estas plantas ofrecen, sino que
también resalta la importancia de integrar saberes ancestrales con el conocimiento
cientifico contemporaneo. Todos estos conocimientos no solo enriquecen nuestra
comprensién de la medicina natural, sino que también abre nuevas posibilidades para el

desarrollo de tratamientos médicos mas efectivos y accesibles para todas las personas.



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. Planteamiento del problema
Actualmente la exposicidn prolongada a la radiacién ultravioleta desencadena
respuestas moleculares que danan las células de nuestro organismo; dichos dafos se
inician con la produccion de especies reactivas del oxigeno y estos a la vez pueden
causar modificaciones a nivel de componentes celulares especialmente el ADN. La
oxidacion quimica de los componentes celulares y la activacién de la maquinaria celular,
provocadas por el estrés oxidativo inducido por la radiacién UV, actuan conjuntamente
para provocar envejecimiento y como consecuencia el incremento de los indices de
enfermedades crénicas y degenerativas en la poblacién mundial (3).
Nuestro Organismo naturalmente produce radicales libres, pero estos son regulados por
diferentes rutas metabdlicas, el desequilibrio causado ya sea por factores internos o
externos entre los antioxidantes de origen endégeno y los radicales se asocia con la
muerte celular, diferentes enfermedades y envejecimiento humano (4).
Hoy en dia las enfermedades crénicas y degenerativas estan incrementando a nivel
mundial y con ello también el interés por investigar alternativas o soluciones que puedan
ayudar a prevenir, solucionar e incluso detenerlos (5) (6).
En las regiones tropicales y subtropicales, se distribuyen aproximadamente 700 especies
vegetales pertenecientes al género Piper. Segun la literatura revisada, se han realizado
estudios para identificar los metabolitos secundarios presentes en estas especies, tales
como amidas, lignanos, neolignanos, flavonoides, fenoles, terpenos y compuestos

esteroides (8).

Debido a la gran cantidad de especies pertenecientes al género Piper, se destaca en
particular a Piper peltatum L., conocido también como "Santa Maria". Esta planta es
notable por poseer diversos compuestos antioxidantes, aunque aun no se conoce con
precision la totalidad de estos compuestos. Sin embargo, uno de los antioxidantes
identificados en la planta es el 4-nerolidilcatecol (4-NC), un componente presente en los
extractos de Piper peltatum L. "Santa Maria", reconocido como un importante producto

natural con actividad antioxidante (7).



En Brasil, diversos estudios han documentado los usos tradicionales de Piper peltatum
L., conocido como "Santa Maria". Se ha reportado que las infusiones de las hojas y raices

de esta especie vegetal tienen diferentes usos para la salud (9).

En la Amazonia peruana, las plantas medicinales representan una fuente vital de
diversidad natural debido a la multitud de compuestos que sintetizan y que son favorables
para la salud (10). Aun falta mucho por descubrir, determinar y redeterminar en la familia
Piper de la mayoria de los herbarios del Peru (11). La mayoria de la poblacion desconoce
la composicién de los metabolitos con efecto antioxidante presentes en la especie
vegetal Piper peltatum L., conocida como "Santa Maria", asi como el uso de esta planta
medicinal, este desconocimiento podria deberse a la falta de estudios exhaustivos sobre

la planta (7).

La priorizacion del hallazgo de polifenoles es uno de los objetivos centrales de este
estudio, con el fin de identificar compuestos antioxidantes que puedan ser utilizados
como alternativas en el tratamiento de afecciones que afectan a la poblacion. Esto es
particularmente relevante en la actualidad, dado que el estrés, comun en la vida
moderna, contribuye a la generacion de radicales libres en el organismo, lo que puede

desencadenar diversas enfermedades.

Dada la importancia de los compuestos antioxidantes en la prevencién de enfermedades,
es esencial profundizar las investigaciones sobre los antioxidantes presentes en las
especies vegetales del género Piper. Ademas, la ausencia de investigacién adecuada
sobre estas plantas limita su integracion efectiva en los sistemas de salud
convencionales y su potencial para ofrecer tratamientos alternativos validos. Este
planteamiento busca abordar la brecha entre el conocimiento tradicional y la evidencia
cientifica, promoviendo una integracién mas efectiva de las plantas medicinales en el
cuidado de la salud y mejorando asi la calidad de vida en comunidades que dependen

de estos recursos natural.

Por tal motivo, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar la
actividad antioxidante y cuantificar los polifenoles totales de la especie vegetal Piper
peltatum L., conocida como "Santa Maria". De esta manera, se busca contribuir al
desarrollo de tratamientos alternativos para afecciones cuya etiologia se relaciona con
los radicales libres, proporcionando asi un estudio que sirva como un valioso aporte

cientifico.



1.2. Formulacion del problema

¢ Presentaran propiedades fisico quimicas, espectrofotométricas, concentracion elevada

de polifenoles y actividad antioxidante similares los extractos hidroalcohdlicos al 70 %

obtenidos a partir de formas de secado (liofilizado y calor seco)?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Realizar un estudio comparativo de las propiedades fisico-quimicas,

espectroscoépicas y capacidad antioxidante de los extractos etandlicos al

70 % secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie

vegetal Piper peltatum L. “Santa Maria”.

1.3.2. Objetivos especificos

1.

Realizar la elaboracion de los extractos hidroalcohdlicos al 70 %,
determinar el porcentaje de humedad, porcentaje de rendimiento,
solubilidad y tamizaje fitoquimico cualitativo de los extractos
etandlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor seco)

de Piper peltatum L. “Santa Maria”.

. Determinar, cuantificar y comparar los polifenoles por el método de

Folin-Ciocalteu de los extractos etandlicos al 70% secados por dos
métodos (liofilizado y calor seco) de Piper peltatum L. “Santa Maria”.
Comparar la actividad antioxidante in vitro de los extractos
etandlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor seco)
de Piper peltatum L. “Santa Maria”, por el método de DPPH (2,2-
difenil-1- picril-hidrazilo).

Identificar, reconocer y cuantificar los componentes flavonoides
mediante técnica de HPLC de los extractos etandlicos al 70%
secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de Piper peltatum
L. “Santa Maria”.

1.4. Justificacion del estudio

Tedrica: Es de vasto conocimiento que en nuestra localidad de Cusco existen

innumerables especies vegetales que aun se siguen estudiando y otras que

todavia no fueron identificadas y carecen de estudios, se trata de elaborar zonas

de estudio relacionado a este tipo de plantas con grandes capacidades
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antioxidantes, y el uso de dos métodos de secado liofilizacion y calor seco, y de
qué manera podria influir en los resultados, es por ello que este trabajo esta
dirigido con el propdsito de aportar conocimiento, cuyos resultados puedan ser
una buena propuesta para ser incorporada a diferentes ciencias o trabajos de
investigacion futuras especialmente sobre la especie vegetal Piper peltatum L.
(Santa maria) (12).

Practica: Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion podrian
contribuir al beneficio de la salud de la poblacién, puesto que de ser identificada
de manera positiva la actividad antioxidante y por otro lado la cantidad de
polifenoles en cantidad considerable se estaria dando alternativas terapéuticas
para el tratamiento de enfermedades crénicas; ademas dichos resultados podrian
contribuir a posteriores investigaciones para especies vegetales del mismo
género; asi mismo con las bondades descubiertas de esta especie vegetal se
puede llegar a elaborar preparados galénicos que pueden ser de mucha ayuda

para los padecimientos de nuestra poblacion.

Social: Hasta el momento se ha logrado estudiar una variedad de plantas de las
cuales se conoce su composicion fitoquimica el cual busca relacionar sus
metabolitos con la actividad tanto antioxidante e inflamatoria gracias a la presencia
de flavonoides, taninos, entre otros compuestos poli fendlicos que son
consideradas sustancias antioxidantes y que mantienen una estrecha relacién con
la actividad antiinflamatoria. Es por ello que en el afan de continuar con las
investigaciones en especies vegetales y en beneficio de la salud y seguridad de
la poblacién es que cada dia se intenta promover el uso la medicina verde y

aprovechar las bondades que nos brinda la naturaleza (13).

Econdémica: Las plantas medicinales tienen una estrecha relacion con la medicina
moderna ya que son empleados como materia prima para la fabricacion de nuevos
farmacos, hoy en dia para la elaboracion de estos nuevos farmacos se toma en
importancia la disposicion quimica de los metabolitos secundarios o principios
activos, por tal motivo la OMS ha promovido investigaciones sobre plantas
medicinales puesto que el valor potencial de los medicamentos derivados de
plantas medicinales contribuye de manera eminente al desarrollo tanto
econdmico por parte de las industrias farmacéuticas y por consecuencia también

de un pais, con el pasar del tiempo se ha realizado estudios etnobotanicos con el
9



1.5.

objetivo de recaudar informacién sobre especies vegetales que son usadas como
tratamiento alternativo gracias a los diferentes compuestos quimicos con actividad

bioldgica para el mejoramiento de la salud (14).

Hipétesis
Los extractos etandlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor seco)
de la especie vegetal Piper peltatum L. (Santa maria) presentan propiedades fisico-
quimicas y espectrofotométricas similares; asi mismo presentan una elevada

cantidad de polifenoles y actividad antioxidante.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO — CONCEPTUAL
2.1. Vision histérica
El uso de las plantas medicinales como tratamiento alternativo se origind en la
antigliedad y aun se sigue dando uso incesante para aliviar enfermedades,
actualmente toda la evidencia cientifica sobre la medicina herbaria reunida a
través de los afos se esta incluyendo en muchos sistemas de salud como una

terapia alternativa (15).

Desde la década de los afnos setenta se intensifico las investigaciones sobre los
radicales libres y los antioxidantes. La OMS recomendo el uso de las plantas que
tienen alto contenido de flavonoides entre estos comprendidos frutas y verduras,

a esos antioxidantes se les atribuyo efectos antiinflamatorios y analgésicos (16).

Muchas de las plantas son usadas en la actualidad como parte de la medicina
tradicional y son considerados laboratorios naturales donde se sintetizan
compuestos quimicos en cantidades considerables y que a sus ves estos son
considerados como fuente de compuestos quimicos mas importantes y entre ellos

tenemos los llamados metabolitos secundarios (17).

Como parte de la composicién quimica de las especies vegetales del género Piper
reune a 7 clases: amidas, lignanos, neoligananos, flavonoides, alcaloides, aceites
esenciales entre otros, dichas investigaciones han sido intensificadas en los
ultimos afos por que muchas de las especies de este género han mostrado

actividad biolégica (18).

El género Piper (Piperaceae) cuenta con 2000 especies de los cuales alrededor
de 500, siendo especies nativas que también crece en Bolivia, Ecuador, Chile,
Colombia, México y Asia, se ha logrado comprobar que extractos crudos del
género Piper poseen actividad antibacteriana, antifungica, antiviral, citotoxica,

antiinflamatorios e incluso actividad antioxidante (19).

En el Peru las especies vegetales de |la familia Piperaceae son distinguidas en 3
géneros, 830 especies comprendidas entre hierbas y arbustos, de los cuales el
género mas rico denominado Piper, por tal motivo se presta principal atencion a

su taxonomia en los herbarios; ubicados principalmente en los Bosques Humedo
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Amazobnicos, Bosques muy Humedos Montanos y Premontanos entre los 100 y
2700 m de altitud. Segun la Unién Internacional para la conservacion de la
Naturaleza considera solo 9 especies vegetales dentro del Sistema Nacional de

Areas Naturales Protegidas por el Estado (20).

2.2. Antecedentes del estudio

2.2.1. Antecedentes internacionales
Vargas Huertas Luis Felipe “Estudio de metabolitos caracteristicos y

polifenoles de las especies Capsicum annuum y Piper nigrum, cultivadas en

Costa Rica”, Costa Rica, 2022. Tesis de Posgrado.

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la composicién de los metabolitos
secundarios y la actividad antioxidante para las especies Capsicum annuum'y Piper
nigrum cultivadas en Costa Rica. La metodologia se utilizé HPLC semipreparativo
para aislar guineensina, usaron el método de Floin Ciocalteu para cuantificar

polifenoles y para la capacidad antioxidante se uso técnica DPPH Y ORAC.

Los resultados obtenidos mostraron que el sistema de cromatografia de liquidos de
ultra elevada eficacia-espectrometria de masas de alta resolucién permitié la
identificacion de 12 compuestos destacando la capsaicina y la hidrocapsaicina, un
analisis similar en P. nigrum reveld la presencia de 31 amidas siendo piperina la
encontrada en mayor cantidad, se obtuvo un resultado de 130.5 mg AGE/g extracto
y 335.8 mg AGE/100 g muestra seca, como capacidad antioxidante piper nigrun
dio un resultado de 44.51 IC50 (ug extracto/mL). En conclusién, los analisis
realizados permitieron una caracterizacion cualitativa y cuantitativa detallada de las
muestras de C. annuum y P. nigrum de Costa Rica, lo que constituye el primer

estudio en Centroamérica con este nivel de profundidad para dichas plantas (21).

Valdivia Avila A. L., Rubio Fontanills Y., Camacho Campos C., Brea Maure O.,
Matos Trujillo M., Sosa del Castillo M., Pérez Hernandez Y. “Propiedades
fitoquimicas y antibacterianas de Piper auritum Kunth” Matanzas, 2018,

Articulo cientifico.

El objetivo del trabajo fue evaluar las propiedades fitoquimicas y antibacterianas de
extractos de hojas y raices de plantas de Piper auritum Kunth, presentes en el

municipio de Matanzas, Cuba. La metodologia que se uso fue la realizacion de las
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extracciones con etanol al 96% y agua destilada previamente lavada, secada y
pulverizada las cuales se filtraron y concentraron en un rotaevaporador. Se
determino los diferentes metabolitos que existian y se cuantificé el contenido de
fenoles solubles, azucares reductores, carbohidratos y proteinas solubles, ademas
de evaluar la actividad antibacteriana mediante la técnica de los pocillos contra dos

especies bacterianas estandar y otras asociadas a mastitis.

En los resultados obtenidos se identificd la presencia de terpenos, flavonoides,
cumarinas, taninos y glucésidos cardiotdénicos en los extractos de hojas y raices, y
estos poseen propiedades farmacéuticas muy considerables, las hojas poseen
buena cantidad de fenoles solubles y la extraccién etandlica de hojas y raices de
Piper auritum tuvieron un efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. Con lo que se refiere al efecto que
tendria frente a la mastitis, se obtuvé un buen resultado en las hojas de Piper
auritum para contrarrestar los procesos infecciosos e inflamatorios en animales,

este ultimo por la presencia de los polifenoles de naturaleza antioxidante (22).

Bermiudez Riofrio Jahaira Carolina “Evaluacion de la actividad
antiinflamatoria y citotéxica in vitro de hojas de Piper peltatum L.” Riobamba,

Ecuador, 2017, Tesis de grado.

El trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro

del extracto hidroalcohdlico de hojas de Santamaria (Piper peltatum L) (10).

En la metodologia utilizada se realiz6 para el efecto antiinflamatorio en protocolos
basados en el método Tan y Berridge. El cual consistié en combinar 100 uL de las
diluciones 12.5, 25, 50, 100, 200 ppm (ug/mL) de la muestra con 140 uL de una
suspension de neutrofilos aislados en MHS (Solucién Modificada de Hank's) y 10
uL del reactivo WST y luego fue llevado a una incubadora por 30 min y se agrego
50 uL de reactivo Zymosan el cual posteriormente se ley6é a 450nm. Respecto a la
parte citotdxica se elaboré colocando en un envase 100 uL de las diluciones de la
planta a concentraciones 12.5, 25, 50, 100, 200 ppm (ug/mL) con 140 uL de una
suspension de neutrofilos aislados en MHS (Solucién Modificada de Hank’s) y 10
uL del reactivo WST, para luego ser llevado a una incubadora a 37 °C por 3 horas
y se ley6 a 450 nm y finalmente se llevd a una formula para verificar los resultados
(10).
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Entre los resultados se obtuvo que la actividad antiinflamatoria y citotoxica del
extracto etanol-agua de hojas de Piper peltatum L., en efecto un 67.56 + 0.46 %
presento una inhibicion inflamatoria junto con un 51.22 £ 0.56 % de viabilidad celular
respectivamente (10). En conclusion, se determiné que la especie objeto de estudio

tiene moderado efecto antiinflamatorio y una capacidad citotdxica baja.

Sethupandiana G., Irulandi K., Mehalingam P., “Evaluacién de las actividades
antioxidantes y de eliminacion de radicales libres de diferentes extractos de

solventes de hojas de Piper umbellatum” India, 2017. Articulo cientifico.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el contenido total de fenol,
flavonoides, propiedades antioxidantes y de eliminacién de radicales libres de

diferentes extractos de solventes de Piper umbellatum.

Como parte de la metodologia se usaron diferentes extractos de solventes
evaluados con actividad de eliminacion de radicales DPPH y actividad de poder
reductor. Los resultados demostraron la presencia de fenol y flavonoides fue mayor
en los extractos de metanol que en los extractos de acetato de etilo y acetona, todos
los extractos tienen diferentes niveles de actividad antioxidante. El extracto de
metanol con solvente tiene una buena extraccion y muestra una actividad
antioxidante significativa. El efecto del poder reductor del extracto de metanol reveld
una buena actividad antioxidante en comparacion con otros extractos probados, de
tal modo el estudio concluyd que el extracto de metanol de extractos de plantas
enteras de Piper umbellatum muestra una actividad antioxidante significativa que

los extractos de acetato de etilo y acetona (23).

Correa Navarro Y. M., Palomino Garcia L. R., Marino Mosquerall O. “Actividad
antioxidante y antifungica de piperaceaes de la flora colombiana” Ucumari,

Colombia, 2015, Articulo cientifico.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante y
antimicética de los extractos de diferente polaridad, de 8 especies de Piperaceaes

colectadas en el Parque Regional Natural Ucumari, en Colombia.

En la metodologia usada las partes de la planta tanto tallos y hojas de especie
vegetal siguio el proceso de secado, molienda y tamizado, para después extraer

los metabolitos a través de un proceso de percolacién con hexano, diclorometano,
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y metanol. Una vez realizado el proceso de extraccion a una presion reducida se
procedié a evaluar la actividad antioxidante con el método DPPH y la actividad
antifungica por medio del método de placa perforada y conjuntamente se realizo la

identificacion de metabolitos por cromatografia de placa delgada.

Los resultados mostraron que con el extracto metandlico presentaron mejores
resultados las especies vegetales Piper eriopodon y Piper crassinervium, quienes
presentaron mejor actividad antioxidante, por otro lado, para la actividad antifingica
las especies vegetales Piper pesaresanumy Piper eriopodon presentaron un mayor
porcentaje de inhibicién frente a otras especies del presente estudio. El analisis
fitoquimico revelé la mayor presencia de alcaloides, fenoles, taninos, terpenos,
triterpenos, esteroides, saponinas, flavonoides y antraquinonas (24). En conclusion,

la especie botanica Piper eripodon propiedades tanto antioxidante y antifungica.

2.2.2. Antecedentes nacionales
Mendoza Valdivia Hugo Gerardo; Astete Nufiez Benedicta “Efecto

antidiarreico del extracto hidroalcéholico de Piper peltatum L. (Santa Maria),
en ratas albinas” Lima, 2022, Tesis de grado.

El trabajo tuvo como objetivo principal determinar el efecto antidiarreico del

extracto hidroalcohdlico de la planta Piper peltatum L en ratas albinas (7).

Respecto a la metodologia, se llevé un estudio experimental de forma prospectiva,
longitudinal, cuantitativa. La muestra vegetal fue una cantidad considerable el cual
estaba conformada por 1000 g de hojas de la planta Piper peltatum L y la muestra
animal por 20 ratas albinas machos, dividido en grupos controles vy
experimentales. Los resultados mostraron que 1ml d/con de 200 mg/kg del
extracto hidroalcohdlico presentdé actividad antidiarreica (7). En conclusién, el

extracto hidroalcoholico de la Piper peltatum L. posee efecto antidiarreico.

Gil Padilla Yusbel Leticia “Actividad antioxidante y contenido de polifenoles
del extracto metandlico de las hojas de Piper aduncum L. (Matico)”
Chimbote, 2019, Tesis de grado.

El trabajo tuvo como objetivo determinar la capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles en un extracto metandlico de las hojas de Piper aduncum L. (Matico).
Como parte del método de la investigacion se llevo a cabo el proceso de secado,

molienda, y tamizado de la especie vegetal para finalmente elaborar un extracto
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metandlico al 80%, para realizar la determinacion de la capacidad antioxidante se
us6 el método DPPH con un patrén de trolox, para la determinacion de polifenoles

se realizé mediante la técnica de folin ciocalteu usando como patrén la catequina.

Dentro de los resultados el contenido de polifenoles fue equivalente a 31.94 + 1.18
mg de catequina /1 g de muestra seca y la actividad antioxidante por el método
DPPH fue equivalente a una concentracion de 66.03 + 5.87 mM de Trolox/ 1g de
muestra seca. Indicando esto que las hojas de Piper aduncum L. (Matico) presenta
buena cantidad de polifenoles y una actividad antioxidante (25). En conclusion, las
hojas de Piper aduncum L. (matico) presentan contenido de polifenoles y actividad

antioxidante.

Alvarado Santillan Gingler “Actividad antioxidante y determinacion de
fenoles de extractos de matico (Piper sp.) en diferentes altitudes del distrito

de Levanto, Amazonas”, Chachapoyas, 2019, Tesis de grado.

El objetivo del trabajo fue determinar la actividad antioxidante y fenoles de
extractos de maticos (Piper sp.) en distintas altitudes del distrito de Levanto,

Amazonas.

Dentro de la metodologia, se recolectd la muestra vegetal a 3 diferentes altitudes
se procedieron con el secado en estufa y finalmente se preparé tres tipos de
extractos acuosos, etandlico y metandlico; dichos extractos fueron usados para la
determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método DPPH, asi mismo

se realizé la cuantificacion de polifenoles aplicando el método de folin ciocalteu.

Tuvo como resultado algunas diferencias significativas (sig.= 0,05) en la altitud y
el tipo de extracto; dando como resultado que a mayor altitud mayor actividad
antioxidante y dentro de los extractos realizados el mejor fue el extracto acuoso
frente a los extractos alcohdlicos que se realizaron (25). En conclusion, se
encontré diferencias significativas (sig.= 0,05) en la altitud y el tipo de extracto;
evidenciando que a mayor altitud mayor actividad antioxidante y el mejor extracto

fue el extracto acuoso frente a los extractos alcohdlicos.
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Ingaroca Tejeda Sharon “Composicion quimica, actividad antioxidante y
efecto fungistatico sobre Candida albicans del aceite esencial de Piper

aduncum L. “matico”” Lima, 2018. Tesis de Grado.

El objetivo del estudio fue determinar la composicion quimica, la actividad
antioxidante y el efecto fungistatico sobre Candida albicans ATCC 10231 del
aceite esencial de las hojas de Piper aduncum L. “matico”. Esta investigacion
presenta un enfoque cuantitativo y utiliza un disefio experimental. El aceite
esencial se obtuvo mediante destilacién por arrastre de vapor de agua y la
composicidbn  quimica se determind mediante  cromatografia de
gases/espectrometria de masas (CG/EM). La actividad antioxidante fue evaluada
mediante los métodos de captacion de los radicales 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) y 2,2 -azinobis (3-etilbezotiazolin)-6-sulfonico (ABTS*), se obtuvieron los
resultados, el aceite esencial (IC50 de 1,087 ug/mL y de 1,47 yg/mL para DPPH
y ABTS*, respectivamente) mostré baja actividad antioxidante comparado con el
estandar trolox (IC50, 2 pg/mL y 2,68 jpg/mL para DPPH y ABTS,
respectivamente). Ademas, presento valores bajos de TEAC de 1,839y 17,79 ug
trolox/mg para DPPH y ABTS, respectivamente, En conclusion, la actividad
antioxidante y el efecto fungistatico del aceite esencial de Piper aduncum L fueron
bajos, sin embargo, el alto contenido de fenilpropanoides lo hace un candidato

prometedor para futuras investigaciones (26).

Avalos Capristan César Luis “Efecto del gel de extracto etandlico de hojas
de Piper aduncum en la inflamacion inducida en Rattus rattus var.

norvegicus” Trujillo, 2016, Tesis de grado.

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal hallar el efecto que
presente un gel elaborado a partir del de extracto etandlico de hojas de Piper

aduncum, en la inflamacion producida en Rattus rattus var. norvegicus (8).

Respecto a la metodologia se formaron 5 grupos uno de tipo control, otro de patrén
y 3 grupos expuestos al gel de extracto etandlico de las hojas de Piper aduncum
L. a concentraciones de 1 %, 2 % y 4 %, para ello se indujo una inflamacion
inyectando 1 mL de solucion de carragenina al 1% en la zona suplantar de la pata
posterior derecha, y posteriormente se aplico via topica los geles preparados con

el extracto etandlico de las hojas de Piper aduncum L. usando un pletismoégrafo
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para poder medirlo a los grupos problema, y como un farmaco control se empled

diclofenaco en gel de para poder comparar los resultados (8).

Los resultados mostraron que el gel elaborado a partir del extracto alcohdlico de
las hojas de Piper aduncum L. mostré un efecto antiinflamatorio, a las
concentraciones de 1 %, 2 % y 4 % de la planta, frente a la inflamacién inducida

en ratones de raza Rattus rattus var. norvegicus (8).

En conclusion, se determind que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el efecto antiinflamatorio de los grupos y del grupo patron. El
efecto antiinflamatorio podria explicarse debido a la concentracion de flavonoides

presentes en las hojas de Piper aduncum L.

Soto Vasquez Marili Roxana “Estudio fitoquimico y cuantificacion de
flavonoides totales de las hojas de Piper peltatum L. y Piper aduncum L.

procedentes de la region Amazonas” Trujillo, 2015, Articulo cientifico.

El trabajo tuvo como objetivo efectuar el estudio fitoquimico y determinar la
concentracion de flavonoides totales de las hojas de Piper peltatum L. y Piper

aduncum L. procedentes de la region Amazonas.

La metodologia usada para un tamizaje fitoquimico fue con reactivos de coloracién
y precipitacion. La cuantificacion de flavonoides totales se realizé con el método
de Kostennikova. Los resultados mostraron que en el analisis fitoquimico una gran
variedad de principios activos entre ellos estan presentes alcaloides, triterpenos y
esteroides, flavonoides, fenoles y taninos, azucares reductores, quinonas,
compuestos grasos, cumarinas y resinas; en el caso de Piper aduncum L. se
determiné la presencia de saponinas. Los flavonoides totales en las especies de
Piper peltatum L. y Piper aduncum L. fue de 1,8 £ 0,16y 2,51 £ 0,15 g equivalentes
a quercetina /100 g de hoja seca, respectivamente; En conclusion, Piper aduncum

L. presenté mayor concentracion de flavonoides expresados como (17).
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2.2.3. Antecedentes locales
Taipe Pardo F., Merino Quispe ., Agreda Cerna H., Huaraca Aparco R., Flores

Pacheco N., Quispe Chipana S., “Compuestos bioactivos y actividad
antioxidante de aceites esenciales en hojas de plantas medicinales”
Andahuaylas, 2023, Articulo Cientifico.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar los componentes bioactivos y
actividad antioxidante del aceite esencial de matico (Piper aduncum) y la borraja
(Borago officinalis). Método. El aceite esencial se obtuvo mediante destilacion a
vapor, se logré determinar el rendimiento de extraccién, densidad relativa, indice
de éster, indice de refraccion y el porcentaje de solubilidad en solucién de etanol.
Los componentes bioactivos se determinaron a través de la cromatografia de
masa (GC-MS), finalmente se determind la actividad antioxidante mediante el
método de radicales libres 2,2-difenil-1- picryl hydracilo (DPPH). Los resultados
mostraron, los rendimientos de extraccion variaron de 0,29 a 0,43 %, con una tasa
de extraccion positiva de 0,0367 %/ psi, densidad alrededor de 0,996 (g/mL) con
resultados similares para presiones de extraccion de 8 y 10 psi en ambas
especies, con un indice de refraccion de 1,52 para el aceite esencial y 1,33
hidrolatos y un aumento de la acidez con presién de extracciéon de 2,69 a 5,46 mg
KOH/g. La capacidad antioxidante en las dos muestras fueron diferentes entre
14,258 a 17.030 ymol TEAC/mL mostrando una diferencia con la presién de
extraccién. En conclusion, en los aceites esenciales de la especie Piper aduncum
fue posible identificar 24 componentes quimicos a para Borago officinalis, ambas
especies presentadas como componentes principales para apiol en las tres
presiones de extraccion de un total de (14 %) (27).

Ferchau Karina V., Tejada Magaly V., Ferchau Ingrid V., Cardona Rivero A.
“Actividad Antibacteriana y Citotoxicidad de Cinco Especies Vegetales de la
Zona Altoandina y Amazoénica de la Regién del Cusco” Cusco, 2021, Articulo

cientifico.

El objetivo del trabajo de investigacion fue determinar la actividad antibacteriana
y actividad citotoxica de las especies vegetales Acicarpha tribuloides Jussieu
(Estrella Kisca), Gamochaeta spicata (Queto-Queto), Minthostachys glabrescens
(Bentham) Epling (Mufa), Muehlenbeckia volcanica (Bentham) Endlicher
(Mullaca) y Piper elongatum M. Vahl (Matico) de la zona altoandina y amazonica

de la region del Cusco, Peru.
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Como parte del método de estudio del presente estudio se llevd a sequedad la
muestra, se molié y tamizé finalmente se prepard un extracto etandlico, se realizo
la prueba de concentracion minima inhibitoria para determinar la capacidad
antibacteriana, para lo cual se emplearon el método de macro dilucion en medio
liquido y cepas ATCC de Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 29213,
Streptococcus pneumoniae 49619 y Salmonella typhimurium 14028. Para
determinar el grado de toxicidad se utilizé el ensayo de Artemia salina las pruebas
de citotoxicidad con Artemia salina, demostré que, los extractos de Estrella Kisca
y Queto - Queto son muy toéxicos con una CL50 de 19.639 y 58.104

respectivamente (28).

Garay Warthon César Bryan; Mamani Ccasa Vladimir “Efecto antibacteriano
in vitro de los aceites esenciales de Schinus molle “Molle”, Piper elongatum
“Matico”, luma chequen (molina) a. gray “Arrayan” y Minthostachys setosa
(brig.) epling “Muia” sobre cepas de Streptococcus mutans (atcc 35668)
Cusco - 2015”, Cusco, 2015, Tesis de grado

Este trabajo tuvo como objetivo principal valorar el efecto antibacteriano de tipo in
vitro de los cuatro aceites esenciales de Schinus molle, Piper elongatum, Luma
chequen y Minthostachys setosa sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC
35668) (29).

La metodologia usada consistio en obtener los aceites esenciales de Schinus
molle, Piper elongatum, Luma chequen y Minthostachys setosa; los cuales se
pusieron en cultivos con medio Agar Muller Hinton los cuales fueron enriquecidos
con sangre de cordero al 5%. Para las pruebas se usaron 13 diferentes
concentraciones para cada aceite, y como grupo control positivo se utilizé la
clorhexidina a la concentracion 0.12% y como grupo control negativo se uso el
Tween 20. Por supuesto para cada concentracion diferente de aceite se realizé
tres repeticiones en placas de agar Muller Hinton. Luego de 48 horas se realizé la

medicién de los halos para ver cuanta inhibicién se tuvo (29).

Los resultados mostraron que los diametros y radios de halos inhibicion para el
aceite esencial de Schinus molle fue en una concentracion al 100% de 16.3 mmy
al 75% de 14.7 mm, en lo que respecta a Piper elongatum a una concentracion
de 100% 25 mm +-1, al 75% de 21.67 mm +-0.58, al 50% de 17,67 mm +-0.58, al
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30 % de 14 mm +-0, y al 20 % de 10 mm +-0, con la planta Luma chequen, no se
mostraron halos de inhibicién y en Minthostachys setosa, en concentraciones al
100 de 11.27 +/-0.35 mm, al 75% de 9.33 +/-0.58 mm, al 50 % de 8.83 +/-0.29
mm. De esta manera queda en evidencia que todas las plantas poseian un efecto
antibacteriano para la cepa de S. mutans algunas mas en comparacion que otras,

pero el unico que no poseia dicho efecto era L. chequen (29).

2.3 Estado de la cuestion
A nivel mundial el uso de plantas medicinales como terapia alternativa en afecciones de

la salud esta en ascenso, es por ellos que gracias a la existencia de dichas especies es
que actualmente y a un futuro se pueden llegar a elaborar farmacos nuevos, pero antes
es preciso conocer a mayor profundidad la composicién quimica de estas plantas
especialmente aquellas del género Piper y que metabolitos podrian ejercer accion
terapéutica frente a los radicales libres, por ello es posible que se pueda hallar
antioxidantes de origen vegetal como el acido ascorbico (vitamina C), el tocoferol

(vitamina E), y entre algunos no menos importantes los polifenoles y carotenoides (30).

Se tiene estudios del autor Puerta Megia (2009) que determind la actividad antioxidante
de extractos no alcohdlicos de Piper peltatum L., mediante métodos de DPPH, FRAP,

mostrandose buena actividad antioxidante (31).

El autor Bermudez Riofrio (2017) (10), determiné que Piper peltatum presenta
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos ademas de que se hallé6 cantidades
considerables de compuestos fendlicos expresados en equivalentes de acido galico
30.36 £ 0.96 mg en 0.0125 g de extracto y en lo que respecta a la actividad antioxidante
presentd un ICso de 3891.67 mg de extracto/umol de DPPH, presentandose de esta

manera un efecto antioxidante evidente (10).

Por otro lado, el autor Moyano Aguay (2019) (9) hallé actividad antioxidante en las raices
de Piper peltatum L. a una concentracion de 1000 ppm con un resultado de 36.95 %, una

medida regular para propiedades antioxidantes.

También las autoras Olga Lock y Rosario Rojas (2004) (19) mencionan en su trabajo de

investigacidon que se han logrado aislar e identificar mas de 50 compuestos de especies

de Piper aduncum L., P. angustifolium y P. elongatum, especies del mismo género que

Piper peltatum, entre los principales compuestos encontrados fueron fenilpropanoides,

derivados de acido benzoico y uno de los fenoles mas conocidos los flavonoides (19).
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Por otro lado la autora Gil Padilla (2019) (30), en su trabajo de investigacién indica que
la cantidad de polifenoles de un extracto metandlico obtenidos a partir de las hojas de
Piper aduncum L. (Matico) es equivalente a 31.94 mg de catequina/1g de muestra seca,
y en pruebas mediante la metodologia de DPPH, resulto que el extracto metandlico de
esta especie fue igual a una concentracion de 66.03 + 5.87 mM de trolox/1g de muestra
seca; indicando que la planta una familia cercana a Piper peltatum presenta buen

contenido de polifenoles y con ello una actividad antioxidante (30).

Algunas pruebas de forma in vitro también desarrolladas son de mucha importancia tanto
para detectar la composicion y la parte del efecto antioxidante como el autor Rojas
Castillo y Rumay Risco (2010) (32) quienes prepararon soluciones de DPPH y usando
técnicas de espectrofotometria cuyos maximos valores se alcanzaron a los 30 minutos a
una concentracion de 2,85 mg de extracto seco/10mL con un porcentaje de 49,48% en
el caso de Piper aduncum, teniendo gran relevancia el efecto de antioxidante en este tipo
de plantas (32). Asi mismo existen algunas metodologias como da a conocer el autor
Surco Laos (2020) (33) quien menciona que otra forma de obtener polifenoles en gran
cantidad es haciendo uso de un bano ultrasonido con un sistema de solvente etanol,

agua, acido aceético, el cual luego se lleva a sequedad en un evaporador rotatorio (33).

En nuestra Amazonia peruana el autor Alvarado Santillan (2019) recolect6 la planta
Matico a 3 altitudes diferentes y preparé 3 tipos de extractos uno acuoso, metandlico, y
etandlico determinado asi que a mayor altitud la especie vegetal posee mejor actividad

antioxidante y que el mejor extracto de estudio fue el extracto acuoso.

2.4. Bases teodrico cientificas
2.4.1. Farmacobotanica

2.4.1.1. Familia Piperaceae y género Piper
Es debido al numero elevado de especies que forman parte de esta gran
familia es que son causantes muchas controversias y es por ello que es
considerada como una de las familia complejas, numerosas y diversas

entre las angiospermas basales (34).

Dentro de los 14 géneros y aproximadamente 1950 especies estan
comprendidas plantas herbaceas, arbustivas, plantas trepadoras, y

algunos arboles (35).
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2.4.1.2. Descripcion botanica
Piper peltatum L. “Santa Maria” es considerada una especie vegetal de
crecimiento erguido con aproximadamente 2 m de altura, tiene unos
tallos y peciolos desprovisto de vellosidades, posee las hojas cordadas
redondeadas peltadas de aproximadamente 16 x 18 cm; el tamafo de
los peciolos es de 9-20 cm aproximadamente, presenta las
inflorescencias en forma de espiga umbelada de textura blanda, de 4 mm

de grosor y de 5 -10 cm de largo (36).

Figura 1. Piper peltatum L. “Santa Maria”

Fuente: Mejia Carhuanca et al. (36)
2.3.1.3. Clasificacion taxonémica de acuerdo al “HERVARIO VARGAS CUZ”

(anexo N°5)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper
Especie: P. peltatum L.

2.4.1.4. Habitat
Esta ubicado principalmente en ecosistemas donde predominan arbustos de
tierras bajas humedas o bosques humedos, especialmente de regiones tropicales,

aproximadamente desde 600 hasta los 1600 metros de altitud. Es nativa de
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México, Centro América, las Antillas y Sudamérica (10). En el Perd es Comun
ubicarlos en bosques secundarios. Amazonas, Ayacucho, Cuzco, Huanuco, Junin,
Loreto, Madre de Dios, San Martin, Ucayali (36).

2.4.1.5. Composicién quimica

La familia Piperacea posee una gran variedad de componentes o denominados
metabolitos secundarios y son reconocidos como buenas alternativas terapéuticas
gracias a que estos componentes son responsables de los efectos beneficios para
el tratamiento de muchas dolencias, esta extensa familia tienen como principal
componente las amidas por ejemplo fenilpropanoides, lignanos y neolignanos,
acidos benzoicos y cromenos, alcaloides, policétidos y una plétora de compuestos

de origen biosintético mixto (37).

El género Piperaceae contine una gran cantidad de metabolitos secundarios por
ejemplo del tipo flavonoide, propenilfenoles, amida, lignanos, kavapironas,
neolignanos, taninos, saponinas, glicosidos, terpenoides, y otros compuestos
fendlicos que estan presentes principalmente en hojas, semillas y tallos, el género
Piper es reconocido en el mundo de la medicina alternativa por sus propiedades
farmacoldgicas (10). También Chavicina pariparobina, jaborandina, piperatina y
peperina (36).
2.4.1.6. Nombres comunes de Piper peltatum L.

Feya, hoja Santa Maria, Piquina, Ugudi Bagasu, Cordoncillo, Corarnopan,

Caapeba, entre otros (10).

2.4.1.7. Formas de uso “Santa Maria”
Piper peltatum L. es reconocida generalmente como “Santa Maria” o

“Cordoncillo” es usada de diferentes maneras como por ejemplo de forma
diurética, antipirética, antiinflamatoria, en la medicina, esta especie vegetal,
Piper peltatum L. en los paises Bolivia, Peru, Brasil es usada como parte de su
medicina tradicional para tratar patologias hepaticas, inflamatorias e infecciosas
(10).

Infusiones de raiz de Piper peltatum L. y Piper umbellatum L. sinénimo.
Pothomorphe peltata (L.) y Pothomorphe umbellata (L.) se utilizan en medicina
tradicional en la region amazodnica y otras partes de América del Sur para el
tratamiento de la malaria. Ambas especies son similares en términos de habitat

y ocurren en areas humedas, parcialmente sombreadas donde reciben
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abundantes indirectas y algunas directas la luz del sol, como en los bordes de

los bosques, senderos, bordes de caminos y tipicamente donde la alteracién

antropogénica del bosque ha ocurrido. Ambas plantas son morfolégicamente

muy similares, siendo la diferencia mas ostensible la posicion de unién del

peciolo a la hoja, asi como formas de hojas. En Brasil, estas especies también

son conocido por los mismos nombres indigenas 'caapeba’ y ‘pariparoba’ y los

estudios quimicos han demostraron que ambas plantas producen la secundaria

metabolito 4-nerolidilcatecol (38).

Gracias a las dihidrohalconas presentes dentro de su composicion quimica de las

especies vegetales de esta gran familia es que se ha podido demostrar actividades

antiparasitarias frente a especies de Leishmania sp. y Plasmodium falciparum. Por otra

parte, las flavanonas han presentado actividad antifungica y citotéxica. (39) Ademas se

ha demostrado que las especies vegetales de este género puede estimular la linfa y, asi

mismo puede usarse para tratar afecciones en la piel (40).

A. Hojas:

a)

b)

d)

Para dolor y fiebres: Se prepara un bano que consiste en poner
a reposar las hojas de santa maria en el agua caliente y se espera
que disminuya la temperatura con tal que sea tolerable por el
paciente (36).

Para cefaleas: Se realiza una infusion de las hojas de santa
maria dejandose reposar, agregar limon de ser necesario o de
acuerdo al gusto (36).

Para odontalgias: Se hierve agua en un recipiente y se colocan
las hojas de santa maria y se hierve, el liquido obtenido se ingiere,
y las hojas cocidas se colocan en la parte del menton, maxilar o
en la zona comprometida por el dolor (36).

Para expulsion de la placenta: Se calientan las hojas a bafo
maria y se colocan sobre el corddon umbilical, esto ayudara a

expulsar la placenta (36).

B. Raiz:
a) Para vomitos y efecto diurético: Se hace hervir la raiz y el liquido

obtenido se bebe una taza por dia (36).
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2.4.1.8. Lignanos y neolighanos
Dentro de los metabolitos secundarios representativos tenemos a los lignanos y

neolignanos que son producto de la ruta biosintética del acido shikimico ademas que
esta relacionado con la formacién de lignina en las plantas, estos pueden ser extraidos

de diferentes partes de la planta (18).

2.4.1.9. Flavonoides
Anteriormente se realizaron estudios e investigaciones cientificas en diferentes

especies vegetales pertenecientes a esta familia; de los cuales se han logrado aislar
algunos de los muchos metabolitos secundarios presentes como, por ejemplo: amidas,
lignanos, neolignanos, terpenos y flavonoides, siendo los de mayor abundancia las
chalconas, dihidrochalconas, flavononas y algunas flavonas todas estas pertenecientes

al grupo de los flavonoides (39).

Figura 2. Ruta biosintética de metabolitos secundarios lignanos y flavonoides
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Fuente: Plazas Cuca et al. (39)
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2.4.2. Efecto antioxidante
2.4.2.1. Estrés oxidativo en la salud humana

Los organismos aerobios usan el oxigeno como medio para obtencion de energia,
pero corren el riesgo de que sus defensas oxidantes se vean sobrepasadas por
las fuerzas oxidantes a consecuencia de este evento y esta relacionado con
diferentes enfermedades asi como también con el envejecimiento, son numerosas
las enfermedades que se vieron relacionadas cuando los radicales libres
aumentan por encima de los antioxidantes de origen endégeno tales como la
arteriosclerosis, cancer, Alzheimer, Diabetes Mellitus, enfermedades

autoinmunes, enfermedades inflamatorias crénicas (41).

Se puede producir un dano celular irreversible cuando los radicales libres
interactuan o reaccionan con las proteinas, lipidos y acido desoxirribonucleico de
las diferentes células, de esta manera se provoca dafio en los tejidos y en el peor
de los casos las muerte celular; cuando las condiciones de homeostasis no son
normales es decir las produccion de radicales libres y las concentraciones de
antioxidantes ya sea provenientes de fuentes enddgenas o exdégenas se rompen

este proceso es llamado estrés oxidativo (42).

Figura 3. Equilibro redox fisiolégico resultado del balance entre los mecanismos

de oxidacion y los sistemas antioxidantes celulares, (met: metionina)

Ernvejecimienta
Deficiencias vitaminicas

Tabaco, alcohol, café, ete. Vitaminas antioxidantes
Hipercolesteralermia Sistemas enzimaticos
Hipertensian arterial Iantloxudantels .
Metabolismo anormal Met Slsternas de eliminacién
{hiperhcmocisteinemia) Y de reparacion

Radiaciones ienizantes
Hipoxia, leucocitosis, etc.

Equilibrie
redox

ANTIOXIDANTES

OXIDACION

Fuente: Garay Warthon et al. (29)
2.4.2.2. Especies oxidantes y radicales libres
Los radicales Libres (RL) son considerados moléculas en cuya estructura
atomica y/o configuracion electronica posee un electron desapareado en su

ultimo nivel de energia y como consecuencia posee una configuracion
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altamente inestable y reactiva (41) y mediante una rapida propagacién puede
causar un dafo a mas de 1 millébn de moléculas mediante una serie de
reacciones en cadenas, produciéndose de esta manera los llamados especies

reactivas del oxigeno (ERO) O (ROS) reactive oxigen specie (4).

Los radicales libres al ser moléculas muy reactivos poseen un tiempo de vida
media corta por lo que actuan en lugares muy cercanos a los sitios donde se
formaron y son dificiles de dosificar, estas moléculas son producto de diferentes
procesos celulares como por ejemplo cadena respiratoria llevado a cabo en las
mitocondrias, cadena de transporte de electrones llevado a cabo en los
microsomas Y cloroplastos, y es de esta manera que se produce dafio en las

diferentes células (43).

Figura 4. Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxigeno
(ERO)

Radicales No radicales
Hidroxilo ‘OH Perdxidos organicos ROOH
Alcoxilo RO Oxigeno singlete "0,
Hidroperoxilo HOO" Perdxido de hidrogeno H.O;
Superoxido 0. Acido hipocloroso HCIO
Peroxilo ROO" Acido nitroso HNOC,
Oxido nitrico NO* Cation nitrilo NO:*
Dideido de NO-" Peroxinitrito ONODF
nitrogeno Acido peroxinitroso ONOOH
Alguil peroxinitritos ROONO
Ozono O3
Acido hipobromoso HErO

Fuente: Garcia Alonso et al. (44)

2.4.2.3. Fuentes de radicales libres
Como resultado de las reacciones redox en los que participan enzimas tales
como NADPH+ (dinucledtido de adenina y nicotinamida fosfato), lipoxigenasa,

cicloxigenasa y peroxidasa pueden generar radicales libres siendo
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Figura

0,

consideradas como fuentes enddégenas ademas de las reacciones de
oxidacion llevados a cabo en las microsomas, fagosomas, y finalmente la

autooxidacion de sustratos (42).

La fuente de produccion de radicales libres no solo es endégena sino también
se considera la radiacion solar, toxinas fungicas, pesticidas o plaguicidas, etc
los cuales son denominados factores exégenos o fuentes exdgena, estos

también pueden incrementar las concentraciones de radicales libres (45).

Una de las funciones de las células de nuestro organismo consiste en
metabolizar la mayor parte del oxigeno dando como resultado final agua, pero
existe la posibilidad que en un pequefio porcentaje alrededor del 5% se forma
tres intermediarios altamente toxicos de los cuales dos son considerados de

alta toxicidad (el anién superoxido y el hidroxilo) (45).

5. Esquema de produccion de especies activas de oxigeno

e e 2H* e H e H
. o [ | HO: (| OH' ( (
\ : )\_H‘ T, H,0

\ e

a \
Molécula de ~7 o Anion : Peroxido Radical > A

" — — ——p Agua
Oxigénio Superéxido de Hidrogénio Hidroxil

Fuente: Constanza Corrales et al. (46)

A. Fuente endégena de radicales libres.

a. Mitocondrias: Uno de los procesos mas importantes se lleva a cabo
en la mitocondria ya que es considerado el organelo de mayor
importancia como fuente de produccién de ATP y radicales libres,
mediante el metabolismo oxidativo se lleva a cabo una reduccion tetra
electronica del oxigeno consumiéndose aproximadamente el 95 — 98
% de este elemento, el restante aproximadamente 2 — 5 % tiene una
reduccion mono electrénica, formandose de esta manera

intermediarios toxicos como los radicales libres (46).
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Figura 6. Formacion de EROS via complejos de cadena respiratoria

Complex: 1

IH+

Succinate
Succinate dehydrogenase
Cytochrome ¢ oxidase

W+
O Cytochrome be 1 complex
NADH H*  NAD*

NADH dehydrogenase

Fuente: Constanza Corrales et al. (46)

El presente grafico representa la cadena de transporte de electrones en los mamiferos a
través de los complejos (I-V), los electrones fluyen desde NADH o succinato al complejo
| o Il respectivamente, y secuencialmente hacia la ubiquinona (UQ), los electrones luego
fluyen desde la ubiquinona a través de los complejos Il y IV hacia el aceptor final que es
la molécula de oxigeno, el flujo de electrones esta acoplado al movimiento de protones
a través de la membrana interna de los complejos I, lll y IV, el gradiente de protones

resultante es recolectado por el complejo V para general ATP (47).

b. Peroxisomas: Los peroxisomas y los gliosomas son considerados los
organelos encargados de llevar a cabo el ciclo del glioxilato, ya que
poseen elevadas concentraciones de catalasa enzima que participa
para conversion del peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno (46).

c. Citocromo P450: Es considerado uno de los principales lugares de
produccion de radicales libres esta ubicado en el reticulo
endoplasmatico cuya funcion es impulsar las reacciones que
involucran al Oz, pero dichas reacciones son NADPH dependientes,
el reticulo endoplasmatico cuenta con la presencia de iones de
metales de transicion, Oz, y ademas es un lugar donde se realizan
transferencia de electrones, estas condiciones de este organelo
contribuyen a la formacion de radicales libres, por otro lado las
enzimas presentes en este complejo son responsables del

metabolismo oxidativo de los xenobidticos, sustratos de oxigeno, entre
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los cuales de mayor relevancia son farmacos terapéuticos, productos
quimicos entre otros (46).

d. Fagocitosis: En el proceso de la fagocitosis se producen ERO
(especies reactivas del oxigeno) beneficiosas para el organismo ya
que este es el principal mecanismo de defensa contra los patégenos,
gracias a que reciben sefales de alerta a través de los mediadores
proinflamatorios, o por la presencia de agentes extrafios como
bacterias, virus o parasitos, y como respuesta se da una “explosién”
oxidativa en la que se produce gran cantidad de radicales Oz ™, H202,
OH"y NO’ para destruir las células infectadas (46).

e. Xantina Deshidrogenasa: Esta ubicada principalmente em endotelios
y elimina las xantinas, pero al combinarse la actividad de esta con la
enzima xantina oxidasa, se generan Oz ~ y H202 (46).

B. Fuente exdgena de radicales libres: Los factores externos como exposicion a
rayos X, ozono, uso de tabaco frecuente, ambientes contaminados, restos
quimicos de industrias, e incluso algunos medicamentos contribuyen a la

formacion de radicales libres (46).
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Tabla 1. Principales factores externos que incrementan la producciéon de EROs.

Fibras de Asbesto

Polvo de Minerales

Ozono =03

Monoxido de carbono =CO
N20s =pentdxido de di nitrdgeno
Contaminantes | NO2- di6xido de nitrégeno
SiO2 =di6xido de silicio
Solventes

Toxinas

Hipocloritos

SO, =Diéxido de Sulfuro
Bifenilos Policlorados
Paraquat y Diquat
Acetaminofeno
Ciprofloxacino

Drogas Antidepresivos Triciclicos
Nitrofurantoinas
Antidiabéticos

Bleomicina

Doxorrubicina

Fe= Hierro

Cu= Cobre

lones Cd= Cadmio

Metalicos Ni= Niquel

Cr=Cromo

Hg= Mercurio

Radiaciones Ultravioleta

Rayos X

Gamma

Dieta Acidos Grasos poliinsaturados
Glucosa

Otros Tabaco

Ejercicios Intenso

Fuente: Constanza Corrales et al. (46)

2.4.2.4. Antioxidantes
Son considerados sustancias que pueden retrasar o inhibir la oxidacion neutralizando

los efectos perjudiciales de los radicales libres. La mayor concentracion de los
antioxidantes en el organismo podria ayudar a proteger contra el dafio celular y el
desarrollo de patologias crénicas (48).

Se tiene dos tipos de antioxidantes los naturales y sintéticos, los antioxidantes
naturales provienen de fuentes naturales por ejemplo compuestos fendlicos los cuales
comprenden, flavonoides, tocoferoles y acidos fendlicos, y entre los compuestos

nitrogenados estan los alcaloides, procedentes de la clorofila, aminas y aminoacidos
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o carotenoides, asi como la vitamina C, (30) algunos de estos antioxidantes pueden
ser protectores como el selenio, vitaminas C y E, B-caroteno, y varios compuestos poli
fendlicos (49), pero dentro de los antioxidantes sintéticos estan las estructuras

fendlicas con varios grados de sustitucion alquilica (30),

A. Caracteristicas de los Antioxidantes

Dentro de algunas caracteristicas de los antioxidantes es evitar o detectar la-
cadena de propagacion oxidativa, estabilizando el radical producido, asi como
la regeneracién del antioxidante ayudando a disminuir el deterioro oxidativo
(50).

La célula al ser una estructura compleja, dentro de la membrana celular se
encuentran lo que es la membrana lipidica, es decir, la mayor cantidad era
grasa. (50) Gracias a la presencia de lipidos en las estructuras de las
membranas el agua no puede moverse libremente de un compartimento a otro,
asi como las demas sustancias de naturaleza hidrosoluble (51). Por esto es que
el antioxidante debe tener algunas cualidades de solubilidad diferente,
dependiendo donde se efectué su accion. Por ejemplo, la vitamina E es soluble
en grasas y carotenoides mientras que otro puede ser soluble en agua, como

lo es la vitamina C (50).

También encontramos al B-caroteno que neutraliza al oxigeno singulete; asi
como la vitamina E es el principal protector de las LDL interrumpiendo su
degradacion en cadena y la vitamina C puede proteger frente a los téxicos del

humo del cigarrillo (50).

El mecanismo por el cual los antioxidantes defienden a nuestro organismo
frente a radicales libres es entregando un electrén a estos ultimos sin que se

formen ellos mismo radicales libres (50).
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Figura 7. Donacidén de un electrén por parte de un antioxidante a un radical libre.

Fuente: Juli Mamani et al. (50)

2.4.2.5. Sistema de defensa antioxidante
El cuerpo humano a desarrollado a través de su evolucion diferentes

mecanismos de defensa para evitar los radicales libres, es por medio de estos
radicales que se intenta prevenir, retardar o detener la reaccion de oxidacion en
cadena a consecuencia de un radical libre ademas de reparar los efectos y dafios
que causan alas macromoléculas o finalmente eliminar las dafiadas, es por ellos
que se puede dividir de dos formas un sistema de defensa enzimatico
considerado como la primera linea de defensa y evita la acumulacién de ERO y

no enzimatico que ayuda en la formacion de moléculas menos nocivas (46).

Este ultimo es considerado la segunda barrera de defensa y actiuan dentro y

fuera de la célula (50).

De preferencia se debe ingerir antioxidantes solubles en agua y grasa, ya que,
si por ejemplo solo se consume las solubles en agua como el retinol o acido
ascorbico, provenientes de una gran variedad de frutas, e inclusive con estas
cantidades consumidas nuestro organismo sigue siendo vulnerable frente a los

radicales libres (30).
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A. Sistema de defensa enzimatico o antioxidantes primarios

a.

Superéxido dismutasa (SOD): Esta enzima favorece Ila
dismutacion de los radicales libres O2~ a H202, dando como
resultado componentes menos reactivos y que incluso pueden
llegar a ser eliminados por otras enzimas como la catalasa o el
glutation peroxidasa (46).

Glutation peroxidasa: Un tripéptido con un gran potencial
antioxidante y propiedades termorreguladoras, se encuentra
exclusivamente como glutatién reductasa, la funcion de esta
enzima es realizar la conversion de perdxido en agua. Esta
enzima ha atraido la atencion para el desarrollo de compuestos
guimicos miméticos de “secuestradores” de radicales libres como
agentes terapéuticos en padecimientos neurodegenerativos,
cardiovasculares e inflamatorios (52) (46).

Catalasa: Es una enzima metaloproteina que posee un grupo
prostético hemo, esta presente en organismos vivos (46), gracias
a su funcion es considerada la enzima mas eficiente en la
eliminacién de peroxido de hidrogeno (53). Presenta 2 funciones
fundamentales: catalitica y peroxidativa y forma parte del sistema
antioxidante CAT/SOD que actua en presencia de altas

concentraciones de peroxido de hidrogeno (43).

Tabla 2. Antioxidantes enzimaticos.

Antioxidante Ubicacién Celular Funcioén Fisiolégica
Superoxido Citoplasma (SOD-1) Participan en las reacciones de
dismutasa Mitocondria (SOD-2) | oxidacién y reduccion de

Extracelular (SOD-3) | radicales superoxido.
Glutation Citoplasma y Aisla el H202 y los peroxoles
peroxidasa mitocondria organicos para luego ser
eliminados
Catalasa Citoplasma y Aisla el H202 para luego ser
mitocondria eliminados

Fuente: Constanza Corrales et al. (46)
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B. Sistema de defensa no enzimatico o antioxidantes secundarios.
Esta segunda defensa puede ser de tipo exdgeno proveniente de la dieta
diaria que son los antioxidantes de origen natural o procedentes de la dieta
en los alimentos de consumo cotidiano y que puede contrarrestar las
especies reactivas sobre las funciones fisiologicas (4), Vitamina C,
vitamina E, carotenoides y Se, son considerados antioxidantes
provenientes del consumo de los alimentos, pero existen antioxidantes de
origen natural tales como los polifenoles (50).

Los antioxidantes secundarios ayudan a desactivar los metales pesados,
inhiben los dihidroperdxidos lipidicos, ademdas que pueden regenerar
antioxidantes primarios, eliminar el oxigeno singulete, etc (50).

Dentro de este grupo podemos encontrar:

v" Vitamina C: Para que nuestras células puedan disminuir los dafos
de los radicales libres, asi como mejorar la absorcion del hierro, es
preciso la presencia de la vitamina C, si en caso hubiera una
deficiencia de esta vitamina los procesos de cicatrizacion, curacion
de heridas se llevaria a cabo de manera muy lenta y asi mismo no
podria prevenirse el escorbuto (30).

v' Vitamina E: Nuestro organismo especialmente nuestros tejidos
estan siendo atacados de manera constante por los radicales libres
es por ellos que la presencia de la vitamina E puede combatir estos

procesos reduciendo los danos (54).

Figura 8. Tipos y estructuras quimicas de algunos polifenoles.

Flavonoides - Acidos fendlicos Estibencs Lignanos
|
HO™ % 08
: .Ocﬂg_.
OH
Catequina - ~ Acido gélico Resveratrol Secoisolariciresinol

Fuente: Juli Mamani et al. (50)
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Tabla 3. Antioxidantes no enzimaticos.

Antioxidante

Funcion Fisiolégica

Tocoferol o Vit. E

Principal antioxidante no enzimatico y presente en
alimentos cuya funcion es captar los radicales libres y
de esta manera evitar la oxidacion de los lipidos de las
membranas celulares.

Acido ascorbico

Tiende a eliminar los radicales y reciclar la vit E o
tocoferol ya que estas dos vitaminas actian como
grandes antioxidantes.

Glutation

Es uno de los antioxidantes celulares mas
importantes.

Acido lipoico

Inhibe los radicales libres eficazmente ademas cumple
también la funcion del glutation.

Carotenoides

Es un buen antioxidante de los lipidos

Ubiquinonas CoQ10

Posee una alta funcién como antioxidante.

Fuente: Constanza Corrales et al. (46)

2.4.3. Antioxidantes de origen vegetal

2.4.3.1. Polifenoles

Entre los antioxidantes también podemos encontrar algunos principios activos
como los polifenoles (4). Los polifenoles son considerados moléculas de
estructura herterogénea ya que poseen como parte de su estructura grupos
bencénicos reemplazados por funciones hidroxilicas (30), tienen la capacidad de
eliminar los radicales libres, asi como la capacidad de ser usados en
inmunoterapia (55). Se les puede dar algunos usos ya que son vasos protectores,

previenen la formacion de trombos en la sangre, y también anti escleréticos (4).

Los flavonoides, los compuestos fendlicos o poli fenélicos presentan actividades

antioxidantes y capturan los radicales libres, estos son llamados también

metabolitos secundarios de las plantas (50).

2.4.3.2. Mecanismo de accion de antioxidantes polifenoles

a) Accién cardiosaludable:

protectora que el alfa tocoferol cuando se trata de inhibir y bloquear la

oxidacion de las LDL. En presencia de Cu** (30).

También pueden disminuir in vivo la actividad de la HMG-CoA reductasa.

Se han demostrado estudios que demuestran actividad protectora del

hidroxitirosol en personas consumidoras cronicas de tabaco (56).

b) Accién neuro protectora: Los polifenoles tienen la capacidad de

salvaguardar las células del sistema nervioso cuando estas son expuestas
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a un estrés oxidativo como por ejemplo la proteina beta-amieloide causando
un efecto toxico sobre las neuronas (55).

Ademas, los polifenoles poseen una actividad protectora sobre las neuronas
dopaminérgicas especialmente en vias que conducen a la formacion
mediadores de la inflamacion y apoptosis celular (55)

c) Accién antiinflamatoria: Poseen la capacidad antiinflamatoria a través de
la inhibicidén de las enzimas ciclooxigenasa (COX-2) y lipooxigenasa, ambas
enzimas implicadas en la cascada inflamatoria del acido araquidoénico. Se le
confiere algunos efectos antiinflamatorios previniendo trastornos funcionales
uroldgicos y de préstata (56).

d) Accion antialérgica: Los polifenoles participan en la prevencién, manejo,
reduccion de alergias, inflamaciones cutaneas, signos y sintomas como
prurito, alergias respiratorias todo ello gracias a la inhibicion de respuesta
Th2 (56).

2.4.3.3. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se pueden catalogar en 4 grupos esto dependiendo de la
cantidad de anillos fendlicos tenemos los flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y
liganos; en sus diferentes estructuras poseen union con frecuencia a glucosa, galactosa,
arabinosa, xilosa y acido glucoronico, es por ello que de acuerdo a su naturaleza estos
compuestos pueden poseer estructuras simples hasta estructuras complejas o
polimerizadas (50).

2.4.3.4. Actividad biologica de los compuestos polifendlicos
Los compuestos poli fendlicos aportan muchos beneficios a la salud gracias a su alta

capacidad antioxidante; asi mismo estos compuestos pueden prevenir enfermedades a
nivel del corazon ya que consiguen reducir las concentraciones y niveles de triglicéridos,
colesterol, LDL-colesterol en la sangre, e impiden la agregacion de plaquetas; por otro
lado en estudios demostrados en roedores que el uso de extractos de estas especies

poseen quimio protectores y una alta actividad antiinflamatoria (57).
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2.4.4. Liofilizacion, método de determinacion de la actividad antioxidante,
cuantificacion de polifenoles totales y cuantificacion de flavonoides
mediante HPLC.

2.4.4.1. Liofilizacion
Como uno de los procesos de secado y que vamos aplicar el en presente

trabajo tenemos la liofilizacidn que es un proceso que consiste en retirar o
eliminar casi la totalidad del agua a partir del proceso de congelacion en lugar
de aplicar calor, la liofilizacion garantiza que la muestra vegetal tenga la
ausencia de microorganismos patogenos que podrian deteriorarla, ademas de

que conserva las estructuras fisico quimicas (58).
Figura 9. Etapas del secado por liofilizacién.

Congelacion Secado secundario

Eliminacion de agua

Temperatura
Secado primario
Sublimacién del hielo

Tiempo

Fuente: Romero Cunias. (59)

A. Etapas de la liofilizacion:
a. Congelacion: Es el acondicionamiento a bajas temperaturas (59).

b. Secado por sublimacién: Se lleva a cabo a muy bajas presiones y se lleva
en dos etapas (59).

- Secado Primario por sublimacién de hielo: Para ello se requiere
elevada cantidad de energia que suministrada en alto vacio puesto
que la interfase de secado se transporta hacia el interior de la
muestra (59).

- Secado Secundario: El producto después de haber sido liofilizado
mantiene un porcentaje de humedad minimo el cual es absorbido
por el material o se adsorbe a la superficie del mismo (59).

c. Almacenamiento: Se lleva a cabo a condiciones controladas (59).
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2.4.4.2. Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil)
El DPPH- es un radical libre constante que puede conseguirse directamente sin una

preparacion previa, ademas de ser muy estable en un medio organico. (50) La molécula
de DPPH en disolucion metabdlica muestra un color violeta intenso con una fuerte
absorcion a 515 nm y cuando se combina con una sustancia que puede conceder un
atomo de hidrégeno (antioxidante), reduce al DPPH- dando como resultado el viraje del
color violeta a un color amarillo palido, el cual es dependiente de la cantidad de
electrones que seran capturados. (60) Este método consiste en capturar radicales
libres, para ello se requiere la presencia de una sustancia antioxidante y como resultado

se va midiendo la inactivacion de este radical DPPH en un medio acuoso (30).

2.4.4.3. Método de Folin- Ciocalteu
El método de Folin Ciocalteu que consiste en una composicion de acido fosfotingstico

y fosfomolibdico (color amarillo) (60), este método consiste en que los polifenoles al
entrar en contacto con el reactivo de Folin-Ciocalteu, en medio de un pH basico, da como
resultado un color azul el cual es susceptible a ser determinada por espectrofotometria
a una medida de onda de 765 nm (61). El viraje de color es por reduccion, originada por

los fenoles que tienden a reducir el reactivo de Folin-Cicalteu (62).

Figura 10. Reaccién quimica del reactivo folin ciocalteu con cambio de coloracion.

Reactivo de Folin
(W*, Mo™) color

amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W*,
Mo*) color azul

Fuente: Garcia Martinez et al. (61)

2.4.4.4. Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC
La cromatografia liquida es une técnica cromatografica usada desde hace tiempo. En un

principio, el analisis se llevaba a cabo en presion ambiente, con lo cual el flujo del
solvente y la separacion de los compuestos era muy lento (0.001 a 0.01 cm/s). Como las

demas técnicas de cromatografia, las separaciones por HPLC se basan en la distinta
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distribucion de los compuestos entre una fase estacionaria (particulas sélidas que
recubren la parte interna de la columna) y lo que respecta a la fase mavil (fase liquida

constituida por uno o mas solventes) segun la afinidad que vayan a tener por estas (63).

La cromatografia de liquidos es el método de separacion analitica es la técnica mas
comun y mas usada. Su uso esta mas reconocido por su alta sensibilidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla

y su capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles (64).

Ahora la técnica del HPLC es muy comun en el analisis de flavonoides, y para su
aplicacién correcta deben tenerse en cuenta tres parametros fundamentales como
pueden ser: Las caracteristicas de la fase movil, la parte estacionaria y del tipo de
deteccion (63).

Dentro de la forma de funcion del equipo ésta que un liquido (fase mavil) circula en intimo
contacto con un solido u otro liquido inmiscible (fase estacionaria); al introducir una
mezcla de substancias que en este caso sera los analitos en la corriente de fase movil,
cada analito avanzara a lo largo del sistema con una velocidad diferente que dependera
de su afinidad por cada una de las fases. Esto quiere decir que después de terminado el
recorrido de la muestra por la columna, cada una de las substancias introducidas en el

sistema eluira con un tiempo diferente, es decir, indicando que estaran separadas (65).

Figura 11. Esquema de equipo de HPLC (bomba, inyector, columna, detector y
sistema de recogida de datos)

Fase mawvil

Columna
Homode _— rd

3 Registrador
termostatizacion %

H
[ iy
:

Detector i i

Integrador

Fuente: Chavez. (65)
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2.5. Glosario de términos:

a.

EROs: Especies reactivas del oxigeno son compuestos que se producen
principalmente en la mitocondria durante los procesos del metabolismo por medio
de reacciones de 6xido reduccion que ocurren en los complejos de transferencia

de electrones y que tienen al oxigeno como ultimo aceptor de electrones (66).

. Radical Libre: Son atomos o grupos de atomos que poseen un electréon

desapareado o libre porque son muy reactivos, puesto que tienden a captar un
electron de moléculas estables con objetivo de alcanzar la estabilidad

electroquimica (45).

. Polifenoles: Son metabolitos secundarios de las plantas que poseen diferentes

funciones fisiolégicas, son moléculas naturales que derivan de las vias de

shiquimato y de los fenilpropanoides (67).

. Antioxidante: Son considerados sustancias que pueden retrasar o inhibir la

oxidacion neutralizando los efectos perjudiciales de los radicales libres. La mayor
concentracién de los antioxidantes en el organismo podria ayudar a proteger

contra el dafio celular y el desarrollo de patologias cronicas (48).

. Inflamacién: Es una reaccion de defensa frente a cualquier agresion mediante un

mecanismo de homeostasis, siendo un proceso complejo que se presenta frente
respuesta tanto a infecciones o diversos estimulos generadores de lesion tisular
(68).

Catalasa: Es una de las enzimas mas abundantes, localizadas en la mitocondria
y los peroxisomas, segun su estructura es una metaloproteina tetramérica, como
parte del sistema antioxidante participa en la destruccion de perdxido de

hidrogeno generado durante el metabolismo celular (49).

. Flavonoides: Estan considerados dentro del grupo de los polifenoles en su

estructura provienen de aminoacidos aromaticos, fenilalanina y tirosina, los
flavonoides son considerados necesarios para el normal desarrollo de la planta
puesto que tienen funciones como sefaladores quimicos o incluso actuan en

procesos metabdlicos (67).

. Histamina: Es considerado un mediador quimico que participa en procesos

fisiologicos de la célula, asi como en respuestas patolégicas de tejidos; como parte
de su funcién esta actuar en procesos de inflamacion, procesos alérgicos, y entre
otros (69).
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. Prostaglandinas: Son considerados hormonas locales debido a que se producen
y actian en las areas afectadas, poseen vida media corta puesto que se producen
cuando el cuerpo lo requiere y no se almacena en tejidos (70).

. Fagocitosis: Es un proceso de endocitosis en las células donde tienen la
capacidad de captar y comer agentes patégenos, fragmentos celulares mediante
un mecanismo de adhesion formando asi el fagosoma para posteriormente
destruirla (70).

. Estrés oxidativo: Es un proceso bioquimico de perdida de electrones, pero
cuando la oxidacion es excesiva se presenta el estrés oxidativo (48).

. Liofilizacién: es un proceso que consiste en retirar o eliminar casi la totalidad del
agua a partir del proceso de congelacion en lugar de aplicar calor, la liofilizacion
garantiza que la muestra vegetal tenga la ausencia de microorganismos
patdbgenos que podrian deteriorarla, ademas de que conserva las estructuras

fisico quimicas (58).

m.DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracil es un radical libre constante que puede

conseguirse directamente sin una preparacion previa, ademas de ser muy estable

en un medio organico (50).

n. Extracto: Es la proporcion entre la cantidad de muestra botanica con metabolitos

secundarios (soluto) y la cantidad de etanol de 70° y/ agua (disolvente) (71).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material botanico
Especie Vegetal del género Piper de nombre comun “Santa Maria” perteneciente a la

comunidad nativa “Santa Rosa de Huacaria”.

3.1.2. Materiales de campo
v Papel Craft

v’ Papel Periédico

v" Cuaderno de campo

v' Engrampador

v’ Tijera Botanica

v' Camara Digital

v' Alcohol de 70°

v' Machete

v Caja de Tecnopor

v Planchas de Cartulina

v' Repelente

v Atomizador

v Botas de Jebe

v' Sombreros

v Equipo de Proteccion Personal
3.1.3. Materiales de escritorio

v' Computadora com software
Programa windows office
Camara de celular
Impresora

Papel bond

NSRRI NN

Cuaderno de apuntes
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3.1.4. Materiales de laboratorio
Tabla 4. Método, reactivos e instrumentos y/o equipos usados durante

investigacion.

Pruebas

Reactivos y/o

Soluciones Quimicas

Instrumentos y/o Equipos

Determinacion
del Porcentaje
de Humedad

v’ Crisoles de porcelana
v' Balanza Analitica Mettler Toledo
v' Estufa BioBase BOV-V

v' Desecador

Preparacion
del Extracto

Etandlico

Alcohol 70°

v Envase de vidrio color Ambar

v' Mortero

v Papel Aluminio

v" Embudo

v Papel Filtro

v’ Pipetas

v Balanza Analitica Mettler Toledo

v' Rotavapor Buchi R215

v' Congelador Shin BioBaseCo DF-
8520S

Liofilizacion de

Hojas y Tallos

v Liofilizador Liotop L101

v' Envases de Vidrio

Analisis

Fitoquimico

v' Etanol

v Acido Clorhidrico

v Reactivo Dragendorff

v Reactivo de Baljet

v" Hidréxido de sodio al
5%

v" Cloroformo

v’ Acido Sulfurico

v" anhidrido acético

v" Carbonato de Sédio

v Reactivo de Fehling

v Tricloruro férrico al
5%

v Tubos de Ensayo

v Pinzas para tubos de ensayo
v Pipetas de 10ml, 5ml, 1ml

v' Gradillas

v Mecheros

v Pisetas

v Frascos Ambar

45



v" Acetato de sodio

Cuantificacion

de Polifenoles

v' Reactivo de Folin

Ciocalteu

v Micropipeta de 100 yLy 1000 pL
Picus LH-745021

v Fiola de 25 mL y 100 mL

v Vaso Precipitado

v' Tubos de Ensayo

(Método de v' Patrén de acido v Punteras de 200 y 1000ul
Folin- galico v' Papel Aluminio
Ciocalteu) v Carbonato de Sodio | v Espectrofotometro Evolution V-700
v Balanza Analitica Mettler Toledo
v" Vortex Mixer VM-300
v" Micropipeta 100 uL
Actividad v' Gradilla
Antioxidante | v Reactivo DPPH v' Tubos de Ensayo
(Método de v" Solucién Patron de v Pipetas de 5ml
DPPH) Trolox v' Espectrofotémetro Evolution V-700
v Metanol v Balanza Analitica Mettler Toledo
v Vortex Mixer VM-300
Cuantificacion v Micropipeta 100 uL
de v" Metanol grado v Gradilla
Flavonoides HPLC v' Tubos de Ensayo
mediante v' Acetonitrilo v' Equipo de HPLC
HPLC v Patrén de v' Balanza Analitica Mettler Toledo
Quercetina v" Vortex Mixer VM-300

v Patréon de Rutina

Fuente: Elaboracién Propia
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3.2. Diseio metodoldégico

3.2.1. Tipo de estudio
El tipo de estudio es correlacional, se establece la relacién que existié entre dos

variables: Independiente la concentracion de los extractos alcohdlicos al 70%
obtenido a partir de hojas y tallos de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa
Maria®, y tres variables dependientes cuantificacion de polifenoles totales,
determinacion de la actividad antioxidante e identificacién y cuantificaciéon de
flavonoides mediante HPLC, descriptivo por que se identificaron y cuantificaron

polifenoles presentes en la planta.

3.2.2. Diseio de la investigacion
Se planted un disefio cuasiexperimental porque se manipuld la variable independiente
(concentracion de los extractos) para observar los resultados en las variables

dependientes.

3.2.2.1. Para el ensayo de la determinacién de la actividad antioxidante.

Tabla 5. Diseno cuasiexperimental para la actividad antioxidante por el método

DPPH.
Grupo Tratamiento Medicion de la
cuasiexperimental absorbancia
G1l-e X1-e 01-e
G 2-e X 2-e 02-e
G 3-e X 3-e 0 3-e
G 4-1 X 4-1 0 4-1
G 5-1 X 5-1 0 5-
G 6-1 X 6-1 0 6-
G-c X-C 0-c
Gb | e 0-b

Fuente: Elaboracion Propia

Donde:
- G1-e,....... G-b: Tubos de ensayo con reactivo DPPH.

- X-c: Patrén trolox

- X1-e, X2-e, X3-e: Muestras de extracto etandlico al 70% (calor seco)
- X1, X2-l, X3-I: Muestras de extracto etandlico al 70% (liofilizado)

- -—: Ausencia de tratamiento

- 01-e ... 0-b: Medicién de la absorbancia
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3.2.2.2. Para el ensayo de cuantificacion de polifenoles totales
Tabla 6. Diseiio cuasiexperimental para la cuantificacion de polifenoles totales por
método folin-ciocalteu.

Grupo Tratamiento Medicion de la
cuasiexperimental absorbancia
G1l-e X 1-e 01l-e
G2-e X 2-e 02-e
G 3-e X 3-e 0 3-e
G 4-1 X 4-1 04-1
G 5-1 X 5-1 05-1
G 6-1 X 6-1 0 6-1
G-c X-C 0-c
Gb | e 0-b

Fuente: Elaboracién Propia

Donde:
- G1-e,....... G-b: Tubos de ensayo con reactivo Folin-Ciocalteu.

- X-c: Patrén Acido Galico

- X1-e, X2-e, X3-e: Muestras de extracto etandlico al 70% (calor seco)
- X141, X2-l, X3-I: Muestras de extracto etandlico al 70% (liofilizado)

- --2 Ausencia de tratamiento

- 01-e ... 0-b: Medicién de la absorbancia

3.2.2.2. Para el Ensayo de cuantificacion de flavonoides
Tabla 7. Diseno cuasiexperimental para la cuantificacion de Flavonoides por HPLC.

Grupo Tratamiento Medicion de la
cuasiexperimental absorbancia
G1l-e X1-e 01-e
G 2-e X 2-e 02-e
G 3-e X 3-e 0 3-e
G 4-1 X 4-] 04-1
G 5-1 X 5-1 05-1
G 6-1 X 6-1 0 6-1
G-c X-c 0-c
Gb | e 0-b

Fuente: Elaboracién Propia

Donde:
- G1-e,...... G-b: Tubos de ensayo con acetonitrilo.

- X-c: Patron Quercetina

- X1-e, X2-e, X3-e: Muestras con extracto etandlico al 70% (calor seco)
- X1-l, X2-l, X3-I: Muestras con extracto etandlico al 70% (liofilizado)

- ---: Ausencia de tratamiento

- 01-e ... 0O-b: Medicion en HPLC
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3.3. Variables implicadas
3.3.1 Variable Independiente
3.3.1.1 Extractos etandlicos al 70% de Piper peltatum L. “Santa maria”
a) Definicion conceptual: Proporcién cantidad de muestra botanica con
metabolitos secundarios (soluto) y la cantidad de etanol de 70° (disolvente)
(71).

b) Definiciéon operacional:

* Naturaleza: Cuantitativa
* Tipo de medicion: Directa
* Unidad de medida: mL
¢ Indicador: Cantidad del disolvente
» Escala de medicién: De razén
= Instrumento de medicion: Probeta, Pipetas
= Método: Calor seco y Liofilizaciéon
* Procedimiento: Se procedio a pesar la cantidad necesaria en mg y/o
gr, se disolvi6 en mL de disolvente y se utilizdé para la actividad
antioxidante y la cuantificacion de polifenoles totales.
3.3.2 Variable Dependiente
3.3.2.1. Cuantificacion de polifenoles totales
a) Definicion conceptual: Consiste en un proceso mediante una técnica
espectrofotométrica y mediciones mediante absorbancias el cual
constata la cantidad de metabolitos secundarios (polifenoles) en un
extracto hidroalcoholico (72).
b) Definicion operacional:
* Naturaleza: Cuantitativa
= Tipo de medicidn: Indirecta
» Indicador: Absorbancias
* Unidad de medida: nm
» Escala de medicion: De razon
= |nstrumento de medicién: Espectrofotometro
= Método: Folin-Ciocalteu
*» Procedimiento: Luego de homogenizar y esperar 12 h se midi6
la absorbancia de las diferentes soluciones preparadas a 510 nm
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tanto del extracto como de la solucion estandar
= Expresion final de la variable: [ ] de flavonoides en unidades

de medida mgQE/g.

3.3.2.2. Actividad antioxidante de los extractos etandlicos al 70% secados
mediante dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal
Piper peltatum L.

a) Definicion conceptual: Consiste en la capacidad que tiene una sustancia
de secuestrar el radical 2,2-difenil-1- picril-hidrazilo (DPPH) también le
otorga una coloracidn morada caracteristica que después cambiara
amarillo lo indicaria la eficacia captadora del extracto (72).

b) Definicion operacional:

* Naturaleza: Cuantitativo

* Tipo de medicidn: indirecta

» |Indicador: % de captacion del radical libre DPPH por el extracto
hidroalcohdlico.

» Escala de mediciéon: De razon

* Instrumento de medicion: Espectrofotdmetro UV-Visible.

= Método: DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazilo)

= Procedimiento: En primer lugar, se procedié a realizar una
preparacion del reactivo DPPH en el solvente metanol, en un tubo
de ensayo se colocé el reactivo DPPH y se anadié solucion patrén
de trolox para la curva patron y en otros tubos de ensayo se
colocaron el extracto seco de la muestra disuelta en metanol, se
dejoé reposar en la oscuridad por 1hora y posterior a la hora
transcurrida se procedié medir la absorbancia a 515nm.

= Expresion final de la variable: % de captacion de radicales libres,
ICs0, TEAC.
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3.3.2.3. Cuantificacion de flavonoides mediante HPLC.

a) Definicion conceptual: HPLC consiste en una técnica analitica utilizada
para separar, identificar y cuantificar componentes en una mezcla, se
realizé la cuantificacion de flavonoides mediante el procedimiento del
estandar externo que sirvi6 como marcador de diferenciacion en los
contenidos de los flavonoides y se us6 una columna C18, el mecanismo
de accion que rige la separacion de los flavonoides del extracto se debe
al caracter hidrofobico que presentan las estructuras de los flavonoides
y a la cadena carbonada (octadecilsilano) de la columna, es decir, como
los flavonoides presentan en su estructura una parte apolar
significativa, la interaccion con la parte apolar de la columna C18, esta
técnica generalmente requiere patrones para asegurar la precision y la
exactitud de los resultados (73) (74).

b) Definicion operacional:

= Naturaleza: Cuantitativo

* Tipo de medicidn: indirecta

= Escala de medicién: Directa - razén

* Instrumento de medicion: Cromatografia Liquida de alta
eficiencia.

= Método: HPLC

* Procedimiento: Se procedié a la cuantificacién de flavonoides
mediante HPLC usando las muestras y un estandar secundario
para realizar la comparacion.

= Expresion final de la variable: mg/mL

3.4. Variables no implicadas
e De la especie vegetal Piper peltatum L. en estudio:
Se tomara en cuenta:
v Estadio de Crecimiento: Etapa de desarrollo que se realizé la recoleccion
de datos.
v" Lugar de Recoleccién: Ubicacién geografica en el que se recolectd la
planta.

v' Temporada de recoleccion: Fecha en el cual se realizé la recoleccion
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3.5. Procedimiento de la investigacion

3.5.1.

3.5.2.

Recoleccion de la planta en la comunidad nativa Santa Rosa de

Huacaria.

Para realizar la recoleccién de la planta primeramente se consulté con el
maestro y agente de la medicina tradicional en el Centro de Sanacién
Masunawa Sr. Alberto Manqueriapa, quien es representante de la
comunidad nativa Santa Rosa de Huacaria ubicada a 650 m.s.n.m (VER
ANEXO 11) sobre el tiempo y estadio de crecimiento de la planta, en que
temporada habia mayor cantidad y si ya estaba floreciendo la planta y de
gqué manera se podria hacer la recoleccion de las hojas sin dafiar el tallo
principal.

Habiendo tenido todas esas respuestas procedimos a viajar en el mes de
junio del ano 2022 para hacer la recoleccién en donde la planta tenia buen
brote, y el corte para sacar las hojas debia ser delicado con unas tijeras

de jardineria.

Preparacion del extracto etandlico al 70 % de las hojas y tallos de Piper

peltatum L. secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) (75).

- Se procedié a realizar el secado en calor seco (estufa) a una
temperatura aproximada de 38 °C y paralelamente el secado en el
liofilizador a una temperatura de -43 £ 1 °C y a una presiéon de 62 + 5
mmHg por un periodo de 12 horas para finalmente obtener el
pulverizado de material vegetal de ambas formas de secado.

- Las muestras molidas se tamizaron en un tamiz N°200 para obtener
particulas homogéneas en ambos casos.

- Luego se pes6é 100 g de muestra pulverizada de ambas formas de
secado y se colocod en un frasco color ambar, luego se afadio el
solvente (etanol al 70%) en cantidad suficiente para cubrir totalmente
la muestra, siendo este aproximadamente 500 mL.

- Se dejé macerar por 8 dias en el caso de extracto etandlico.

- Finalmente habiendo pasado el tiempo proyectado se procedié a filtrar,
y almacenar los extractos en frascos color ambar.

- Los dos extractos provenientes de ambas formas de secado (calor

seco y liofilizado) se llevé a sequedad a una temperatura de 37 - 40 °C,
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los extractos secos obtenidos se almacenaron en recipientes

herméticos a una temperatura de 4 °C hasta realizar las pruebas

posteriores correspondientes.

3.5.3. Porcentaje de humedad de hojas y tallos de Piper peltatum L. (75)

- Se peso 5 g de la muestra vegetal fresca de las hojas y se deposito en

una placa Petri por triplicado.

- Luego se coloco las placas Petri en una estufa que estuvo graduada a

una temperatura de 105 °C durante 4 h.

- Posteriormente habiéndose obtenidos pesos constantes se procedio a

realizar el calculo, para el cual se aplico la siguiente formula.

M, — M,
12100
M,

%H =

Donde:

%H: Porcentaje de Humedad
M1: Peso de la muestra fresca
M2: Peso de la muestra seca.

3.5.4. Porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohdlico de Piper
peltatum L. (75)

- Se filtré los extractos hidroalcohdélicos con embudos en frascos color

ambair.

- El resto sdlido junto con el papel filtro se colocé en una placa Petri para

finalmente ser colocado en la estufa a una temperatura de 35-40 °C

durante 24 h.

- Finalmente, el porcentaje de rendimiento se hallé con la siguiente

féormula.

Wl - 2
2, 100
w,

%R =

Donde:
%R: Porcentaje de Rendimiento.
W1: Peso inicial de la muestra seca molida.

W2: Peso final del extracto.
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3.5.5.

3.5.6.

Solubilidad de hojas y tallos de Piper peltatum L. (75)

En diferentes placas Petri pequefos se procedié a colocar 5 ml del
extracto de la planta el cual llevd a sequedad y al extracto seco
obtenido, se afadié 1mL de (Agua destilada, Metanol, etanol al 40%,
etanol al 70 %, etanol absoluto, acetona, cloroformo, éter.)

Posterior a ello se procedié agitar suavemente y se observo la

solubilidad frente a los diferentes solventes.

Estudio fitoquimico Cualitativo de Piper peltatum L.

Azucares reductores: Se colocé 1ml de extracto acuoso y se afadio
0.5mL de reactivo de Feling A y Feling B, se llevé a bafio isotérmico o
ebullicién, la presencia de un color naranja / rojo ladrillo indica una
prueba positiva (75).

Flavonoides: En 1 mL de extracto acuoso se afadié un pedazo de
limadura de magnesio y 3 gotas de acido clorhidrico concentrado, la
presencia de una coloracion naranja y/o amarilla es indicador de una
prueba positiva (61).

Alcaloides: Se llevo a bafio maria 1 mL de extracto acuoso hasta
evaporar por completo el solvente, el extracto seco obtenido se
procedié a solubilizar con acido clorhidrico, se calento ligeramente y se
anadid6 3 gotas de reactivo del Dragendroff la presencia de un
precipitado rojo ladrillo es un indicador de un resultado positivo (75).
Saponinas: Se realiz6 mediante la prueba de espuma donde una
cantidad pequena de muestra se colocé en un tubo de ensayo con agua
y se agité vigorosamente durante 30 s, la formacion de espuma que
perdura durante mas de 3 minutos es indicador de una prueba positiva
(61).

Taninos: A 1 mL de extracto acuso se afadio 3 gotas de cloruro férrico
al 1%, la presencia de una coloracién azul oscura o verde es indicador
de una prueba positiva (61).

Aminoacidos: A un 1 mL de extracto acuoso de le anadié 3 gotas de
solucion de ninhidrina al 0.25%, se llevé a bafio isotérmico durante 5
minutos, el cambio de coloracién de un rojizo, verde, amarillo, azul o

purpura es indicador de una prueba positiva.
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- Esteroides triterpénicos: 2 mL de extracto acuoso se llevd a
sequedad, al extracto seco obtenido se afadié 1-3 mL de cloroformo
hasta solubilizar posteriormente se afiadid 1 mL de anhidrido acético,
finalmente se anade 3 gotas de acido sulfurico, la presencia de una
coloracién verde intensa es indicador de una prueba positiva.

- Lactonas sesquiterpénicas: 3 mL de extracto acuoso se llevo a
sequedad, al extracto seco obtenido se anadid 2 mL de etanol, se

anadio 2-3 gotas de reactivo de Baljet.

3.5.7. Cuantificacion de polifenoles totales de Piper peltatum L

La determinacion de polifenoles totales se llevé a cabo mediante el método de
Folin - Ciocalteu, el cual fue descrito por Shaidi F. y Naczk M 1995; Sigleton y
Rossi, 1965; este método se fundamenta en su caracter reductor, para lo cual es
usado una combinacién de acido fosfowolframico y fosfomolibdico que en un
inicio toma una coloracion amarillay en un medio basico el cual es proporcionado
por el carbonato de sodio se produce el viraje de color amarillo a color azul en
diferentes tonalidades esto es debido a una reaccién de reduccién originada por
los fenoles que tienden a reducir el reactivo de Folin — Ciocalteu formado
compuestos como son los 6xidos azules de wolframio (Ws0O23) y molibdeno
(M0sO2s), las absorbancia se mide a 760 nm y los resultados se expresan en mg

de acido galico por g de peso seco.

3.5.7.1. Extraccion de los polifenoles

Para realizar la extraccién de polifenoles de la muestra Piper peltatum L. se pesé
0.3 g de ambos tipos de extractos y se disolvié en agua caliente, finalmente se
aford a 25 mL el cual fue almacenado de manera hermética a 4 °C hasta realizar

la prueba.

3.5.7.2. Cuantificacion de polifenoles totales de Piper peltatum L. y
elaboracion de la curva patron de acido galico.

Se procedio a elaborar un curva patrén de acido galico de 0.5 g/L como patréon de
referencia, las concentraciones, las cantidades y el orden de cada muestra
correspondiente se detalld en la tabla N°9, la mezcla total se procedié a
homogenizar en un vortex durante 30 segundos. La mezcla se coloco en un bafio

isotérmico a 45 °C durante 30 minutos, se leyé la absorbancia a 760 nm contra el
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blanco. Finalmente, se determind la concentracién de polifenoles para lo cual se

utilizé la curva patrén.

Tabla 9. Procedimiento para la preparacion de la curva patrén de acido galico y

muestras de estudio.

) ) Folin - | Extracto
N° Acido Acido Agua | Na2COs | Ciocalteu (mL)
Tubos Galico Galico (mL) 7.5% 2N (mL)
(ug) (uL) (mL)

Blanco 0 0 1 2 25 0
P-1 80 160 0.840 2 25 0
P-2 70 140 0.860 2 25 0
P-3 60 120 0.880 2 25 0
P-4 50 100 0.900 2 2.5 0
P-5 40 80 0.920 2 25 0
P-6 30 60 0.940 2 2.5 0
P-7 15 30 0.970 2 25 0
P-8 5 10 0.990 2 25 0
L-1 0 0 0.5 2 25 0.5
L-2 0 0 0.5 2 25 0.5
L-3 0 0 0.5 2 25 0.5
E-1 0 0 0.5 2 2.5 0.5
E-2 0 0 0.5 2 2.5 0.5
E-3 0 0 0.5 2 25 0.5

Fuente: Elaboracion propia

3.5.8. Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH.

La capacidad antioxidante se determiné mediante el método desarrollado por
Brand Williams et al., el cual consiste en hacer reaccionar una concentracion del
extracto con el radical DPPH (2,2-difenil1-picril hidrazilo), tal radical en un inicio
posee un color azul-violeta en medio metandlico el cual fue decolorandose hacia
el color amarillo a consecuencia de la donacion del electrén, dicha absorcion es
media a una longitud de onda 517, mediante la diferencia de absorbancias se
puede obtener la captacion de radicales libres.
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3.5.8.1. Preparacion de la solucion de DPPH.

Se prepard una solucion de DPPH 0.096 mM (3.9 mg disueltos en 10 mL de
metanol), luego se midié 5 ml de solucion de DPPH y se afor6 a 50 mL, finalmente

dejamos 30 minutos en oscuridad para la activacién del reactivo.
3.5.8.2. Preparacion de la curva de calibracion

Se preparé el trolox 0.5 mM (125 ug/mL) como solucién patrén, en tubos de ensayo
completamente limpios se colocaron los reactivos en el orden correspondiente a la
tabla N°10 cada tubo de ensayo fue agitado durante 15 segundos en un vortex para
garantizar un mezclado homogéneo, trascurrido el tiempo establecido que son 30
minutos en completa oscuridad se leyo las absorbancias a una longitud de onda de

517nm y posteriormente se elabord la curva de calibracion.

Tabla 10. Preparacion de la curva de calibracion de trolox.

N°
Tubos Trolox Trolox Metanol DPPH 0.096

500 uM (uL) (uL) mM

(uL)

Blanco - - 3000 -

Control - - 2000 1000

1 1.66 10 1990 1000

2 2.49 15 1985 1000

3 3.33 20 1980 1000

4 4.15 25 1975 1000

5 4.98 30 1970 1000

6 5.81 35 1965 1000

7 6.66 40 1960 1000

8 8.3 50 1950 1000

9 10 60 1940 1000

10 11.62 70 1930 1000
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3.5.8.3. Preparacion de las muestras.

Se preparé un extracto metandlico para ello se pesé 10 mg de extracto seco y se
aforé en 10 mL de metanol al 99.9% de pureza, posteriormente se realiz6 diluciones
sucesivas como se muestra en el siguiente diagrama de los extractos secos

obtenidos a partir de la muestra secado mediante liofilizacion y calor seco (estufa).

Figura 12. Procedimiento DPPH.

A' +1ml +1mL +1mL +1mL +1mL
| MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
" ] - - ] ]
1mil 1mil 1mil 1ml 1ml
. > ' -3 - »
// \\
/ A
|\ |
X 1 0.500 0.250 0.125 0.625
Sol. Madre mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

10mg/10mL
Fuente: Elaboracion propia.

Seguidamente, a partir de cada dilucion se procede a colocar los reactivos en el

siguiente orden de acuerdo al siguiente cuadro.

Tabla 11. Preparacion de las muestras de acuerdo a cada dilucion y

Muestra Muestra

Conc. | (calor seco) | (liofilizado) | PPPH 0.096 Mm Tiempo en
g/l (uL) (uL) (uL) oscuridad

1 50 50 1900 30 min
0.500 50 50 1900 30 min
0.250 50 50 1900 30 min
0.125 50 50 1900 30 min
0.625 50 50 1900 30 min

Fuente: Elaboracion propia.

Finalmente, transcurrido los 30 minutos en oscuridad se procedio con las lecturas
en el espectrofotémetro, y se calculé el porcentaje de inhibicion del radical DPPH

con la siguiente férmula.

Absorbancia Control — Absorbancia Muestra
Absorbancia Control

% de Inhibicién DPPH: ( ) * 100
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3.5.9. Cuantificacion de los flavonoides mediante HPLC

3.5.9.1. Procedimiento.

Para la presente prueba se us6 un cromatégrafo liquido de alta resolucion
modelo Agilent serie 1200, un software Chemstation V03.02, una columna
Zorbax SB-Phenyl 4,6 x 75 mm, 3.5 ym, de la muestra se extrajeron los
principios activos mediante un extracto etandlico al 70% de las hojas y tallos
de Piper peltatum L. se tomé como muestra el extracto liquido de coloracion
verdosa; para poder aclarar la muestra se filtré con carbdn activado. Se us6
0.5 ml del extracto el cual se llevé a una microfiltracién de un trompo de
0.45 um los cuales se pasaron a viales pequefios para las lecturas en
HPLC.

El flujo de inyeccién fue 0.600 ml/min, se usé dos tipos de solventes un
solvente A) HsPO4 0.1%, un solvente B) Acetonitrilo, debido a la polaridad
que presenta el compuesto y el que presenta la columna , segun el sistema
de analisis en el laboratorio de cromatografia y espectroscopia se procedi6
en un inicio con 0% de solvente de acetonitrilo, pasado los 10 minutos se
anadi6é 20 % del solvente acetonitrilo, a 14 minutos se afadié 40 % del
acetonitrilo, a 10s18 minutos 50% de acetonitrilo y de 16-19 minutos 100%
del solvente acetonitrilo.

La deteccioén se dié a 285 nm con una temperatura de horno 40 °C.
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Tabla 12. Condiciones cromatograficas para determinar mediante HPLC.

Equipo Agilent serie 1200, Software: Chemstation V03.02
Columna Zorbax SB-Phenyl 4,6 x 75 mm, 3.5 um (Eclipse
XDB-C18)
Fase movil Fase A: H3PO4 0.1%
Fase B: Acetonitrilo
Deteccién DAD
Longitud de onda 285nm
Flujo 0.600 mL/min.
Temperatura 40.0°C
Volumen de inyeccién 5uL
Tiempo de corrida 19 min.

Laboratorio

Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria
de la Universidad Nacional San Antonio Abad del

Cusco

Tabla 13. Gradientes de los solventes usados en la fase movil de la columna.

Fuente: Elaboracion propio

Tiempo | Fase A | Fase B
(min) (%) (%)
0 100 0
10 80 20
14 60 40
18 50 50
16-19 0 100

Fuente: Elaboracion propio
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3.6. Flujograma de desarrollo del proyecto

Flujograma 1. Flujograma de Investigacion

Estudio comparativo de las propiedades fisico-quimicas, espectroscopicas y
capacidad antioxidante de los extractos etanodlicos al 70% secados por dos métodos
(liofilizado y calor seco) de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa Maria”.

v

Identificacion Geografica de la zona (comunidad nativa Santa Rossa de Huacaria-
Koshipata- Paucartambo) para la recoleccion de planta

=

Recoleccion e Identificacion de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa Maria”

=

Secado en estufa, liofilizacion, molienda y |:> Determinacion de la solubilidad
tamizado de la especie vegetal Piper peltatum L. de la muestra liofilizada

Muestra sélida

-

Preparacion de los

extractos alcohdlicos liofilizada y pulverizada
al 70% j
R\ - JJ
“Porcentaje de 4
Rendimiento” Estudio preliminar fitoquimico
! , w
Cuantificacion de Polifenoles Totales. Método Folin Ciocalt ’:> Lectura en el
uantricacion de rolifenoles |otales. lvietodo rrolin Clocalteu. Espectrofot(')metro
! ! . J
f N
Determinacion de la Actividad Antioxidante. Método DPPH. :> Lectura e,n el
Espectrofotometro
U ) ’
] 3
Cuantificacion de Flavonoides. Método de HPLC. Lectura en el equipo
HPLC.
! ! \ J
Analisis de datos T-STUDENT. . N
{ :> Recoleccion de datos
L ., . analisis
Analisis y obtencién de los resultados finales L Y J

U

Elaboracion del informe final

Fuente: Elaboracién propio
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3.7. Técnicas de instrumento de recoleccion de datos

Técnica: En el presente trabajo se utilizé la técnica de observacion cuasiexperimental
porque implica observar la forma de la especie vegetal, reconocerlas al momento de
su recoleccién, observar los cambios de coloracidén en las pruebas realizadas, los
datos obtenidos se evidenciaron usando algunos artefactos electronicos como

camaras, celulares, y hojas de recoleccion de datos para el proceso de investigacion.
Instrumentos:

» Para la recoleccién de datos de la especie vegetal. (ANEXO N°1)

» Para la recoleccién de datos de porcentaje de humedad (ANEXO N°2)

= Para la recoleccién de datos de porcentaje de rendimiento (ANEXO N°2)

= Para la recoleccién de datos de solubilidad (ANEXO N°3)

= Para la recoleccién de datos fitoquimico cualitativo. (ANEXO N°3)

= Para la recoleccién de datos de la actividad antioxidante (ANEXO N°4)

= Para la recoleccién de datos de cuantificacion de polifenoles (ANEXO N°4)
» Para la identificacion de la especie vegetal. (ANEXO N°5)

= Para la determinacién de la concentracion de flavonoides. (ANEXO N°9)

3.8. Técnicas para procesamiento y analisis de la informacién
Para la seccion estadistica, los datos se organizaron y clasificaron para un adecuado

procesamiento de los datos.

Luego de la determinacion de cada prueba realizada en laboratorio de forma
experimental se obtuvieron datos numéricos en los tres tipos de secciones como
fueron cuantificacién de polifenoles, actividad antioxidante y cuantificacién de
flavonoides. Se procedié a analizar los datos en el programa estadistico (SPSS)

version 23 y también se us6 el programa Microsoft Excel.

En lo que respecta el manejo de las variables cuantitativas se usé la PRUEBA DE T
STUDENT con el analisis de las medias. Todo ello con el propdsito de determinar si
existe una diferencia estadistica significativa, comparando las muestras o tipos de

secado y los promedios estadisticos

3.9. Procedimiento general de la investigacion.
1. Se empezo la investigacion recolectando la especie vegetal Piper peltatum L.

(Santa maria) en la comunidad nativa Santa Rosa de Huacaria.
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. Se llevo a secado por dos métodos (liofilizado y calor seco) y se preparé los
extractos etanolicos al 70% en el laboratorio de CEPLAM de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

. Se realiz6 analisis preliminares sobre porcentaje de humedad, porcentaje de

rendimiento, solubilidad, analisis fitoquimico cualitativo.

. Habiéndose obtenidos los extractos secos se realizé la cuantificacion de

polifenoles mediante el método de folin ciocalteu.

. Se determiné la capacidad antioxidante mediante la técnica de captacién del
radical DPPH.

. Se realiz6 identificacion, cuantificacion de los flavonoides de rutina mediante
HPLC.

. Finalmente se recolectaron, analizaron y compararon los datos mediante un

analisis estadistico T-student.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Ensayos preliminares

4.1.1. Porcentaje de humedad Piper peltatum L. “Santa Maria”

El analisis de la muestra se hizo pesando las hojas frescas en una balanza analitica
GRAM FV-220C y dejandola secar, hasta obtener un peso constante en una estufa
MEMMERT a 105°C hasta que la diferencia de peso entre las 2 ultimas pesadas se
encuentren dentro de la exactitud requerida (< 0,2 mg) lo que indica que se alcanz6

el peso constante.

Los resultados de porcentaje de humedad de la planta Piper peltatum L. “Santa

Maria” se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 14. Resultados de porcentaje de humedad de Piper peltatum L. “Santa

Maria”
N° de Muestra Fresca (g) Muestra Seca (g) Porcentaje de
placa Petri humedad (%)
1 2.0021 0.5635 71.8546
2 2.0023 0.5437 72.8462
3 2.0018 0.5677 71.6405

Fuente: Elaboracion propio
RESULTADOS E INTERPRETACION

En la presente tabla se puede apreciar que el porcentaje de humedad de la planta de
las hojas de Piper peltatum fue de 72.12 £ 0.002 % promedio un valor relativamente
elevado por lo cual se requiere un mayor cuidado de la muestra vegetal porque la
presencia de agua condicionaria un ambiente propicio para el crecimiento de
microorganismos, pero gracias a este dato se tuvo las consideraciones necesarias de

almacenamiento y secado.

ANALISIS Y DISCUSION

Segun el autor Sharapin, 2000 (76). el porcentaje de humedad de hojas frescas esta

dentro de los valores normales para hojas de 20 - 75%. También valores semejantes

a la especie se pueden encontrar en el trabajo realizado por Espinoza 2018 (77). en

donde se presento el resultado del contenido de humedad inicial del Piper aduncum

L. o matico (77,23 + 0,70%) debido a su contexto con bastante humedad y locacion

de habitat puesto que provienen de clima humedo, por otro lado, el autor Reza, 2011
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(78). segun su trabajo de investigacion refiere que las hojas de matico poseian un
porcentaje de humedad de 84,29%; por lo expuesto segun los diferentes autores, en
el presente estudio se encontré valores elevados referente al porcentaje de humedad

de la especie vegetal Piper peltatum L.

4.1.2. Caracteristicas organolépticas de los extractos etandlicos al 70%
secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal Piper
peltatum L. “Santa Maria”.

Los datos se presentan en la siguiente tabla.
Tabla 15. Resultados de las caracteristicas organolépticas de los extractos
etandlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de Piper

peltatum L. “Santa Maria”.

Extracto etandlico al 70% | Extracto etandlico al 70%
Caracteristicas (calor seco) (liofilizado)
Aspecto Liquido pegajoso Liquido pegajoso
Color Verde Oscuro Verde Oscuro
Olor Propio de la planta Propio de la planta
Sabor Amargo Amargo

Fuente: Elaboracion propio

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°15 se puede evidenciar las caracteristicas organolépticas de los
extractos alcohdlicos al 70% obtenidos a partir de dos formas de secado mediante
calor seco (estufa) y liofilizado; en ambos tipos de extractos el aspecto es acuoso con

un color verde amarillo, un olor propio de la planta y un sabor amargo.
ANALISIS Y DISCUSION

Segun la autora Bermudez, 2017 (10). quien en su trabajo de investigacion hace
referencia respecto a las caracteristicas organolépticas del extracto coinciden con los
datos obtenidos en el presente estudio respecto al aspecto liquido pegajoso, color
verde oscuro, olor propio de la planta, y un sabor amargo; estas caracteristicas

podrian deberse a la diversidad de metabolitos propios de planta en estudio.
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4.1.3. Porcentaje de rendimiento de los extractos etandlicos al 70% secados por
dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal Piper peltatum
L. “Santa Maria”.

Los resultados de porcentaje de rendimiento de los dos extractos de Piper peltatum L.

“Santa Maria” se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 16. Resultados de porcentaje de rendimiento de los extractos de Piper
peltatum L. “Santa Maria”.

Cantidad de Cantidad de Porcentaje de
Secado materia prima (g) | materia seca (g) rendimiento (%)
Calor seco (estufa) 100 87.91 12.09
Liofilizado 100 87.02 12.98

Fuente: Elaboracion propio
RESULTADOS E INTERPRETACION

En el presente cuadro se puede evidenciar los datos obtenidos del porcentaje de
rendimiento de los extractos etandlicos al 70 % obtenidos a partir de 100 g de materia
prima seca procedente de dos formas de secado mediante calor seco (estufa) y
liofilizado, obteniéndose una melcocha de 87.91 g en el caso del extracto obtenido a
partir de la muestra que fue secado en calor seco y 87.02 g en el caso del extracto
obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada; obteniéndose finalmente un
porcentaje de rendimiento de 12.09 % en caso de calor seco y un 12.98 % en el caso

de liofilizado, siendo liofilizado mayor en un 0.89 % frente a calor seco.
ANALISIS Y DISCUSION

Segun Carmona et al. 2014 (79) hace referencia en su trabajo de investigacién sobre
el porcentaje de rendimientos de 9 plantas del género Piper, en donde refiere que los
porcentajes de rendimientos obtenidos a partir de 1 kg de materia seca; los
porcentajes mas elevados ligeramente sobre el 30 % corresponden Piper auritum L. y
Piper amalago L. mientras que el 19.4 % corresponde a un porcentaje de rendimiento
correspondiente a Piper aduncum L. y el resto de especies vegetales obtuvieron del
21 a 28 %, en el presente trabajo de investigacion se obtuvo un porcentaje promedio
del 12 % el cual estaria coincidiendo con Piper aduncum L. puesto que para obtener

dicho porcentaje se utilizé aproximadamente 100 g de materia seca. Por lo cual de
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haberse usado una cantidad mas elevada de materia seca se hubiera obtenido un

porcentaje de rendimiento mas elevado.

4.1.4. Determinacion de la solubilidad de los extractos etandlicos al 70%
secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal
Piper peltatum L. “Santa Maria”.

En la siguiente tabla se presenta los datos correspondientes.

Tabla 17. Resultados de la solubilidad de los extractos etandlicos al 70% de

Piper peltatum L. “Santa Maria”

Caracteristicas

Extracto etandlico al 70%
(calor seco)

Extracto etandlico al 70%
(liofilizado)

Agua Destilada

+++

+++

Metanol

++

++

Etanol 40%

++

++

Etanol 70%

++

++

Etanol Absoluto

Acetona

Cloroformo

Eter

Leyenda: * Muy soluble: +++ « Soluble: ++ » Poco soluble: + ¢ Insoluble: -
Fuente: Elaboracion propio

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°17 se muestran los resultados obtenidos sobre la solubilidad del extracto
seco obtenido a partir de dos formas de secado mediante calor seco (estufa) y
liofilizado, en ambas formas de secado se puede evidenciar que los extractos secos
obtenidos a partir de las muestras sometidas a dos formas de secado son muy
solubles (+++) en agua destilada, son solubles (++) en metanol, etanol al 40%, etanol
al 70%, e insolubles (-) en etanol absoluto, acetona, cloroformo y éter. Los cuales

pueden evidenciarse en el anexo 10.

ANALISIS Y DISCUSION

Segun el autor Varillas et al. 2018 (80) quien hace referencia en su estudio de
investigacién referente a la especie Vegetal Piper aduncum L. Matico el cual pertenece
al mismo género de la especie vegetal del presente estudio, demuestra lo siguiente
que el extracto seco de matico es soluble en alcohol de 96°, agua destilada como
principales solventes el cual coincide con Piper peltatum L. Santa Maria que también

se evidencio que es soluble en agua destilada y etanol en diferentes concentraciones;
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por otro lado también el autor Varillas et al. 2018 (80) refiere que el extracto seco de
Matico no es soluble en compuestos apolares como éter etilico, cloroformo, acetona

y por lo que se refiere a Piper peltatum L. tampoco son solubles en dichos solventes.

4.1.5. Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos etandlicos al 70% secados
por dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal Piper
peltatum L. “Santa Maria”.

En la siguiente tabla se presenta los datos correspondientes al analisis fitoquimico

cualitativo.

Tabla 18. Resultados del analisis fitoquimico cualitativo de los extractos
etandlicos al 70% obtenidos a partir de dos formas de secado de Piper peltatum

L. “Santa Maria”

Extracto etandlico al | Extracto etandlico
Andlisis Prueba 70% al 70%
(calor seco) (liofilizado)
Azucares Fheling +++ +++
Reductores
Aminoacidos Ninhidrina + +
Flavonoides Shinoda ++ ++
Esteroides Lieberman - -
Burchad
Alcaloides Draguendorf + +
Taninos Cloruro férrico +++ +++
Lactonas Baljet + +
Saponinas Espuma - -

Leyenda: ® Abundante Cantidad: +++ eRegular Cantidad: ++ ¢ Poca Cantidad: + ¢ Ausente: -

Fuente: Elaboracion propio

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°18 se pueden evidenciar la presencia de metabolitos secundarios tales
como azucares reductores, taninos en abundante cantidad (+++), flavonoides en
regular cantidad (++), lactonas y alcaloides en poca cantidad (+); asi mismo se puede
evidenciar la ausencia (-) de saponinas y esteroides, los cuales pueden evidenciarse

en el anexo 11.
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ANALISIS Y DISCUSION

Estos metabolitos coinciden con los reportados como el de la autora Bermudez, 2017
(10) donde demostré la presencia de flavonoides, fenoles, taninos, azucares
reductores, asi mismo segun el autor en su estudio demuestra que no existe la

presencia de saponinas como se puede evidenciar en el presente estudio.

Segun el estudio reportado por Mendoza et al., 2022. (7) también se demostré la
presencia de flavonoides, compuestos fendlicos en esta especie, como demuestra el
autor Bermudez, 2017 (10); por otro lado, segun el trabajo de investigacion del autor
Soto, 2015 (17) da a conocer que en la especie Piper peltatum L. existe en poca
cantidad la presencia de alcaloides y esteroides, lo cual coincide con los datos
obtenidos ya que se evidencio la presencia de alcaloides en poca cantidad; de ambos
extractos etandlicos secados por dos métodos liofilizado y calor seco se puede

concluir que poseen los mismos metabolitos.

4.2. Determinacion de polifenoles totales de los extractos etandlicos al 70%
secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal
Piper peltatum L. “Santa Maria”.

4.2.1. Resultados curva de calibracion de acido galico y muestras
En el Presente cuadro se verifica la elaboracién de la curva patréon de acido
galico.

Tabla 19. Resultados de la elaboracion de la curva patréon de acido galico

Acido Acido | Absorbancia
Patrén Galico Galico Promedio

(ug) (uL) (nm)
P-1 80 160 3.05
P-2 70 140 2.66
P-3 60 120 2.32
P-4 50 100 1.92
P-5 40 80 1.53
P-6 30 60 1.07
P-7 15 30 0.70
P-8 5 10 0.13
Liofilizado - - 0.903
Calor Seco (estufa) - - 0.851

Fuente: Elaboracion propio
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Figura 13. Curva Patrén de acido galico
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Fuente: Elaboracion propio
RESULTADOS E INTERPRETACION

En la figura N°13 se puede evidenciar los resultados obtenidos de una curva de
calibracion de acido galico se tomaron 8 puntos de referencia y también se tiene las
absorbancias promedio de las muestras tanto del secado mediante liofilizado y
mediante calor seco (estufa); y en la Figura N°14 se puede observar la gréfica de la
curva de calibracion de acido galico con una ecuacién de recta de pendiente positiva
y = 0.0381x + 0.0031, y un R#=0.9972.

4.2.2. Resultados del contenido de polifenoles totales de los extractos
etandlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de

la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa Maria”.

Tabla 20. Contenido de polifenoles totales de los extractos etandlicos al 70 % de

la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa maria”.

Ab Cantidad de Polifenoles totales
Muestras S EXtraCtO i ’
(nm) Q) Ug Acido Galico/g MS g Acido Galico/100g MS
Liofilizado | 0.903 0.3016 1181 ug/mL eq-AG 0.3915 g/mL eq-AG
Calor seco 0.3044
(estufa) 0.851 1112.5 ug/mL eq-AG 0.3654 g/mL eq-AG

Fuente: Elaboracion propio.
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°20 podemos observar los resultados obtenidos sobre la cuantificacion
de los polifenoles de ambos tipos de muestras provenientes de los dos tipos de secado
y se puede apreciar que existe una diferencia considerable en cuanto a ambos
resultados, en primer lugar el resultado obtenido de la muestra de liofilizado se prepard
una solucién de extracto seco (0.3016 g disueltos en 25 mL) a partir del cual se obtuvo
un resultado de 1181 ug/mL eq-AG presente en 0.3016 g de materia seca y 0.3915
g/mL eq-AG presentes en 100 g de materia seca, siendo estos datos ligeramente
mayores en comparacion de los datos obtenidos en para la muestra que fue secado
mediante calor seco (estufa); para lo cual se prepard una solucion de extracto seco
(0.3044 g disueltos en 25 ml) se obtuvo un resultado de 1112.5 ug/mL eq-AG presente
en 0.3044 g de materia seca y 0.3654 g/mL eq-AG presentes en 100 g de materia
seca, de esta manera se puede ver claramente que la cantidad de polifenoles
presentes en el extracto seco obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada difiere
en un 68.5 ug/mL eq-AG frente a la cantidad de polifenoles del extracto seco obtenido
a partir de la muestra que fue secado mediante calor seco, y los resultados obtenidos
en base a 100 g de materia seca difieren en un 0.0261 g/mL eq-AG, Asi, podemos
concluir que el secado por liofilizacidn presenta una ventaja en la extraccién de

metabolitos en comparacion con el secado mediante calor seco.

4.2.3. Diferencias en el contenido de polifenoles segun el tipo de
secado (liofilizado y calor seco) prueba T-student diferencia de
medias.

Tabla 21. Muestras de las concentraciones de polifenoles segun el tipo de

secado de Piper peltatum L. “Santa Maria”.

Liofilizado Calor seco
Muestra (ug/mL eq-AG) (ug/mL eq-AG)
P1 1181,0 1112,5
P2 1182,5 1116,5
P3 1179,5 1110,0
Promedio 1181,0 1113,0
Desviacion 1,2 2,7

Fuente: Elaboracion propio.
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Tabla 22. Prueba T-student diferencia de concentraciones de polifenoles segun

el tipo de secado de Piper peltatum L. “Santa maria”.

t calculado t critico gl Sig.
32,666 2,776 4 0,0001
Fuente: Elaboracion propio.

Figura 14. Comparacion de polifenoles totales de los extractos etandlicos al 70
% de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa maria”, por los dos métodos de

secado.
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Con un sig de 0,0001 menor a 0,005 mostrados en la tabla N° 22; se acepta que existe
diferencia significativa en la concentracion de polifenoles en las muestras analizadas
donde la muestra con mayor promedio proviene de la muestra secada mediante
liofilizado indicando que el secado por este medio permite la conservacion de los

polifenoles.
ANALISIS Y DISCUSION

Mediante el presente trabajo de investigacion se realizaron pruebas fitoquimicas y
aplicando el método de Folin-Ciocalteu se puede evidenciar la presencia de
polifenoles en cantidades de 0.3915 g/ml eq-AG presentes en 100 g del extracto seco
obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada y 0.3654 g/ml eq-AG presentes en
100 g del extracto seco obtenido a partir de la muestra que fue secado mediante calor
seco, en su estudio de investigacion el autor Alvarado, 2019 (25) refiere que tanto la

especie vegetal Piper peltatum L. y Piper aduncum L. poseen una alta diversidad de
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metabolitos (alcaloides, triterpenos, flavonoides, fenoles, taninos, etc.) con elevada
capacidad antioxidante; por otro lado el autor Soto, 2015 (17) reporta que existe la
presencia de flavonoides en la especie vegetal Piper peltatum L. y Piper aduncum L.
en cantidad de 1,8 £ 0,16 y 2,51 £ 0,15 g equivalentes a quercetina /100 g de hoja
seca respectivamente, asi mismo la autora Gil Padilla, 2019 (1) refiere en su trabajo
de investigacion la presencia de polifenoles expresados en catequina dando como
resultado 31.94 + 1.18 mg de catequina /1 g de muestra seca de la especie vegetal
Piper aduncum L. de lo mencionado anteriormente se infiere que la especia vegetal
Piper peltatum L. posee presencia de polifenoles, y las cantidades dependera de la

cantidad de muestra utilizada para esta prueba.
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4.3. Actividad antioxidante mediante la captacion del radical DPPH de los
extractos etandlicos al 70% secados por dos métodos (liofilizado y calor seco)

de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa Maria”.

4.3.1. Resultados del patrén trolox.

4.3.1.1. Curva de Calibracién del patrén trolox y calculo del ICso.
Los resultados obtenidos de la curva de calibracion del patrén trolox se muestran a

continuacion.

Tabla 23. Resultados de absorbancia y porcentaje de la curva patron trolox

Promedio Porcentaje de
Trolox 0.5 mM absorbancia captacion (%)
(ug) (nm)
0 0.333 0
1.66 0.292 67.8
2.49 0.274 69.1
3.33 0.258 70.91
4.15 0.238 73.16
4.98 0.222 74.97
5.81 0.197 77.79
6.66 0.182 79.48
8.3 0.140 84.21
10.0 0.099 88.83
11.62 0.068 92.33
DPPH 0.887 -

Fuente: Elaboracion propio
RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°23 se puede apreciar la curva de calibracién con el patron de referencia
Trolox; en el cual se tomd 11 puntos con diferentes concentraciones de manera
creciente, en la tabla se muestra la lectura promedio de las absorbancias obtenidos
mediante el espectrofotometro de las concentraciones antes mencionada, estas
absorbancias nos permitié calcular el porcentaje de captacion de radical libre trolox,
por el cual se obtuvo un 67.8 % de captacién a una concentracion de 1.66 ug/ml, un
69.8% a una concentracion de 2.49 ug/mL, un 70.91 % a una concentracion de 3.33

ug/mL, un 73.16 % a una concentraciéon de 4.15 ug/mL, un 74.97 % a una
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concentracion de 4.98 ug/mL, un 77.97 % a una concentracién de 5.81 ug/mL, un
79.48 % a una concentracion de 6.66 ug/mL, un 84.21% a una concentracion de 8.3
ug/mL, un 88.83% a una concentracion de 10 ug/mL, y finalmente un 92.33% a una
concentracion de 11.62 ug/mL; a partir de los cuales se puede inferir que “a >
concentracion del patron > captacion del radical libre > porcentaje de actividad
antioxidante”, por lo que se concluye que al presentar mayor concentracion del

extracto la capacidad antioxidante sera mayor

Figura 15. Resultados de la curva patrén trolox concentraciéon vs % de

inhibicién y calculé del ICso.
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Fuente: Elaboracion propio

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la Figura N°15 se muestra la relacién entre la concentracion del patron Trolox y
absorbancia de cada concentracion, donde se obtuvo el valor de coeficiente de
determinacién R? = 0.9988 el cual puede interpretarse como la proporcién de la
variacion entre las dos variables tanto dependiente captacion del radical libre y la
variable independiente que vendria a ser la concentracion, de lo citado anteriormente
se puede inferir que el grado de asociacion entre ambas variables es del 99.88 %,
también se calculd ICso obteniéndose un valor de 0.18 ug/mL; por lo cual se concluye

que la actividad antioxidante del patrén depende de la concentracion del patron Trolox.
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Figura 16. Resultados del porcentaje de captacion del radical DPPH

concentracion vs absorbancia.
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Fuente: Elaboracion propio

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la Figura N°16 se muestra la relacion entre la concentracion del patron Trolox vy el
porcentaje de captacion del radical libre DPPH por el patrén Trolox, del grafico antes
mencionado se puede concluir que a mayor concentracibn mayor capacidad

antioxidante.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La autora Torres Polanco, 2019 (81) quien en su trabajo de investigacion realizo la
determinacién de la actividad antioxidante tomando como referencia el patron Trolox
en concentraciones similares obteniéndose lecturas de absorbancias similares a las
obtenidas en el presente estudio; dando una absorbancia de 0.280 nm para una
concentracion de 1.66 ug/mL, 0.236 nm para una concentracion de 3.33 ug/mL, 0.141
nm, para una concentracion de 6.67 ug/mL y una absorbancia de 0.055 nm para una
concentracion de 10 ug/mL, como se puede observar dichas absorbancias son
similares a las obtenidas en el presente estudio. Asi mismo el autor Correa et al., (24)
en su trabajo de investigacion sobre piperaceaes determiné la capacidad antioxidante
mediante método DPPH vy utilizdé curva patrén trolox el cual presenté poder reductor
del radical DPPH coincidiendo a los resultados obtenidos en el presente estudio,
finalmente se puede deducir que el trolox cumple con la funcién de patron puesto que

su capacidad antioxidante es mayor.
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4.3.2. Resultados de la capacidad antioxidante de los extractos etanélicos al 70%
secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal

Piper peltatum L. “Santa Maria”.

4.3.2.1. Captacion de radicales libres del extracto etandlico al 70%
secado por el método de calor seco (estufa) de Piper peltatum
L. (Santa maria) y calculo del ICso.
Los resultados de la curva de captacion del extracto etandlico al 70% de la muestra

que fue secado mediante calor seco se muestran en la siguiente Tabla.

Tabla 24. Resultados de absorbancia y porcentaje de inhibicion del radical DPPH
del extracto etandlico al 70% secado por el método de calor seco de Piper
peltatum L.; calculo del ICsoy TEAC.

Absorbancia Porcentaje de
Concentrancion | promedio inhibicion del ICs0 TEAC
(mg/mL) (nm) radical DPPH. (%) | (mg/mL) | mM
1 0.927 22173
0.5 1.001 15.980
0.250 1.029 13.588 3.07 | 0.058
0.125 1.058 11.195
0.0625 1.087 8.745

Fuente: Elaboracion propio
RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°24 se muestra los resultados del porcentaje de captacion de radicales
libres del extracto etandlico al 70 % obtenido a partir de la muestra que fue secado
mediante calor seco (estufa), obteniendo un resultado de 22.173 % para una
concentracion de 1 mg/ml de extracto, 15.980 % para una concentracién de 0.5 mg/mL
de extracto, 13.588 % para una concentracion de 0.250 mg/mL de extracto, 11.195
% para una concentracion de 0.125 mg/mL de extracto finalmente para una
concentracion de 0.0625 mg/mL se obtuvo un 8.745 % de captacion del radical libre
DPPH; de lo anteriormente citado se puede inferir que a mayor concentracion del
extracto etandlico al 70 % mayor es el porcentaje de actividad antioxidante, por lo que

se concluye que a mayor concentracién mayor capacidad antioxidante.
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Figura 17. Resultado de la curva de concentracion vs % de inhibicion del extracto
etandlico al 70% secado por el método de calor seco de Piper peltatum L. frente

al radical DPPH y calculo del ICso.

25
—”"
20 "‘o"
c e
:g 15 —”'
‘s ° =" y =13.298x + 9.1832
< =" R?=0.9715
-— ",4
@ 10 -
o °
X IC;,=3.07
5
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracion (mg/mL)

Fuente: Elaboracion propio

Figura 18. Resultados del porcentaje de captaciéon del radical DPPH, concentracion

vs porcentaje de captacion del radical DPPH del extracto etanélico al 70% obtenido

a partir del secado en calor seco.
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Fuente: Elaboracion propio
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En la Figura N°17 se muestra la relacion entre la concentracion del extracto etandlico
al 70 % obtenido a partir de la muestra que fue secado mediante calor seco (estufa) y
absorbancia de cada concentracion, donde se obtuvo el valor de coeficiente de
determinacién R? = 0.9715 el cual puede interpretarse como la proporcion de la
variacién entre las dos variables tanto dependiente captacion del radical libre y la
variable independiente que vendria a ser la concentracion del extracto, de lo citado
anteriormente se puede inferir que el grado de asociacidon entre ambas variables es
del 97.15 %; también se calculo el ICs0 obteniéndose como resultado 3.07 mg/mL; por
lo cual se concluye que la actividad antioxidante del extracto etandlico al 70 %

obtenido mediante secado en calor seco depende de la concentracion del extracto.

En la Figura N°18 se muestra la relacion del extracto etandlico al 70 % obtenido a
partir de la muestra que fue secado en calor seco y el porcentaje de captacion del
radical libre DPPH por las diferentes concentraciones; del grafico antes mencionado
se puede concluir que a mayor concentracion del extracto etandlico al 70 % mayor

capacidad antioxidante.
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Segun el autor Gil Padilla. 2019 (1) en su trabajo de investigacion estudié la actividad
antioxidante de Piper aduncum L. refiere que esta especie vegetal que pertenece a la
familia directa de Piper peltatum L. cuya actividad antioxidante por el método DPPH
fue equivalente a una concentracion de 66.03 £ 5.87 mM de trolox/ 1g de muestra
seca. Indicando esto que las hojas de Piper aduncum L. (Matico) presenta buena
cantidad de polifenoles y una actividad antioxidante; en un estudio realizado por
Alvarado, 2019 (25) quién estudio la especie vegetal Piper peltatum L. refiere que
los extractos contenidos contienen una alta diversidad de metabolitos con elevada
capacidad antioxidante, los resultados obtenidos coinciden de manera que la planta

Piper peltatum L. tiene la capacidad de captar el radical DPPH.
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4.3.2.1. Curva de captacion de radicales libres del extracto etandlico al

70% obtenido a partir de la muestra de Piper peltatum L. que fue
liofilizado y calculo del ICso.

Los resultados de la curva de captacion del extracto etandlico al 70% obtenido a partir

de la muestra que fue liofilizada se muestran en la siguiente Tabla.

Tabla 25. Resultados de absorbancia y porcentaje de inhibiciéon del radical DPPH

del extracto etandlico al 70% obtenido a partir del liofilizado, calculo del

ICs0y TEAC.
Concentrancion | Absorbancia Porcentaje de ICs0 TEAC
(mg/mL) promedio inhibicion del radical | (mg/mL) mM
(nm) DPPH. (%)
1 0.760 36.260
0.5 0.852 28.493
0.250 0.927 22173 1.62 0.111
0.125 0.975 18.161
0.0625 0.990 16.928

Fuente: Elaboracion propio

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°25 se muestra los resultados del porcentaje de captacion de radicales
libres del extracto etandlico al 70 % obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada,
obteniendo un resultado de 36.260 % para una concentracion de 1 mg/mL de extracto,
28.493 % para una concentracion de 0.5 mg/mL de extracto, 22.173 % para una
concentracion de 0.250 mg/mL de extracto, 18.161 % para una concentracion de
0.125mg/ml de extracto finalmente para una concentracion de 0.0625 mg/mL se
obtuvo un 16.928 % de captacién del radical libre DPPH; de lo anteriormente citado
se puede inferir que a > concentracién del extracto etandlico al 70% obtenido a partir
de la muestra que fue liofilizada > el porcentaje de actividad antioxidante, por lo que

se concluye que a mayor concentracion mayor capacidad antioxidante.
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Figura 19. Resultado de la curva de concentracién vs absorbancia del extracto
etandlico al 70% obtenido a partir del liofilizado frente al radical DPPH capacidad

inhibitoria a ICso.
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Figura 20. Resultados del porcentaje de captacion del radical DPPH,
concentracion vs porcentaje de captacion del radical DPPH del extracto etandlico

al 70% obtenido a partir del liofilizado.
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En la Figura N°19 se muestra la relacion entre la concentracion del extracto etandlico
al 70 % obtenido mediante liofilizado y absorbancias de cada concentracién, donde se
obtuvo el valor de coeficiente de determinacion R2=0.9791 el cual puede interpretarse
como la proporcion de la variacion entre las dos variables tanto dependiente captacion
del radical libre y la variable independiente que vendria a ser la concentracion del
extracto, de lo citado anteriormente se puede inferir que el grado de asociacién entre
ambas variables es del 97.91 %; se calculo el ICs0 obteniéndose un resultado de 1.62
mg/mL por lo cual se concluye que la actividad antioxidante depende de la
concentracion del extracto etandlico al 70 % obtenido a partir de la muestra que fue
liofilizada. En la Figura N°20 se muestra la relacion del extracto etandlico al 70 %
obtenido de la muestra que fue liofilizada y el porcentaje de captacion del radical libre
DPPH por las diferentes concentraciones, del grafico antes mencionado se puede
concluir que a mayor concentracién del extracto etandlico al 70 % obtenido de la

muestra que fue liofilizada mayor capacidad antioxidante.

4.1.1.1. Diferencias en la capacidad antioxidante segun el tipo de secado

(liofilizado y calor seco) prueba T-student diferencia de medias.

Tabla 26. Muestras de capacitado antioxidante % segun el tipo de secado de

extracto etanolito al 70% de Piper peltatum L. “Santa Maria”.

Liofilizado Calor seco

Muestra (%) (%)

P1 36,26 22,17

P2 28,49 15,98

P3 22,17 13,59

P4 18,16 11,2

P5 16,93 8,75
Promedio 24 .4 14,3
Desviacion 8,0 5,1

Tabla 27. Prueba T-student diferencia de capacidad antioxidante segun el tipo

Fuente: Elaboracion propio

de secado de Piper peltatum L. “Santa Maria”.

t calculado

t critico

Sig,

2,363

2,306

0,046

Fuente: Elaboracion propio
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Figura 21. Comparacion de capacidad antioxidante de los extractos etandlicos
al 70 % de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa maria”, por los dos

métodos de secado.
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Con un sig de 0,046 menor a 0,05 existe diferencia en la capacidad antioxidante segun

el secado sometido donde las muestras secadas por liofilizado presentan un 24,4 %
de promedio de capacidad antioxidante en comparacion 14,3% de la capacidad
antioxidante de las secadas en calor seco, siendo la muestra por liofilizado las que

presentan mejor capacidad antioxidante.
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

De lo mencionado anteriormente se puede inferir que ambos tipos de extractos
hidroalcohdlico al 70 % obtenidos a partir de las muestras sometidas a dos formas de
secado mediante calor seco (estufa) y liofilizado, pueden inhibir el radical DPPH, pero
segun los resultados obtenidos claramente el extracto obtenido a partir de la muestra
que fue liofilizada difiere en un pequefio porcentaje inhibiendo en mayor porcentaje el
radical DPPH en comparacion con el extracto obtenido a partir de la muestra que fue
secado mediante calor seco; respecto al ICso de las dos muestras podemos inferir que
el extracto etandlico al 70% obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada requiere
menor concentracion para inhibir el radical DPPH hasta el 50%; por otro lado se obtuvo
resultados de capacidad antioxidante TEAC siendo 0.058 mM ET/10 mg de muestra
secada por el métod de calor seco y 0.111 mM ET/10 mg de muestra liofilizado; los
resultados obtenidos podemos comparar con el autor Puertas et al., 2009 (31) quien
en su trabajo de investigacidén menciona que la especie vegeta Piper peltatum L. posee

capacidad antioxidante esto debido a la presencia de metabolitos presentes en el
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aceite esencial, por otro lado, el autor Correa et al., 2015 (24) quien estudio estudié
8 especies de piperaceaes, al ser familia directa de la especie Piper peltatum L.
demostrd que las especies Piper eriopodon, Piper crassinervium y Piper umbellatum
L. presentaron mejor actividad antioxidante gracias a la presencia de metabolitos
como alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides, saponinas, y antraquinonas mismos
metabolitos presentes en la especie de estudio del presente trabajo de investigacion;
la autora Gil Padilla, 2019 (30) que estudio las hojas de Piper aduncum L. refiere que
esta especie vegetal que pertenece a la familia directa de Piper peltatum L. cuya
actividad antioxidante por el método DPPH fue equivalente a una concentracion de
66.03 £ 5.87 mM de Trolox/ 1g de muestra seca. Indicando esto que las hojas de Piper
aduncum L. (Matico) presenta buena cantidad de polifenoles y una actividad
antioxidante; en otro trabajo realizado por Alvarado, 2019 (25) quien estudi6 la
especie vegetal Piper peltatum L. mencion6é que los extractos contienen una alta
diversidad de metabolitos con elevada capacidad antioxidante; de esta manera se

confirma que la especie Piper peltatum L. posee capacidad antioxidante.

En un estudio realizado por el autor Sethupandiana et al., 2017 (23) sobre la especie
vegetal Piper umbellatum L. Refiere que el extracto metandlico tiene una buena
extraccion y muestra una actividad antioxidante significativa. El efecto del poder
reductor del extracto de metanol reveld una buena actividad antioxidante en
comparacion con otros extractos probados como acetona y acetato de etilo. Segun los
resultados obtenidos sobre Piper peltatum L. al ser una especie vegetal familia de
Piper umbellatuum L. coincide con lo enunciado por el autor y su estudio puesto que
Piper peltatum L. también tiene la capacidad de inhibir el radical DPPH. En otro estudio
realizado por Ingaroca, 2018 (26) estudié a la especie vegetal Piper aduncum L.
refiere que el aceite esencial de matico present6 baja capacidad antioxidante, lo cual
difiere con los datos obtenidos sobre Piper peltatum L. y Piper umbellatum L. que si

tienen buena capacidad antioxidante.

Por los resultados mostrados anteriormente se aprecia que ambos extractos
hidroalcohdlicos al 70% secados por dos método liofilizacion y mediante calor seco,
tienen la capacidad de inhibir el radical DPPH, pero el tipo de secado podria influir en
la extraccién de metabolitos puesto que un liofilizado al ser un tipo de secado a una
temperatura baja y separar el agua de la muestra conserva de mejor manera la
estructura de la molécula manteniéndola en su mayoria intacta y los porcentajes de

inhibicion son ligeramente mayores frente a un secado mediante calor seco.
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4.4. Resultados de la identificacion de flavonoides mediante HPLC de los
extractos etandlicos al 70 % secados por dos métodos (liofilizado y calor
seco) de la especie vegetal Piper peltatum L.

Para poder realizar la lectura de las muestras se usé el equipo HPLC (Cromatdgrafo

Agilent serie 1200, Columna: Zorbax SB-Phenyl 4,6 x 75 mm, 3.5 ym) permitiendo la

sensibilidad del método analitico y un 60% mas de capacidad resolutiva.

En la figura 22. Se presentan las estructuras quimicas de los estandares de rutina y
quercetina, utilizados.

Figura 22. Estructuras quimicas de los estandares utilizados en las pruebas.

Quercetina Rutina
= o
,/"Lc,:, ~9y4
Ho T/K“ [__,o\[,_J\H =
| |
e e o]
r ’
O o N
n D o \.‘_J;
H“‘ E‘E‘,,a’ o H
-".ﬂ.p'_. "—D“"ro E'il
H D(L""-r"’ ey H
H @
Fuente: Azua Araya. (82)
Figura 23. Cromatograma de los 2 estandares rutina y quercetina.
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Fuente: Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de la Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cusco
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En la figura N°23 podemos apreciar el cromatograma con los tiempos de retencion de
los estandares de rutina (15.675 min) y quercetina (18.900 min) (datos brindados por
la biblioteca vitual Chemstation B03.02), se consideraron estos patrones por tener
datos de la literatura cientifica de Gilbert et al., 2022 (83) donde se encontr6 que las

especies vegetales del género Piper poseen metabolitos rutina y quercetina.

Figura 24. Cromatograma de los extractos hidroalcohdlicos al 70 % secados por

dos métodos (liofilizado y calor seco) de Piper peltatum L.
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Abad del Cusco

En la figura N°24 se puede apreciar los espectros de ambos tipos de muestras de
extracto hidroalcohdlico 70% proveniente de dos formas de secado liofilizado y calor
seco (estufa), en donde evidentemente poseen cromatogramas similares tanto en los
tiempos de retencién y los picos apreciados, a continuacion, mostraremos los tiempos

de retencion obtenidos de las muestras y los estandares.
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Tabla 28. Estandares de rutina y quercetina sus tiempos de retencién.

Nombre del Tiempo de Retencién
N° Compuesto (min)
1 Rutina 15.725
2 Quercetina 18.912

Fuente: Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de la Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cusco

Tabla 29. Resultados de los tiempos de retencion de los extractos
hidroalcohdlicos al 70 % secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de

la especie vegetal Piper peltatum L. (Santa maria).

Tiempo de retencién Tiempo de retenciéon
Picos (calor seco) (liofilizado)
1 12.07 12.06
2 13.61 13.60
3 14.54 14.52
4 15.04 15.03
5 15.22 15.21
6 15.33 15.32
7 15.47 15.46
8 15.59 15.59
9 15.86 15.85

Fuente: Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de la Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cusco

En la tabla N°28 y tabla N°29 se pueden apreciar los tiempos de retencion de los
estandares rutina, quercetina y de las muestras de los extractos hidroalcohdlicos al

70% provenientes de dos formas desecado liofilizado.

Podemos analizar que los tiempos de retencion de las muestras no coinciden
directamente con el estandar de quercetina. En cambio, podemos observar que el
estandar de rutina coincide ligeramente en tiempos de retencién, desde el pico 5 al

pico 9 a los extractos, lo que nos indica que es posible que en nuestros extractos
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tengamos la presencia de rutina propiamente o podria tratarse de algun derivado de
rutina, para lo cual analizaremos los espectros UV.
Figura 25. Superposicion de los cromatogramas de los extractos etandlicos al

70 % secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) de Piper peltatum L.
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Los cromatogramas de ambos extractos hidroalcohdlicos al 70 % obtenidos a partir
de las muestras que fueron sometidas a dos formas de secado mediante calor seco
(estufa) y por liofilizacion, son casi idénticas solo diferencidndose por la pequena
altura de los picos, lo que nos da a conocer que ambos extractos tienen los mismos
componentes con una pequefia variacion en la cantidad, continuacion, en la figura

N°24 se muestran los 9 picos enumerados de las muestras provenientes de dos

formas de secado.
Figura 26. Cromatograma del extracto etandlico al 70 % con los picos

enumerados.
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Figura 27. Espectro UV de cada pico enumerado y comparado con el espectro UV del

estandar de Rutina.
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Para determinar la presencia de rutina en nuestro extracto se realizé una comparacion

de los espectros UV del estandar rutina y espectro UV de los 9 picos de los extractos;

como se puede apreciar en las figuras 24 y 25 se tiene el espectro de masas de cada

pico del cromatograma de la muestra con su respectiva numeracién lado izquierdo y

de lado derecho se puede apreciar el espectro de masas del estandar de rutina, para

llevar a cabo la comparacion con sus respectivas longitudes de onda; los espectros

no son idénticos a los del patrén rutina en la misma posicién ni en la misma longitud

de onda, como se puede evidenciar en la siguiente grafica, para lo cual se realizo la

superposicion de ambos espectros con el pico numero 8 que es el que mas se

aproxima.

Figura 28. Superposicion del espectro UV del pico numero 8 y el espectro UV

del estandar de rutina.
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En la figura N°28 mostrada se puede apreciar que ambos espectros no coinciden en
su totalidad, tienen pequenas variaciones en las longitudes de onda y en forma de los
picos, podria tratarse de un derivado del estandar de rutina que vendrian a ser alguna

rutina glicosilada, pero exactamente no se puede afirmar que sea rutina.

4.4.1. Diferencias en la concentracion de flavonoides segun Eq rutina
ug/mL segun el tipo de secado (liofilizado y estufa), prueba T-
Student diferencia de medias.

Tabla 30. Muestras de Eq Rutina ug/mL segun el tipo de secado de los extractos

etandlicos al 70% de Piper peltatum L. “Santa Maria”.

Tabla 31.Prueba T-student diferencia de Eq Rutina ug/mL segun el tipo de

Fuente: Elaboracion propio

secado de Piper peltatum L, “Santa Maria”.

Liofilizado Estufa
Muestra Eq Rutina ug/mL Eq Rutina ug/mL

P1 54,6 494

P2 45,1 48,6

P3 284 262,2
P4 35,1 33,6
P5 3,6 3,4
P6 10,4 9,6
P7 2 1,8
P8 62,3 61,2
P9 9,7 9,5
Promedio 56,3 53,2
Desviacion 88,3 81,4

t calculado

t critico

gl

Sig,

0,076

2,119

Fuente: Elaboracion propio
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Figura 29. Comparacion de la concentracién de flavonoides de los extractos
etandlicos al 70 % de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa maria” por los

dos métodos de secado.
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De las muestras analisadas para cada tipo de secado, se encuentra que las muestras
presentan promedios semejantes de 56,3 y 53,2 Eq Rutina ug/mL de en su
concentracion de flavonoides, donde en la prueba t de diferencia de medias el valor
sig es de 0,94 mayor a 0,05; por lo tanto no tiene significancia, entonces se acepta
gue estos dos medios de secado son similares para la determinacién de flavonoides
por HPLC.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En un estudio realizado por el autor Miller, 2015 (84) evidencia que las lecturas de
los estandares en especial el de la rutina se puede apreciar una lectura mas exacta a

280nm, por lo tanto, en el presente estudio se hizo las lecturas a 285 nm.

El autor Gilbert et al., 2022 (83) en su trabajo de investigacion estudio las especies
vegetales Piper peltatum L. y Piper umbellatum L. en donde mostré que estas dos
especies poseen metabolitos rutina y quercetina, pero los datos obtenidos en el
presente estudio difiere ligeramente ya que por lo expuesto anteriormente en las
figuras y tablas tantos los tiempos de retencion y los espectros de masas no coinciden
en su totalidad por que se podria tratar de algun derivado de rutina. Por otro lado,
segun el autor Lopez, 2013 (85) en su trabajo de investigacién determiné la presencia

del polifenol rutina con un tiempo de retencién de 17.23 min. Una cifra que no es muy
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lejana al dato obtenido en el presente estudio y el resultado obtenido tanto de calor
seco (estufa) y liofilizado es 15.59 min, pero por los datos obtenidos en el presente
estudio se trataria de un derivado de rutina. En otro estudio realizado por el autor
Muller, 2015 (84) en su trabajo de investigacion determiné la presencia de Rutina en
Piper aduncum por comparacion de tiempos de retencion de sus estandares de 26.26
min y de sus muestras, se mostro el tiempo de retencion 26.54 min, lo cual difiere
ligeramente ya que no podemos afirmar que sea directamente rutina mas por el

contrario podria tratarse de un derivado de rutina.
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CONCLUSIONES

El estudio comparativo de los extractos hidroalcohdlicos al 70% secado por dos
métodos (liofilizado y calor seco) de la especie vegetal Piper peltatum L. “Santa
Maria”. presentaron propiedades fisico - quimicas, espectroscépicas y capacidad
antioxidante similares, asi mismo presentaron cromatogramas y tiempos de
retencion cercanos al del estandar de rutina.

El resultado del porcentaje de humedad de la especie vegetal Piper peltatum L.
fue de 72.12 £ 0.002 % en promedio, el porcentaje de rendimiento fue de 12.09%
del extracto obtenido a partir de la muestra que fue secado mediante calor seco
(estufa) y 12.98% del extracto obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada;
por otro lado se determind la solubilidad de ambos extractos resultando muy
soluble en agua, en lo referente al tamizaje fitoquimico se evidencio la presencia
aminoacidos, flavonoides, taninos y lactonas en poca cantidad.

El contenido de polifenoles totales equivalentes en &cido galico del extracto
obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada fue 1181 ug/ml eq-AG presente
en 0.3016 g de extracto seco y en lo que refiere al extracto obtenido a partir de la
muestra que fue secado mediante calor seco (estufa) se obtuvo 1112.5 ug/ml eqg-
AG presente en 0.3044 g de extracto seco, de esta manera se evidencio que la
cantidad de polifenoles presentes en el extracto obtenido a partir de la muestra
que fue liofilizada difiere en un 68.5 ug/mL eq-AG frente a la cantidad de
polifenoles del extracto obtenido a partir de la muestra que fue secado en estufa.
Se utilizé una curva patrén trolox a diferentes concentraciones obteniéndose una
inhibicion del radical libre DPPH de manera progresiva, en lo referente a las
muestras, ambos extractos pueden inhibir el radical DPPH, pero el extracto
obtenido a partir de la muestra que fue liofilizada lo hace en un porcentaje
ligeramente mayor en comparacion al extracto obtenido a partir de la muestra que
fue secado mediante calor seco (estufa), se calculo ICso obteniendose resultado
de 3.07 mg/mL (calor seco) y 1.62mg/mL (liofilizado), concluyéndose que a mayor
concentracién mayor capacidad antioxidante.

Para la identificacion de flavonoides mediante técnica de HPLC se us6 el estandar
de rutina y quercetina cuyos tiempos de retencion fueron 15.725 y 18.912
respectivamente, los resultados obtenidos mostraron que ambos extractos
secados por dos métodos (liofilizado y calor seco) presentaron cromatogramas
similares con 9 picos en ambos casos, asi mismo los tiempos de retencién

mostraron similitud y se obtuvieron tiempos cercanos al de estandar rutina, pero
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el espectro UV de cada pico no coincide completamente con el expectro UV de
estandar de rutina, por lo tanto el compuesto podria tratarse de un derivado de

rutina.

97



RECOMENDACIONES

A LAS AUTORIDADES Y DOCENTES

Incentivar y promover el estudio de plantas medicinales con la creacion y
equipamiento de nuevos laboratorios que faciliten los estudios futuros.
Fomentar la publicacion de articulos cientificos en revistas indexadas.
Capacitar a los estudiantes sobre el manejo de los equipos de investigacion

desde su formacion en pregrado.
A LOS ESTUDIANTES

Profundizar estudios sobre identificacion de metabolitos mediante técnica de
HPLC usando mas estadares de flavonoides y polifenoles.

Realizar estudios adicionales sobre efecto antiinflamatorio y antibacteriano de
la planta Piper peltatum L. “Santa Maria”

Realizar investigaciones similares usando métodos enzimaticos sobre
capacidad antioxidante y de esta manera comparar los resultados con los
meétodos estudiados.

Formular un preparado magistral con el extracto de la planta Piper peltatum L.

Santa Maria.
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FICHA DE RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL PIPER PELTATUM L.

Anexo N°1

“Santa maria”

Caracteristicas

Detalles

Nombre Cientifico

Piper peltatum L.

Nombre Comun

“Santa Maria”

Fecha de Recoleccion

Junio del 2022

Nombre de la Localidad

Departamento: Cusco
Provincia: Cusco
Distrito: Koshipata

Comunidad: Santa Rosa de Huacaria

Tipo de Vegetacion: Arbusto
Hierba ( )
Habito Arbusto (x )
Arbol ()
Comun (x)
Abundancia Escasa( )
Rara ( )
Tamano 215 cm aprox
Hojas ( x)
Parte Recolectada Tallos (x )
Flores (x )

Epoca de Florecimiento

Mayo- Julio

Usos

Emplastos para golpes y Dolores musculares

Nombre Completo del

Informante

- Alberto Manqueriapa

Nombre de los Recolectores

- Tapia Maruri Daniela

- Benito Castro Oscar

Observaciones
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Anexo N°2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA ANALISIS DE PORCENTAJE DE
HUMEDAD, CARACTERISTICAS ORGANOLPETICAS (EXTRACTOS),
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE Piper peltatum L. “Santa Maria”

N° de placa | Muestra Fresca (g) Muestra Seca (g) Porcentaje de
Petri humedad (%)

1

2

3

Extracto etandlico al 70% | Extracto etandlico al 70%
Caracteristicas (calor seco) (liofilizado)
Aspecto
Color
Olor
Sabor
Cantidad de Cantidad de Porcentaje de
Secado materia prima (g) | materia seca (g) rendimiento (%)

Calor seco (estufa)

Liofilizado
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Anexo N° 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA ANALISIS PRELIMINAR DE
GRADO DE SOLUBILIDAD Y ANALISIS FITOQUIMICO DE PIPER PELTATUM L.

“Santa Maria”

Caracteristicas

Extracto etandlico al
70%
(calor seco)

Extracto etanoélico al 70%
(liofilizado)

Agua Destilada

Metanol

Etanol 40%

Etanol 70%

Etanol Absoluto

Acetona
Cloroformo
Eter
Prueba Resultado
- Azucares Reductores ( )
- Flavonoides ( )
Metabolitos - Alcaloides ( )

Secundarios

- Taninos ( )
- Sapondésidos ()
- Aminoacidos ( )

- Resinas ()

Obervaciones
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Anexo N°4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE, CUANTIFICAR POLIFENOLES TOTALES

Fecha: ..ccoovviiiiiiciiecviieen

Actividad antioxidante de los extractos etandlicos al 70 % secado por dos
métodos (liofilizado y calor seco) de Piper peltatum L. “Santa maria” mediante
método quimico del radical DPPH.

N° de Extracto DPPH Abs
Tubo (mL) nm
B
C1
C2
M1e
M2e
M3e
M1-Li
M2-Li
M3-Li

Cuantificacion de polifenoles totales de los extractos etandlicos al 70 % secado
por dos métodos (liofilizado y calor seco) de Piper peltatum L. “Santa maria”
mediante método quimico del radical Folin- Ciocalteu.

N° de Tubo | Extracto Reactivo Abs
Folin- nm

Ciocalteu
(mL)

C1
C2
M1e
M2e
M3e
M1-Li
M2-Li
M3-Li

Donde:

- B:Blanco

- C1y C2: Control para DPPH sin extractos.

- M1e, M2e, M3e: Pruebas para extractos etandlicos al 70%.
- M1-Li, M2-Li, M3-Li: Pruebas para muestra liofilizada.
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Anexo N°5
IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

UNIVERSIDAD NACIGN&L DE SAN ANTDNIG ABAD DEL CUSCO

= APARTADO POSTAL Lllmﬁﬂgﬂﬁ'ﬂb_‘rl;?“ idel MIUSED INEA _—
W91 - Cina - Perd feikme LA Cyrsin dal Almirate 57190 - Teléfamr £
4t S S . cnmmmdﬁmcu KOAVIA
= AN Z0RSE - 2173 - 22302 % m&w#ﬁﬁ?am =re Ean IIS - 10T
= HECTIRADG = LOHCAL CENTRAL L] IL“,#FH:F “hﬂ.'!'mﬁ.'lﬂl HEHERA®
Calle Tigra B* 127 Flaza e Annas ¥ A B s Culur
Tkl XEI1TT] - 1001 - IT4181 - 194500 Telfonm: 107571 - 22372} - T2AH S E:I-l.?rhl:ll‘ll'ﬂﬂllnm' TH'TI:I'I'I- LT
_— e

HERBARIO VARGAS CUZ

CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA N° 012-2022-HVC-FC-UNSAAC

La Directora del Herbano Vargas CUZ, Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cuseo (UNSAAC), deja constancia que los Bachilleres de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioguimicy Oscar Benito Castro, con cddigo 161839 v Daniela
Tapia Maruri con codign 144238 con provectn de investigacion “CUANTIFICACION DE
POLIFENOLES TOTALES Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE IN VITRO DE LA ESPECIE VEGETAL *SANTA MARIA™ DEL
GENERO “PIPER™ PERTENECIENTE A LA COMUNIDAD NATIVA SANTA ROSA
DE HUACARIA, PAUCARTAMBO CUSCO", para la ohtencion de tesis de grado han
presentado a fa Direcadn del Herbano Vargas CUZ, una (01) muestra botiinca para su
determinacion taxendmica (expediente N° 450035), la que al ser diagnosticada por el Mgt
Abel Monteagudo Mendoza, utilizando claves dicotdmicas, comsulta con bibliografia
especiahizada, v comparaciin con muestras del herbario, concuerdan con la simwente especie;
de wcverdo a la clasificacion del Grupo del Sistems Filogenético de las Angosperms
(Angiospermn Phyvlogeny Group-APG TV, 2016]

N' | FAMILIA ESPECIE NOMBRE LOCAL
| Fiperaceac Fiper peltanm L. “Sania Maria”

Sc le capide In presente cenificacion a peticidn formal de los interesados para los fines que
VIERN por conveniente,

Cuseo, 17 deagosto de 2022

fd!';f-’d.cfad k*
" Blgs, Marfa Luisa Ochos Camaralg ™ &
Directora del Herbarla Vargas CURS

Fuente: Herbario Vargas (2022)
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Anexo N°6
ARCHIVO FOTOGRAFICO

. RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL EN LA COMUNIDAD NATIVA SANTA ROSA
DE HUACARIA- KOSNIPATA

Fotografia N°1: Vista de la Comunidad Nativa Santa Rosa de Huacaria
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o e o la
ificacié Fotografia N°4: ldentificacion de la zona para recoger
Fotografia N°3: Identificacion de la zona para recoger la planta olanta
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Il. MATERIALES USADOS EN LABORATORIO

Fotografia N°7: Micropipeta Fotografia N°8: Balanza analitica

Fotografia N°6: Estufa

Fotografia N°9: Vortex Fotografia N°10: Bafio Maria Fotografia N°11: Liofilizador L-101
e ;

Fotografia N°12: Desecador Fotografia N°13: Rotavapor R-215

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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ll. SECADO Y PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Fotografia N°14: Preparacion de la muestra para colocar en el liofilizador.

Fotografia N°15: Secado de la planta por liofilizacién Fotografia N°16: Muestra liofilizada

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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Fotografia N°17: Preparacion de la muestra vegetal Fotografia N°18: Secado de la muestra
para colocar en calor seco- estufa vegetal mediante calor seco- estufa

Fotografia N°19: Muestra vegetal pulverizada Fotografia N°20: Muestra vegetal pulverizada
proveniente de un secado mediante calor seco. proveniente de un secado mediante
liofilizacion.

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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Fotografia N°20: Muestra pulverizada y Fotografia N°21: Extractos etandlicos al
colocada en frasco hermético mas el 70 % protegidos de la luz en frascos
disolvente etanol 70%. herméticos.

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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IV. PORCENTAJE DE HUMEDAD

Fotografia N°23: Muestra vegetal en el desecador.

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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V. REACTIVOS USADOS

Fotografia N°25: Reactivos de anilisis fitoquimico. Fotografia N°26: Reactivos DPPH.

Fotografia N°27: Reactivos Folin ciocalteu. Fotografia N°28: Metanol.

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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VI. PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Fotografia N°29: Solubilidad en etanol absoluto. Fotografia N°30: Solubilidad en etanol etanol 70%.

Fotografia N°31: Resultados de solubilidad.

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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VIl. PRUEBAS PRELIMINARES

Fotografia N°32: Dragendorff. Fotografia N°33: Feling Ay B. Fotografia N°34: Cloruro Férrico.

Fotografia N°35: Shinoda. Fotografia N°36: Nihindrina. Fotografia N°37: Saponinas.

"
U ’.I

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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VIIl. PRUEBA DE FOLIN CIOCALTEU: RECUENTO DE POLIFENOLES

Fotografia N°38: Preparacion del material. Fotografia N°39: Preparacion de los extractos.

Fotografia N°39: Preparacion la solucion madre.  Fotografia N°40: Muestras en bafio maria.

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2022)
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IX. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Fotografia N°41: Preparacion de las muestras. Fotografia N°42: Material para curva patrdn trolox

Fotografia N°43: Muestras + reactivo DPPH.

Fuente: Daniela Tapia, Oscar Benito. (2023)
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Anexo N°7
CALCULOS CUANTIFICACION DE POLIFENOLES: LIOFILIZADO

0.3016 g de materia seca liofilizada disueltos en 25 mL

Liofilizado: Extracto 1
Abs =0.903 ‘j'-ﬂ-:jr Extracto 2
Y =0.0381x +0.0031 .'
_y—0.0031 1L
* = 00381 7\ ol
0903 —0.0031 (=) -
X = 70.0381 —
0.0120 0.0024
g/mL g/mL

X=23.62 ug/mL eq-AG

23.62 ug/mL eq-A.G............0.5 mL extracto (2)
), COUT 5 mL de extracto (2)
X =263.2 ug/mL eq-AG contenido en 5 mL de extracto (2)

263.2ug/mLeq-AG.................. 5 mL de extracto (2)
X................... T mL de extracto (1)
X =47.24 ug/mL eq-AG contenido en 1 mLde extracto (1)

47.24 ug/mL eq-AG..................1T mL de extracto (1)
Xoiiiiiioo....25 mL de extracto (1)
X =1181 ug/mL eq-AG contenido en 25 mL de extracto (1)

1.181x 107 g/ mL eg-AG .................0.3016 g en extracto seco (liofilizado)

Xeo i, 100 g de extracto seco (liofilizado)

X =0.3915 g/mL contenido en 100 gramos de extracto seco (liofilizado)
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Anexo N°8
CALCULOS CUANTIFICACION DE POLIFENOLES: CALOR SECO

0.3044 g de materia seca liofilizada disueltos en 25 mL

Calor seco: Extracto 1
Abs = 0.851 ‘;'b-i;r Extracto 2
Y = 0.0381x +0.0031 .-
y — 0.0031 ol
X= 00381 L5
0.851 — 0.0031 S s
= 00381 —
0.0121 0.0024
g/mL g/mL

X=22.25 ug/mL eq-AG

22.25ug/mL eq-A.G............0.5 mL extracto (2)
X 5 mL de extracto (2)
X =222.5 ug/mL eq-AG contenido en 5 mL de extracto (2)

222.5ug/mLeq-AG.................. 5 mL de extracto (2)
X oiiooooo.....1 mL de extracto (1)
X =44.50 ug/mL eq-AG contenido en 1 mL de extracto (1)

4450 ug/mL eq-AG.................. 1 mL de extracto (1)
Xoiiiiiioo....25 mL de extracto (1)
X =1112.5 ug/mL eq-AG contenido en 25 mL de extracto (1)

11125 x 1077 g/ mL eg-AG .................0.3044 g en extracto (calor seco)

Xeo i, 100 g de extracto (calor seco)

X =0.3654 g/mL contenido en 100 gramos de extracto (calor seco)

126



Anexo N°9
CONDICIONES DEL HPLC

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTRDFU'I:EFRIA— Pabelidn de Controf de Calidad
AV De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacte 973868855

RESULTADOS

Condiciones de Analisis por HPLC

Cromatografo: Agilent serie 1200

Software: Chemstation V03.02

Columna: Zorbax SB-Phenyl 4,6 x 75 mm, 3.5 pm

Pre Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6 x 12.5 mm x 5pm

Flujo de Columna: 0.600 ml/min.

Solvente A: HiPO, 0.1%

Solvente B: Acetonitrilo

Sistema de Analisis: Inicio 0% de B, 10 min 20% de B, a 14 min 40% de B, a
18 min 50% de B, de 16 2 19 min 100% de B

Deteccion DAD: 285

Temperatura del Homo: 40.0°C

Tiempo de Analisis: 19 min.

Volumen de Inyeccion: sl

Bibliografia consultada

« Vrechotova, M & Sera, Bozena & Triska, Jan. (2007). The stilbene and catechin content of the
spring sprouts of Reynoutria species. ACTA Chromatigraphica. 19.

« |vanescu, B., Viase, L., Corciova, A.. & Lazar, M. | {2010). HPLC-DAD-MS study of
polyphenols from Artemisia absinthium, A. annua, and A. vulgaris. Chemistry of Natural
Compounds, 46(3), 468-470. hitps://doil.ora/10.1007/5106800-010-9648-8

Analigia del Laboratario :l-i Cromatogratia y
Espoctrometria = UNSAAL,
Car - 114

Condiciones para analisis de laboratorio de HPLC.
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Anexo N°10

RESULTADOS DE HPLC DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS SECADOS
MEDIANTE DOS METODOS (LIOFILIZADO Y CALOR SECO)

LirMnsERSIOA L MaCROnMAL OE SAM ANTOMNSC ABAD COEL CUSCO
FACLULTAD DE SIENCIAS
LasCina | Ot OF CRoeds FORed e v ESPECTROME T Fld — Putaliiei g Consn Se Cates)
Ao D b Dol 723 - CLRE0-PEHL Cortacic ITIRERRSE
RESLALTADDS
Cesoo. 05 de Doiere ded 20232

Spdoiante Carieda Tapia Marun v Dscar Berdto Casim
Tipo de Andisis : Perdl g8 Flasonoides
Maindo Cromalograka Lgeeda HPLS
Fipo: de AMuesiras Emtracio Elandlon: 7% Piper peffufum L
Canadad ce kSuesira Z frascos, Eolikzado v s oone 20mL apros
AT LI TR L o

Extracio Etantlion TR Piper e bl | [Liclfizacin)

™= Efuiwadsvides R
Lager e EadTa cin

f 1206 54.8
2 1380 451
3 14.52 284.0
= 1503 351
B 1521 e

B 1= a3z 1.4
T 1548 2

B 15 58 fovlic ]
L] 1585 B

Estracio Etantéoo 70 Piper podfadieas L [Estifa)

Equivalemics Rulsa

Coehiga L LR TTH O T
i 1207 a4
2 1381 4268
3 14.54 . &)
= L L ]
5 1522 34
] =33 BE
T 1547 &
: | HE G 6.2
1] 1= BE S

MHota® Los resudiados oblenddos espresa los micnogromos o faeonoedes sxpnesaco: en
Rutina por mi de muesia meciante ona tabla e calbracitn, la cemfdcacion de ios
favonoides se reaiizo poy comparacian de los espechos UV e os esiandares de
Flavonodes (Huliba Ouwernstina Kasmifernl Cuerossna 1 gecosido) fremte @ les
efiakss oe la muesina

Tablas de resultados obtenidos en la determinacién de compuestos en equivalentes

de Rutina, asi como las condiciones que se entregaron las muestras para su analisis.
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Anexo N°11

CROMATOGRAMAS DEL ESTANDAR Y DE MUESTRAS REALIZADAS, ASIi
COMO LOS PICOS DETERMINADOS PARA VER SU TIEMPO DE RETENCION.

UNNVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIEMCIAS

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA - Pabelidn de Conbrol de Cahiad
Ay, De la Culbura 733 CUSCO-PERU Conlado §73868855

RESULTADOS

Cromatogramas
[ TR SRR

.-u: — E Cssrzaris

o] Catsrciar i

- :

_Ihu-—lqﬂ—lﬁmrmnﬁ; = .rh e - : = |

" 1 N I

1 E pi1 b1 desf 1

- - -t = Wil

t SR B
Aaalints dal La%i livio de Cramaicgraiia
Espassiromstria ~ LMEARE
COF - 5ed
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Anexo N°12

UBICACION GEOGRAFICA DE LA COMUNIDAD NATIVA SANTA ROSA DE
HUACARIA

4
COMUNIDAD
NATIVA SANTA...

Pillcgpata

. W
‘ . 650 manm kO \

=

%\

i

)‘I

. g
Fuente:
https://www.google.com/maps/place/COMUNIDAD+NATIVA+SANTA+ROSA+DE+HUACARIA12.

(2024)
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