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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como obijetivo realizar el estudio
fitoquimico, cuantificaciéon de polifenoles totales y la actividad antioxidante in vitro
de los extractos etandlicos al 70% de las hojas y tallos de Piper aduncum L. (Matico)
y Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara). La metodologia empleada para la
obtencién de los extractos etandlicos al 70% de las hojas y tallos de ambas especies
vegetales, se realiz6 mediante maceracion, el estudio fitoquimico se llevé a cabo
mediante reacciones de coloracién y precipitacion; la cuantificacion de los
polifenoles totales se efectué por el método de Folin Ciocalteu, y en cuanto a la
determinacién de la actividad antioxidante fue mediante el método de captacion del
radical libre (DPPH). En los resultados obtenidos sobre los ensayos preliminares,
el porcentaje de humedad de Piper aduncum L. (Matico) fue de 72.55 % y de
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) 69.84 % en promedio; para las pruebas
de solubilidad mostraron que Piper aduncum L. (Matico) es mas soluble en agua
destilada y metanol, mientras que Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) tiene
mayor solubilidad en agua destilada; respecto al porcentaje de rendimiento Piper
aduncum L. (Matico) arrojo un resultado del 17.12 % y Pothomorphe umbellata L.
(Sajra mascara) 15.68 %. Los resultados para el estudio fitoquimico cualitativo
determinaron la presencia predominante de flavonoides y fenoles en ambas
especies vegetales. En la cuantificacion de polifenoles totales, los resultados
mostraron una concentracién de 0.3503 g/ml equivalente de acido galico por cada
100 gramos de materia seca de Piper aduncum L. (Matico), y de 0.2396 g/mi
equivalente de acido galico por cada 100 gramos de materia seca de Pothomorphe
umbellata L. (Sajra mascara). En la determinacion de la capacidad antioxidante, se
obtuvo un porcentaje de inhibicion de 41.41% para Piper aduncum L. (Matico) y
17.73 % para Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara), también se calculd ICso0%
para ambas muestras obteniéndose 1.334 mg/mL (Matico) y 4.883 mg/mL (Sajra
mascara). En conclusion, el extracto hidroalcohdlico de Piper aduncum L. (Matico)
present6é en mayor cantidad flavonoides y fenoles frente al extracto de Pothomorphe
umbellata L. (Sajra mascara), respecto a la cuantificacion de polifenoles totales se
observd que Piper aduncum L. (Matico) presentd 988 ug/mL eq-AG por encima de
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara). Ademas, Piper aduncum L. (Matico)

demostré una capacidad superior para inhibir el radical DPPH, alcanzando un
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incremento del 23.692 % en la concentracion maxima (1mg/mL) del extracto en
comparacion Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) respecto al ICso% la
muestra de Matico obtuvo un valor menor a sajra mascara lo cual indica que para
inhibir el radical DPPH al 50% lo hace con una concentracién menor; la relevancia
de esta investigacion radica en proporcionar el aporte cientifico para el uso de estas
plantas en la medicina natural con bajo costo, asi como también, para incentivar la
creacion de diferentes formulaciones farmacéuticas, aprovechando los metabolitos

secundarios que contienen estas especies botanicas.

Palabras clave: planta, extractos, polifenoles, antioxidantes.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to carry out a phytochemical study,
quantification of total polyphenols and in vitro antioxidant activity of 70% ethanolic
extracts of leaves and stems of Piper aduncum L. (Matico) and Pothomorphe
umbellata L. (Sajra mascara). The methodology used to obtain the 70% ethanolic
extracts of the leaves and stems of both plant species was by maceration; the
phytochemical study was carried out by coloring and precipitation reactions; the
quantification of total polyphenols was carried out by the Folin Ciocalteu method,
and the determination of antioxidant activity was by the free radical uptake
method (DPPH). In the results obtained on the preliminary tests, the moisture
percentage of Piper aduncum L. (Matico) was 72.55 % and of Pothomorphe
umbellata L. (Sajra mascara) 69.84 % on average; for the solubility tests showed
that Piper aduncum L. (Matico) is more soluble than Pothomorphe umbellata L.
(Sajra mascara), and for Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) 69.84 % on
average. (Matico) is more soluble in distilled water and methanol, while
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) has greater solubility in distilled
water; regarding the percentage yield Piper aduncum L. (Matico) yielded a result
of 17.12 % and Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) 15.68 %. The results
for the qualitative phytochemical study determined the predominant presence of
flavonoids and phenols in both plant species. In the quantification of total
polyphenols, the results showed a concentration of 0.3503 g/ml gallic acid
equivalent per 100 grams of dry matter of Piper aduncum L. (Matico), and 0.2396
g/ml gallic acid equivalent per 100 grams of dry matter of Pothomorphe umbellata
L. (Sajra mascara). In the determination of the antioxidant capacity, an inhibition
percentage of 41.41% was obtained for Piper aduncum L. (Matico) and 17.73 %
for Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara), IC50% was also calculated for
both samples, obtaining 1.334 mg/mL (Matico) and 4.883 mg/mL (Sajra
mascara). In conclusion, the hydroalcoholic extract of Piper aduncum L. (Matico)
presented a higher amount of flavonoids and phenols compared to the extract of
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara), with respect to the quantification of
total polyphenols, it was observed that Piper aduncum L. (Matico) presented 988
ug/mL eqg-AG above Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara). In addition,
Piper aduncum L. (Matico) showed a superior capacity to inhibit the DPPH
radical, reaching an increase of 23.692 % in the maximum concentration

(1mg/mL) of the extract compared to Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara)
Xiv



with respect to the IC50% the Matico sample obtained a lower value than Sajra

mask, which indicates that it inhibits the DPPH radical at 50% with a lower
concentration.

Keywords: plant, extracts, polyphenols, antioxidants.
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INTRODUCCION

Desde tiempo antiguos, la medicina herbaria se us6 para aliviar multiples
enfermedades. Consecuencia de ello fue dando lugar al desarrollo a los
fitofarmacos, que en la actualidad son apreciados por su bajo costo y los reducidos
niveles de toxicidad, a diferencia de los productos de origen sintéticos. En la
actualidad el uso de la medicina complementaria a base de plantas medicinales se
recomienda para el tratamiento de problemas de la salud. Estos tratamientos fueron
incrementando gracias a los beneficios que nos brindan las plantas, puesto que
continian siendo usadas de diferentes maneras, ya sean como extractos,
emplastos, cremas, etc. (1)

La organizacién mundial de la salud (OMS) muestra que el 80 % de la poblacion al
rededor del mundo utiliza la medicina tradicional, por lo que es necesario que las
personas tengan acceso a informacién actualizada sobre las propiedades y
beneficiosas de las plantas medicinales (2). En el Perq, las plantas medicinales
conforman una fuente importante de diversidad natural, por la multitud de
compuestos que se sintetizan y que en su mayoria son utiles como tratamiento
alternativo para diferentes enfermedades (3) .

La familia Piperacea, que se encuentra en el Peru, es una de las mas reconocidas
por presentar tres géneros y 830 especies. Haciendo mencidn, esta el género Piper;
pues estas tienen amplia diversidad de actividades bioldgicas, tales como:
antinflamatorios, antitumorales, antibiéticos, antifungicos, insecticidas, entre otros.
Por esta razon, se realizaron investigaciones fotoquimicas, hallandose que las
especies estan compuestas por metabolitos de tipo flavonoide, amida,
propinilfenoles, lignanos, neolignanos, kavapironas y terpenos, los cuales preceden
la actividad antioxidante, cabe resaltar que algunos de estos metabolitos se
encuentran en las especies vegetales Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata
L. (4)

La actividad antioxidante es producto de grupos de sustancias que cumplen
funciones muy importantes en el organismo, como retrasar los procesos oxidativos
o prevenir la formacién de radicales libres. Estas sustancias actuan principalmente
sobre sustratos oxidables, que pueden ser organicos e inorganicos. Por ello, los
antioxidantes impiden que otras moléculas se adhieran al oxigeno, evitando asi la

generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs). (5)

XVvi



El presente trabajo tiene como objetivo ofrecer un aporte cientifico significativo en
relacion con las concentraciones de polifenoles y evaluar el porcentaje de actividad

antioxidante que poseen las especies vegetales.
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CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1 Planteamiento del problema
Actualmente en todo el mundo, el tema de los radicales libres como agentes
etiolégicos y/o agravantes de enfermedades, es de interés de muchas
especialidades y campos de la medicina, ya que permite entender la etiologia de
muchas enfermedades que son precedidas del desequilibrio de las concentraciones
de los radicales libres en nuestro organismo; con el pasar del tiempo se
desarrollaron numerosos trabajos de investigacion que ponen de manifiesto la
relacion que existe entre el estrés oxidativo y enfermedades que aquejan a la
poblacion (6).
La organizacién mundial de la salud (OMS) muestra que el 80 % de la poblacion en
el planeta tiende a utiliza la medicina tradicional, por lo que es necesario que las
personas tengan acceso a informacion actualizada sobre las propiedades y
beneficiosas de las plantas medicinales (2). En el Peru, las plantas medicinales
conforman una fuente importante de diversidad natural, por la multitud de
compuestos que contienen y que en su mayoria son utiles como tratamiento
alternativo para diversas enfermedades (3).
Los radicales libres acopiados proceden a oxidar los compuestos bioldgicos
mediante reacciones quimicas, en la cual participan especies reactivas,
desencadenando una oxidacion y peroxidacion de lipidos, desnaturalizacién de
proteinas. Asi como también alterar el ADN al romper membranas celulares e
inactivar enzimas, provocando de esta manera procesos de inflamacion e incluso
enfermedades, isquemia o hipoxia de los tejidos (7).
Oftro punto a destacar es que, la oxidacién quimica de los componentes celulares
causados por estrés oxidativo e inducido por la radicacion UV, da lugar a foto
envejecimiento, causando lesiones en las células por la exposicion prolongada a la
radiacién ultravioleta, esto desencadena una serie de respuestas moleculares que
pueden dafar directamente el ADN de las células y como consecuencia el
incremento de los indices de enfermedades en la piel de la poblacion mundial (8).
En nuestro organismo, los radicales libres se producen por diferentes rutas
metabdlicas, pero estos son regulados por mecanismos de defensa como los

antioxidantes, los cuales interactian con estos evitando de esta manera un



desequilibrio que causaria dafio irreversible a nuestras células, lo cual daria origen
a enfermedades y también a una mayor aceleracion del envejecimiento humano (9).
Aun falta mucho por descubrir, determinar y redeterminar a la familia Piper en la
mayoria de los herbarios del Peru (10). La poblacion, en gran parte, desconoce la
composicion de los metabolitos con efecto antioxidante de familias del género Piper,
asi como el uso de estas plantas medicinales. Dicho desconocimiento podria
deberse a la falta de estudios de estas mismas plantas y, en consecuencia, al no
aprovechamiento del uso complementario en el tratamiento de enfermedades (11).
La creciente preocupacion por la salud y el bienestar ha llevado a un interés por los
antioxidantes presentes en las plantas. En particular, los polifenoles son conocidos
por sus propiedades antioxidantes y sus potenciales beneficios para la salud,
incluyendo la prevencién de multiples enfermedades. Sin embargo, a pesar de su
importancia, muchos estudios fitoquimicos aun no han explorado a fondo las
especies vegetales menos conocidas, como Piper aduncum L. y Pothomorphe
umbellata L. Por lo tanto, con esta tesis se procura brindar un aporte cientifico que
tiene la intencion de establecer una base cientifica que justifique la incorporacion de
estos extractos vegetales en la medicina natural con bajo costo, resaltando asi su
valor terapéutico ya que con este enfoque no solo contribuira a la valorizacién de
los recursos botanicos locales, sino que también fomentara un mayor interés en la
investigacién de compuestos naturales que pueden mejorar la salud humana.
Ademas, esta tesis tiene el potencial de abrir nuevas avenidas para el estudio y la

creacion de formulaciones farmacéuticas.

1.2 Formulacién del problema
¢ Cual es el contenido de polifenoles y actividad antioxidante de los extractos
etandlicos al 70% de Piper aduncum L. (“Matico”) y Pothomorphe umbellata L.
(“Sajra mascara”)?



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Realizar el estudio fitoquimico, cuantificacion de polifenoles totales, y la actividad
antioxidante in vitro de los extractos etandlicos al 70% de las hojas y tallos de las
especies vegetales Piper aduncum L. (“Matico”) y Pothomorphe umbellata L.
(“Sajra mascara”).

1.3.2 Objetivos especificos

1. Realizar los ensayos preliminares de analisis fitoquimico cualitativo,
porcentaje de humedad, solubilidad y porcentaje de rendimiento de los
extractos etandlicos al 70 %, de las especies vegetales Piper aduncum L.
(“Matico”) y Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara”).

2. Cuantificar las concentraciones de polifenoles totales de los extractos
etandlicos al 70 % de las especies vegetales Piper aduncum L. (“Matico”) y
Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara”) utilizando el método de Folin
Ciocalteu.

3. Determinar las actividades antioxidantes in vitro de los extractos etandlico
al 70% de las especies vegetales Piper aduncum L. (“Matico”) vy
Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara”) por el método de captacion de
radicales libre (DPPH).

1.4 Justificacion del estudio

- Justificacidén teédrica: La region del Cusco es hogar de una rica diversidad de

especies vegetales que han sido ampliamente empleadas en la medicina
tradicional. Sin embargo, muchas de estas especies aun no han sido
estudiadas desde un enfoque cientifico, lo que limita la comprension precisa de
sus beneficios y la justificacién de su uso para tratar diversas dolencias. La
relevancia teorica de este estudio se fundamenta en la necesidad de conocery
utilizar adecuadamente las propiedades de Piper aduncum L. (“Matico”) y
Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara”). A través de la investigacién de
las propiedades presentes en las hojas y tallos de estas plantas, se busca
generar un conocimiento que respalde su uso en la medicina natural. Este
conocimiento permitira recomendar de manera informada y segura el uso de
ambos componentes del género Piper, promoviendo asi una aplicacion mas
efectiva y adecuada de estas valiosas especies en el tratamiento de malestares
(12).



- Justificacidn practica: Con este estudio de las especies vegetales Piper

aduncum L. (“Matico”) y Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara”), nos

permitira cuantificar los compuestos polifendlicos presentes en ambas especies
y diferenciar sus concentraciones, estableciendo asi su funcion antioxidante en
funcién de la presencia de flavonoides, taninos, esteroides, terpenos, fenoles,
amidas, lignanos y neolignanos. Esta informacion sera valiosa para que las
personas puedan utilizar las hojas y/o tallos de estas plantas de manera
informada, dirigiéndose hacia sus efectos antioxidantes o antiinflamatorios
segun los resultados obtenidos en la investigacion (13).

- Justificacion econdémica:

Segun el Ministerio de Agricultura del Peru, la mayoria de las plantas
exportadas provienen de la Amazonia (45%), seguidas por los Andes (39%) y
la costa (16%). Una gran parte de estas especies son recolectadas
directamente de su entorno natural, con 107 especies silvestres frente a solo
13 cultivadas. Ademas, cerca del 80% de la poblacion peruana tiene
conocimiento sobre el uso de la fitoterapia como medicina alternativa. (14)

Este estudio puede contribuir a que las plantas Piper aduncum L. (Matico) y
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara), sean usadas como opciones de
bajo costo en la medicina natural para la poblacion. El cultivo y comercializacion
de estas plantas medicinales ofrecerian a los pobladores de la zona, una fuente
de ingresos sostenible, fomentando la agroindustria local. Esto incentivaria la
generacion de empleos en actividades como la siembra, cosecha,
procesamiento y distribucion, promoviendo el desarrollo econémico del distrito
de Santa Teresa en el Cusco. En cuanto a la industria farmacéutica puede
proporcionar informacion importante para la creacibn de medicamentos
innovadores y formulas magistrales tales como cremas, geles, unguentos,

lociones, etc. con efecto antioxidante.

1.5 Hipétesis
Los extractos etandlico al 70% de las hojas y tallos de Piper aduncum L.
("Matico") y Pothomorphe umbellata L. ("Sajra mascara") presentan una elevada
concentracién de polifenoles totales; ambos extractos presentan un efecto

antioxidante elevado.



CAPITULO I

MARCO TEORICO - CONCEPTUAL
2.1 Visioén historica
La familia Piperaceae es considerada como una de las mas complejas; por tal motivo,
es dificil determinar el numero de géneros ya que su filogenia es en la actualidad motivo
de gran controversia. Las especies del género Piper poseen una gran importancia
comercial, econémica y medicinal. Segun las referencias encontradas, se sabe que en
el Peru las especies del género Piper son conocidas ampliamente por sus diferentes
propiedades como son antiinflamatorios, antiséptico, antifungicos, para dolencias
digestivas y bronquiales entre otras (15).
Desde los afos setenta, se intensifico las investigaciones sobre los radicales libres, asi
como de los antioxidantes, y con tales estudios la OMS recomendo el uso de las plantas
que tienen alto contenido de flavonoides, entre estos estan comprendidos frutas y
verduras. A estos antioxidantes se les atribuyd efectos antiinflamatorios y analgésicos
(16).
Pharmar et al. (1998) estudiaron las hojas de Piper aduncum L. colectadas en la India,
es en dicho estudio que se reportaron: 2-acetoxi- 1 ,3-dimetoxi-5-(2-propenil) benceno
como un nuevo compuesto y el 2,6-dimetoxi-4-(2-propenil) fenol el cual fue aislado por
primera vez (17).
En 1999, Baldoqui et al. (2011) investigaron las hojas del Matico colectadas en Brasil,
logrando aislar dos nuevos componentes: el acido 2,2-dimetii-2H-1-cromeno-6-
carboxilico y 3-geranil-4-metoxibenzoico (18). Asi mismo en las hojas colectadas en
Cuba, Pino et al. lograron determinar al menos 66 compuestos principalmente el
dillapiol encontrandose en cantidad de 82.2% (17).
En el 2021, Noorasmah Saupi et al. investigaron las caracteristicas morfolégicas y
nutricionales de Pothomorphe umbellata L., que en la actualidad es consumida por los
lugarefios de la tribu indigena Kenyah de Belaga, Sarawak, Malasia. En los analisis
encontraron abundante concentracion de flavonoides y vitamina C, que es entre 5y 16
veces mas rica que varias verduras (19).
Paco et al. en 2016 estudiaron la especie vegetal Piper pubinervulum detectaron 44
nuevos compuestos entre ellos beta cariofileno en cuanto a la actividad antioxidante se

evidencio de manera positiva (20).



El uso de plantas medicinales como parte de la terapia alternativa sigue vigente
actualmente, puesto que las plantas medicinales son consideradas en los laboratorios
de produccion como una gran variedad de compuestos benéficos para nuestra salud,
con una gran importancia terapéutica. (4) El género Piper , muy aparte de ser uno de
los géneros con gran variedad de familias poseen metabolitos secundarios variados,
que pudieron ser agrupados en 7 clases principales como son: lignanos, amidas,
neolignanos, flavonoides, alcaloides y aceites esenciales. Las investigaciones han sido
intensificadas en los ultimos afios porque muchas de las especies de este género han
mostrado actividad bioldgica favorable para nuestra salud (21).

El uso continuo de plantas medicinales como sustitutas de la medicina farmacéutica fue

usado desde la antigledad para curar y/o aliviar enfermedades (22).
2.2 Antecedentes del estudio

2.2.1. Antecedentes internacionales

Ore Areche, Franklin; Ruiz Rodriguez, Alfonso; Ticsihua Huaman, Jovencio;
Corilla Flores, Denis Dante. “Piper aduncum L. (Matico) utilizado como
tratamiento para el dano pulmonar y Covid-19, La Paz, 2021, Articulo Cientifico.
EL trabajo tuvo como objetivo principal analizar las propiedades antimicrobianas del
Piper aduncum L., para los tratamientos de prevencion de la COVID- 19.

La metodologia realizada se enfoco en analizar los posibles efectos de la composicion
quimica y la actividad antimicrobiana de la especie vegetal Piper aduncum L. para
prevenir la enfermedad del Sars CoVID-19, mediante la documentacion e
investigaciones existentes. En este estudio, se demostrd que el aceite esencial de Piper
aduncum L. contiene una variedad de compuestos quimicos, entre los que se incluyen
flavonoides, compuestos fendlicos, esteroides y alcaloides. Estos componentes han
demostrado tener propiedades antibacterianas significativas. También se observé que
los flavonoides presentes en el aceite esencial de Piper aduncum L. muestran una
notable actividad antibacteriana contra dos patégenos comunes como Staphylococcus
aureus 'y Escherichia coli. Estos flavonoides exhiben una capacidad efectiva para inhibir
el crecimiento y la proliferacion de estas bacterias, lo que los convierte en agentes
prometedores para combatir infecciones bacterianas. Finalmente, esta planta es un
buen cicatrizante comercializado como producto farmacéutico. Por ende, se pudo
concluir que la especie vegetal Piper aduncum L. cumple funciones de cicatrizacion,
antibacteriano y antifungico, pues la composicion quimica ayuda solamente de manera

preventiva frente a los sintomas de Covid 19 (23).
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Correa Navarro Y. M., Palomino Garcia L. R., Marino Mosquerall O. “Actividad
antioxidante y antifungica de piperaceaes de la flora colombiana” Ucumari, 2015,
Articulo cientifico.

Los objetivos del trabajo fueron 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, se secaron vy
posteriormente se pulverizaron las hojas y tallos de especies vegetales para que a
continuacion se proceda a realizar la extraccion con n-hexano, diclorometano y
metanol. Con estos extractos se procedié a determinar la actividad antioxidante (DPPH)
y antifungica (placa perforada) y finalmente un tamizaje fitoquimico por cromatografia
de placa delgada.

Los resultados demostraron que los extractos metandlicos fueron mas bioactivos, y que
las especies Piper eriopodon y Piper crassinervium, poseen mayor efecto actividad
antioxidante y por lo contrario Piper pesaresanum y Piper eriopodon poseen mejor
efecto antifungico. En conclusion, se encontré la presencia de alcaloides, fenoles,
taninos, terpenos, triterpenos, esteroides, saponinas, flavonoides, antraquinonas, lo
cual nos indica que estas especies Piper presentan propiedades antioxidantes como

antifungicas (24).

Cuvi Cuvi, Jemberly J. “Estudio de la actividad biolégica in vitro de extractos de
Bixa Orellana L., Carica Papaya L., Piper Aduncum L. contra patégenos

vegetales”, Ecuador, 2013, Tesis de grado.

Esta investigacion tuvo como objetivo analizar la capacidad inhibitoria de los extractos
de tres plantas procedente de la regién amazédnica las cuales son Piper aduncum L.,
Carica papaya L. y Bixa orellana L., frente a los hongos fitopatdbgenos Sclerotinia,
Sclerotium, Fusarium 'y Alternaria. Las muestras de plantas fueron recolectadas en el
jardin botanico de la Universidad Estatal Amazdnica. La metodologia utilizdé un extracto
hidroalcohdlico al 80% se obtuvieron 2,56 gr de extracto seco de B. orellana L., 5,06 gr
de extracto seco de C. papaya L.y 5,50 gr de extracto seco de P. aduncum L. La
actividad antifungica de los extractos fue evaluada sobre 4 hongos fitopatogenos. En
conclusion, el extracto de Piper aduncum L posee mejor actividad antifungica frente a
todos los hongos en estudio del presente trabajo de investigacion en comparacion de

los demas extratos (25).



Puertas Mejial M.; Gomez Chabalall L.; Rojanoll Benjamin; Saez Vega J. A.
“Capacidad antioxidante in vitro de fracciones de hojas de Piper peltatum L.”
Medellin, 2009, Articulo Cientifico.
El trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante de extractos no
alcohdlicos obtenidos de las hojas de P. peltatum L. Dentro de la metodologia usada,
se secaron y pulverizaron hojas de la especie, para luego ser sometidas a
cromatografia en columna, donde se obtuvieron 3 fracciones. En lo que concierne al
potencial antioxidante, se determind mediante dos métodos: la capacidad reductora
medida por el ensayo de FRAP y método del radical DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). En los resultados la fraccion 1 fue la mas prometedora, teniendo un
resultado de inhibicién del radical DPPH: 75% y 68% para el ensayo de FRAP,
Finalmente se demostraron que todas las fracciones evaluadas poseen propiedades
antioxidantes, demostrando que el uso tradicional de P. peltatum es eficaz para el
tratamiento de diversas afecciones cutdneas y otras enfermedades, respaldando su
valor en la medicina popular. (26).

2.2.2. Antecedentes nacionales
Gil Padilla Yusbel Leticia “Actividad antioxidante y contenido de polifenoles del
extracto metanolico de las hojas de Piper aduncum L. (Matico)” Chimbote, 2019,
Tesis de grado.
El trabajo tuvo como objetivos determinar la capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles en un extracto metandlico de las hojas de Piper aduncum L. (Matico).
Dentro de la metodologia, se prepard un extracto metandlico al 80 % de las hojas de
Piper aduncum L. (Matico). Para determinar la actividad antioxidante, se uso6 el método
del radical DPPH y se usé trolox como patrén de referencia, para el contenido de
polifenoles se aplico 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 por 1 g de muestra seca, respecto a la actividad antioxidante fue
equivalente a una concentracion de 66.03 + 5.87 mM de Trolox por 1g de muestra seca.
Finalmente, se concluye que los resultados indican que las hojas de Piper aduncum L.

(Matico) presentan buena cantidad de polifenoles y una actividad antioxidante notable

(5).



Loépez Horna Perla “Estudio de las Caracteristicas Fisicoquimicas y Fitoquimicas
de las Hojas de Piper Acutifolium Ruiz & Pav. (Matico)” Trujillo, 2018, tesis de
grado.

El estudio tuvo por objetivo establecer las caracteristicas fisicoquimicas y fitoquimicas
de la hoja de Piper acutifolium Ruiz & Pav. (Matico).

La metodologia contemplo el disefio de una casilla, y se recolecto ejemplares de las
hojas de Piper acutifolium. La escala de medicion fue la cuantitativa de razén y a
cualitativa nominal. Los resultados evidenciaron que existe presencia de aminoacidos,
aminas, triterpenos, azucares reductores, flavonoides, resinas, taninos y alcaloides en
la hoja de Piper acutifolium. En conclusidn, se consiguié identificar las caracteristicas

fisicoquimicas y fitoquimicas de la hoja de Piper acutifolium Ruiz & Pav. (Matico) (27).

Avalos Capristan César Luis “Efecto del gel de extracto etandlico de hojas de
Piper aduncum L. en la inflamacion inducida en 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 var. norvegicus. (28) Respecto a la metodologia, se
formo 5 grupos: un control, un patréon y 3 grupos tratados con el gel de extracto etandlico
a concentraciones de 1%, 2% y 4%, para ello, se indujo una inflamacién inyectando 1
mL de solucion de carragenina al 1% en la zona sub plantar de la pata posterior
derecha, y posteriormente se aplicé via tépica los geles preparados con el extracto
etandlico, usando un pletismografo para poder medir la respuesta a los grupos
problema. Como un farmaco control, se empled diclofenaco en gel de para poder
comparar los resultados (28).

Los resultados mostraron que el gel elaborado a partir del extracto etandlico de las
hojas de Piper aduncum mostr6 un efecto antiinflamatorio a las diferentes
concentraciones estudiadas frente a la inflamacion inducida en ratones de raza Rattus
rattus var. norvegicus. En conclusion, el efecto antiinflamatorio observado podria
atribuirse a la elevada concentracion de flavonoides presentes en las hojas de Piper

aduncum (28).



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.

Esta investigacion tuvo como objetivo principal efectuar el estudio fitoquimico y
determinar la concentracién de flavonoides totales de las hojas de Piper peltatum L. y
Piper aduncum L. procedentes de la regidbn Amazonas. Dentro de la metodologia,
primero se recolectaron las especies del distrito de Rio Santiago, provincia de
Condorcanqui, region de Amazonas. Luego, se realizd un analisis fitoquimico, para la
determinar los flavonoides totales se realizé con el método de Kostennikova. Los
resultados mostraron una alta diversidad de metabolitos de las dos especies, tales
como alcaloides, triterpenos, esteroides, flavonoides, fenoles y taninos, azucares
reductores, quinonas, compuestos grasos, cumarinas y resinas. En el caso de Piper
aduncum L. se determind 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 por 100 g de hoja seca, respectivamente. Finalmente, Piper

aduncum L. presenté mayor concentracion de flavonoides expresados como quercetina

(4).

Placencia Medina Maritza Dorila: “Evaluacion farmacolégica de Buddleia globosa
("Matico"™) en el tratamiento de ulcera gastrica inducida en animales de
experimentacioén” Lima, 2001, tesis de Maestria.

El estudio tuvo por objetivo evaluar farmacolégicamente la Buddleia globosa hoppe
("Matico") en el tratamiento de Ulceras gastricas inducidas en animales de
experimentacion. La metodologia comprendié la marcha fitoquimica, recolectaron
muestras en los campos de Quilpue en Santiago de Chile, usandose solo las hojas que
posteriormente serian molidas para su maceraciéon hidroalcohdlica al 70 %. La
recoleccién se realizé en las primeras horas de la mafiana. Se empled la Técnica del
Concentracion Minima Inhibitoria.

Los resultados del extracto arrojo la presencia de alcaloides, taninos, flavonas e
isoflavonas, por lo que se puede concluir que podrian ser los responsables de la
actividad antiulcerosa ya que se ha demostrado que Buddleja gobosa posee un notable
efecto antiulceroso. Por otro lado, se evidencié un efecto relajante del musculo liso, lo

que resalta su potencial terapéutico (29).
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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 de este estudio fue evaluar la actividad antioxidante y el contenido de fenoles
en extractos de matico (Piper sp.) recolectados en diferentes altitudes del distrito de
Levanto, Amazonas. La metodologia incluyo la preparacion de tres tipos de extractos
(acuoso, etandlico y metandlico) a partir de hojas recolectadas en tres altitudes
distintas. La actividad antioxidante se evaludé mediante la técnica DPPH, basada en la
captura del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, y el contenido de polifenoles totales
se determind utilizando el método de Folin-Ciocalteu. Los resultados mostraron
diferencias significativas (p < 0,05) en funcién de la altitud y el tipo de extracto analizado.
Finalmente se observa que a mayor altitud mayor actividad antioxidante y dentro de los
extractos realizados el mejor fue el extracto acuoso frente a los otros extractos
alcohdlicos que se realizaron (30).
2.2.3. Antecedentes locales

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 Amazdnica de la Region del Cusco” Cusco, 2021, Articulo cientifico.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana y la
citotoxicidad de las especies Acicarpha tribuloides Jussieu (Estrella Kisca),
Gamochaeta spicata (Queto-Queto), Minthostachys glabrescens (Bentham) Epling
(Mufia), Muehlenbeckia volcanica (Bentham) Endlicher (Mullaca) y Piper elongatum M.
Vahl (Matico), provenientes de las zonas altoandina y amazonica de la region del
Cusco, Peru. En la metodologia, se prepararon extractos etandlicos, la actividad
antibacteriana se determind analizando la concentracidon minima inhibitoria (CMI),
empleandose el método de macrodilucion en medio liquido y cepas ATCC de
Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 29213, Streptococcus pneumoniae
49619 y Salmonella typhimurium 14028. La toxicidad se evalué mediante el ensayo de
Artemia salina. Los resultados indicaron que los extractos de Estrella Kisca y Queto-
Queto presentaron alta toxicidad en el ensayo de Artemia salina, con valores de CL50
de 19.639 y 58.104, respectivamente (31).
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2.3. Bases Teorico Cientificas
2.3.1. Farmacobotanica

2.3.1.1. Familia Piperaceae y género Piper
La familia Piperaceae es considerada una de las mas complejas y
diversas entre las angiospermas basales, en la actualidad es motivo de
grandes controversias (32). Para algunos autores, incluye 14 géneros
y alrededor de 1950 especies, ampliamente distribuidas en ambos
hemisferios. Entre ellas estan plantas herbaceas, arbustivas, algunas

veces trepadoras y arboles (18).

2.3.1.2. Descripcion botanica

En Piper aduncum L., las ramas presentan un color verde amarillento,
con un ligero patron en zigzag, cubiertas de finos pelos y con nudos
anillados y prominentes. Sus hojas son estrechas, elipticas, de punta
alargada, asimétricas en la base, algo asperas en la parte superior, con
venas laterales largas y ligeramente curvas. Ademas, son aromaticas,
liberando un olor especiado al triturarlas. Las flores y frutos son
diminutos, agrupados en un eje parecido a un cordén curvado y lateral
(33).

En cuanto a Pothomorphe umbellata L. es una planta con hojas
grandes y delgadas, de forma ovado-circular y no peltadas. Sus
inflorescencias consisten en varias espigas agrupadas en la punta de

un pedunculo corto (34).
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2.3.1.3. Clasificacion taxonoémica

Figura 1: Piper aduncum L. (“Matico”)

Fuente: Mejia et al., (2000) (35)
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie: Piper aduncum L.
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Figura 2: Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara”)

Fuente: Taylor. (2006) (36)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie: Pothomorphe umbellata L.

2.3.1.4. Habitat
Piper aduncum L, y Pothomorphe umbellata L., crecen en México, América Central,
América del Sur y las Antillas; aunque se ha naturalizado en otras regiones como
Indonesia, Malasia, Filipinas y en islas del Océano Pacifico. En Papua, Nueva Guinea,
se le considera las plantas invasoras de mayor importancia (33). En el Perd es comun
ubicarlos en bosques secundarios. Amazonas, Ayacucho, Cuzco, Huanuco, Junin,
Loreto, Madre de Dios, San Martin, Ucayali (35).
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2.3.1.5. Composiciéon quimica

En el Matico se han identificado heterdsidos feniletanoides, flavonoides y terpenoides.
Las hojas, tallos y partes lefiosas contienen gran cantidad de los iridiodes como
aucubina y catalpol y diversos flavonoides. En las flores se han identificado los
triterpenoides, flavonoides como luteolina, hidroxiluteolina y el condrilasterol (37).

El género Piperaceae contiene una gran cantidad de metabolitos secundarios,
incluidos 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 ambito de la medicina alternativa por sus propiedades farmacoldgicas (35).
Gracias a diferentes estudios realizados de este género Piper se han logrado
evidenciar la presencia de diferentes componentes o metabolitos secundarios, como
son: amidas, lignanos, neolignanos, terpenos y flavonoides. Los flavonoides de mayor
abundancia en el género Piper son chalconas, dihidrochalconas, flavanonas y algunas
flavonas (38).

2.3.1.6. Nombres Comunes de Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L.
(Pothomorphe umbellata L.)

Piper aduncum L. es conocido popularmente como Matico, falso jaborandi, aperta-
rudo y cordoncillo (39) (36). Pothomorphe umbellata L. también es conocido como
Sajra mascara, asi mismo conocido con el nombre comun de “Santa Maria”. En las
zonas amazoénicas de la selva peruana tiene el nombre comun de “Corarnopan” o

"mueretspan popnor” (40).

2.3.1.7. Formas de uso
Piper aduncum L. tiene multiples usos como antiinflamatorio, antitusigeno vy
antiséptico. Ademas, tiene propiedades astringentes y presenta usos muy frecuentes
para detener hemorragias y aliviar ulceras. Esta especie vegetal tiene propiedades
conocidas como antioxidante, hepatoprotectoras, antifungicas. Segun diversos
estudios, los péptidos activos y proteinas derivadas de esta planta tienen efectos

beneficiosos para la cicatrizacion y curacion de heridas agudas y cronicas (37).

En cuanto Pothomorphe umbellata L. las hojas se han usado ancestralmente en
infusiones para dolencias infecciosas e inflamatorias También hay registros de que
los extractos y compuestos puros derivados de distintas partes de dicha planta tienen

una variedad amplia de acciones farmacolégicas, tales como actividades
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antibacterianas, antioxidantes, antifungicas, antiaterogénicas, citotoxicas,

analgésicas, antiinflamatorias, entre otras (40).

2.3.2. Acciones farmacolégicas

2.3.2.1. Efecto cicatrizante
Varios compuestos de Piper aduncum L. (“Matico”), desempefian un papel muy
importante en procesos de cicatrizacion, especificamente en la fase de regeneracion.
Estos compuestos estimular la proliferacién de los fibroblastos, lo que a su vez

acelera y facilita el proceso de cicatrizacion en situaciones de inflamacion (37).

2.3.2.2. Efecto antimicrobiano y antifungico

Piper aduncum L. posee actividad antimicrobiana gracias a un compuesto propio de
la planta, el verbascdsido, ya que inhibe la sintesis proteica al bloquear la entrada
de leucina en Staphylococcus aureus, Ademas, presentan actividad antifungica
Trychophyton y Epidermophyton, destacandose compuestos como buddlejona,

maytenona, buddelinas A y B, deoxibuddlejona (37).

2.3.2.3 Efecto antioxidante

a. Estrés oxidativo en la salud humana

Los organismos aerobios cuentan con mecanismos especificos para neutralizar los
radicales libres, que se generan de forma continua en el metabolismo, aunque en
pequefias cantidades. Las células disponen de sistemas enzimaticos complejos y
compuestos quimicos secuestradores que actuan para prevenir el dafio oxidativo,
asegurando asi la integridad celular y el correcto funcionamiento de los procesos
metabdlicos. El desbalance entre oxidantes y antioxidantes se ha relacionado con
una serie de enfermedades y con el proceso de envejecimiento. De hecho, multiples
patologias, como la arteriosclerosis, cancer, Alzheimer, diabetes mellitus, las
enfermedades autoinmunes y las enfermedades inflamatorias crénicas, estan
asociadas con este desequilibrio (41).

Los radicales libres pueden causar dafios irreversibles por que pueden alterar el ADN
celular lo cual desencadenaria un dafo tisular y posteriormente muerte celular. Todo
este evento es causado por un potencial desequilibrio entre los radicales libres, que
son producidos por nuestro organismo, ya sea por medio de estimulos o no, y los
antioxidantes de origen enddgeno y/o exdgenos. Cuando se rompe este balance es

donde se desencadena todo el evento mencionado anteriormente (42).
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Figura 3: Equilibro redox fisiologico resultado del balance entre los mecanismos de

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

Envejecimiento
Deficiencias vitaminicas

labaco, alcohal, café, etc. Vitarninas antioxidantes
Hipercolesterolemia Sistemas enzimaticos
Hipertension arterial Ianllomdantels .
Metabolismo ancrmal Met Slsternas de eliminacitn
{hiperhomocisteinemia) y de reparacian

Radiaciones lonizantes
Hipoxia, leucocitosis, etc,

Equilibrio
redox

ANTIOXIDANTES

OXIDACION

Fuente: Garay et al. (2015) (43)

b. Especies oxidantes y radicales libres

Se considera radical libre (RL) aquella molécula que, en cuya estructura atdbmica posee
un electron desapareado en su ultimo nivel de energia. Como consecuencia, posee una
configuracién altamente inestable y reactiva (41). Mediante una rapida propagacion,
puede causar un dano a mas de un millébn de moléculas mediante una serie de
reacciones en cadenas. Los compuestos resultantes de estas reacciones forman parte
de las llamadas especies reactivas de oxigeno (ERO) o reactive oxygen species (ROS)
(44).

Los radicales libres, debido a su alta reactividad y corta vida media, actuan
principalmente en las proximidades de sus sitios de formacién. Se generan a través de
varios mecanismos bioldgicos, incluyendo la cadena respiratoria mitocondrial, la
cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, asi como
en reacciones de oxidacién. Estos radicales libres causan dano celular al interactuar

con las principales biomoléculas del organismo (45).
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Figura 4: Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxigeno (ERO)

" Radicales No radicales
Hidroxilo "OH Perdxidos organicos ROCH
Alcoxilo RO" Oxigeno singlete "0z
Hidroperoxilo HOO® Perdxido de hidrégeno H.0O.
Superoxido 0" Acido hipocloroso HCIO
Peroxilo ROO" Acido nitroso HNO,
Oxido nitrico NO" Cation nitrilo NO,'
Diduida de NO-" Peroxinitrito ONOOr
nitrogeno Acido peroxinitroso ONOOH
Alquil peroxinitritos ROONO
Ozono O3
Acido hipobromoso HErO

Fuente: Garcia A. (2003) (46)

c. Fuentes de radicales libres

Los radicales libres pueden originarse a partir de reacciones redox mediadas por
enzimas como NADPH+, lipooxigenasa, ciclooxigenasas y peroxidasa. También
tienen fuentes enddgenas, como las oxidaciones microsomales, los fagosomas, la
autooxidacion de sustratos y la actividad de los neutrofilos (42).

Ademas de su origen enddgeno, las especies oxidantes también pueden generarse
por factores exdgenos como la radiacion solar, toxinas fungicas, pesticidas y
xenobidticos, que aumentan su concentracion. Aunque la mayor parte del oxigeno
celular se convierte en agua sin intermediarios téxicos, alrededor del 5% produce
tres intermediarios altamente toxicos, entre ellos los radicales libres anidn superéxido
e hidroxilo (47).
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Figura 5: Esquema de produccion de especies activas de oxigeno

e e 2H o W e H
0, { 0 ( | H0, K ( OH' [ (
\ Ny s \ a H0
Moléculade _~> _ Anion __~ __ Peroxido > , Radical 3 Agua
Oxigénio Superéxido de Hidrogénio Hidroxil

Fuente: Constanza et al., (2012) (48)

c.1. Fuente Enddégena de Radicales Libres.

v Mitocondrias: El metabolismo oxidativo se da en la mitocondria, puesto
que es el organelo de mayor importancia en la formacion de ATP. Ademas, es
considerada como la principal fuente de radicales libres, ya que, al producirse

el metabolismo oxidativo, se da la reduccion tetraelectronica del oxigeno, con

un consumo del 95 al 98% de este elemento (48).

Figura 6: Formacion de EROS via complejos de cadena respiratoria

Complex: 1 I 1 v

— Succinate Fumarate .
Succinate dehydrogenase O jor M+ W0

m+
Cytochrome be 1 complex

NADH H*  NAD
NADH dehydrogenase

Cytochrome ¢ oxidase

ADF P

Fuente: Constanza et al., (2012) (48)

El grafico presentado ilustra la cadena de transporte de electrones en los

mamiferos, que se desarrolla a través de los complejos | a V. En este proceso, los

electrones fluyen desde NADH o succinato hacia el complejo | o I, respectivamente,

y luego se transfieren a la ubiquinona (UQ). Posteriormente, los electrones se

mueven desde la ubiquinona a través de los complejos Il y IV, llegando al aceptor

final, que es la molécula de oxigeno. Este flujo de electrones esta acoplado al

movimiento de protones a través de la membrana interna en los complejos |, lll y

19



IV. Como resultado, se genera un gradiente de protones que es aprovechado por

el complejo V para la produccién de ATP (49).

v Peroxisomas: Estos organelos celulares al igual que los gliosomas

(organelos encargados de hacer el ciclo del glioxilato), poseen altas
concentraciones de catalasa, que convierten al H202 en H20 y O2 (48).

v Citocromo P450: Ubicado en el reticulo endoplasmatico, este sistema es

un importante generador de radicales libres. Su funcién principal es catalizar
reacciones que generan O2 mediante mecanismos dependientes de NADPH.
Este sistema, que contiene citocromos, presenta las condiciones ideales para
la produccién de radicales libres debido a la presencia de iones de metales de
transicion, oxigeno y la transferencia de electrones. Las enzimas en este
complejo son responsables del metabolismo oxidativo de xenobidticos y
sustratos de oxigeno, entre los cuales destacan los farmacos terapéuticos y
productos quimicos (48).

v' Fagocitosis: Durante el proceso de fagocitosis, se generan especies
reactivas de oxigeno (ERO) que son beneficiosas para el organismo, ya que
este es el principal mecanismo de defensa contra los patégenos. En las células
fagociticas, como los leucocitos polimorfonucleares, se activa una "explosion"
oxidativa mediante mediadores proinflamatorios o la presencia de productos
bacterianos, viricos o parasitarios. Esta reaccion produce una gran cantidad de
radicales como O2™, H202, OH' y NO*, que tienen como objetivo destruir las

células infectadas (48).

c.2 Fuente exégena de radicales libres
Existen factores externos que favorecen la formacion de los radicales libres, tales
como la exposicion a rayos X, a contaminantes del aire y productos quimicos
industriales, ademas de ciertos medicamentos que promueven la produccién de
ERO (48).

d. Antioxidantes
Los antioxidantes son sustancias que pueden retrasar o inhibir la oxidacion,
neutralizando los efectos perjudiciales de los radicales libres. Una mayor
concentracién de los antioxidantes en el organismo podria ayudar a proteger

contra el dano celular y el desarrollo de patologias crénicas (50).

Los antioxidantes se dividen en dos categorias que son: naturales y sintéticos:
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+ Los antioxidantes naturales: se encuentran presentes en frutas y verduras son
esenciales para la salud debido a su capacidad para prevenir o retardar la
oxidacion de materiales oxidables como lipidos, proteinas, ADN y carbohidratos.
Se clasifican en dos categorias principales (51):

- Antioxidantes enzimaticos:
v Enzimas primarias: Superéxido dismutasa (SOD), catalasa vy
glutatién peroxidasa.
v' Enzimas secundarias: Glutation reductasa y glutatiéon S-transferasa.
- Antioxidantes no enzimaticos:
v Minerales: Selenio, zinc, cobre y manganeso.
v Vitaminas: Vitamina C (acido ascérbico), vitamina E (tocoferoles y
tocotrienoles).
v’ Carotenoides: Betacaroteno, licopeno, luteina.
v' Compuestos sulfurados: Alil sulfuros en el ajo y la cebolla.
v Compuestos de bajo peso molecular: Acido lipoico, ubiquinona
(CoQ10).
v Cofactores: Moléculas que ayudan a las enzimas antioxidantes en
sus funciones.
v Polifenoles: Flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos, lignanos (51).
+ Los antioxidantes sintéticos: son compuestos quimicos que se producen
artificialmente para prevenir la oxidacion en diversos productos, desde
alimentos hasta productos farmacéuticos y cosméticos. Algunos de los
antioxidantes sintéticos mas comunes incluyen:
- Butilhidroxitolueno (BHT): Utilizado principalmente en la industria
alimentaria para prevenir la rancidez de las grasas y aceites.
- Butilhidroxianisol (BHA): Similar al BHT, se utiliza en alimentos,
embalajes y productos cosméticos para evitar la oxidacion.
- Propilgalato: Usado en combinacién con BHT y BHA para proteger los
aceites y grasas en alimentos.
- Tert-butilhidroquinona (TBHQ): Un derivado del BHA, se usa para
preservar la estabilidad de las grasas y aceites en alimentos

procesados (51).
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- Acido ascérbico (vitamina C): Aunque también es un antioxidante
natural, se puede sintetizar para su uso en alimentos y suplementos
dietéticos (51).
- Tocoferoles sintéticos (vitamina E): Utilizados en alimentos y
productos cosméticos para prevenir la oxidacion (51).
d.1. Caracteristicas de los antioxidantes
Entre las funciones caracteristicas de los antioxidantes se encuentra la capacidad de
prevenir o interrumpir la cadena de propagacion oxidativa al estabilizar los radicales
libres generados. Ademas, los antioxidantes tienen la capacidad de regenerarse, lo que

ayuda a reducir el dafo oxidativo en las células (52).

Los lipidos de las membranas forman una barrera que impide el movimiento de agua y
sustancias hidrosolubles entre los compartimentos celulares, dado que el agua no es
soluble en lipidos (53). Es por esto que los antioxidantes deben poseer diferentes
cualidades de solubilidad, dependiendo del lugar donde van a ejercer su accion. Por
ejemplo, la vitamina E es soluble en grasas y carotenoides, mientras que otros

antioxidantes pueden ser solubles en agua, como la vitamina C (52).

También encontramos al B-caroteno que neutraliza al oxigeno singulete; asi como la
vitamina E es el principal protector de las LDL, interrumpiendo su degradacién en

cadena, y la vitamina C puede proteger frente a los toxicos del humo del cigarrillo (52).

Figura 7:Donacion de un electrén por parte de un antioxidante a un radical libre.

Fuente: Juli et al., (2011) (52)

e. Sistema de defensa antioxidante
A lo largo de su evolucién, el cuerpo humano ha desarrollado diversos mecanismos de
defensa contra los radicales libres. Estos radicales intentan prevenir, retardar o detener

la reaccién de oxidacion en cadena causada por un radical libre, ademas de reparar o
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eliminar las macromoléculas dafadas. Por esta razén, se pueden dividir en dos

sistemas de defensa:

- El enzimatico es considerado como la primera linea de defensa. Las enzimas que
trabajan en conjunto mantienen el equilibrio redox celular y asi logran proteger
contra el dano oxidativo. También se puede mencionar que la coordinacion de
estas enzimas es esencial para la defensa antioxidante del organismo y para
prevenir enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo ERO (54) (48).

- El no enzimatico es considerado la segunda barrera de defensa y actuan dentro
y fuera de la célula, se presentes en la dieta diaria, conocidos como antioxidantes
dietéticos. Estas sustancias estan presentes en alimentos de consumo cotidiano,
tienen la capacidad de contrarrestar las especies reactivas y proteger las
funciones fisiolégicas. Entre los antioxidantes dietéticos bien establecidos se
encuentran la vitamina C, vitamina E, carotenoides y selenio, mientras que otros,
como los polifenoles, también muestran actividad antioxidante (44) (52).

En cuanto a la alimentacion, es preferible ingerir antioxidantes que sean solubles
tanto en agua que en grasa (5).

Los mecanismos secundarios de antioxidacién pueden incluir la desactivacion de
metales, la inhibicibn de los hidroperéxidos lipidicos, la regeneracion de

antioxidantes primarios y la eliminacién del oxigeno singulete, entre otros (52).
2.3.2.4. Antioxidantes de origen vegetal

a. Polifenoles
Entre los antioxidantes también podemos encontrar algunos principios activos, como
los polifenoles (44). Estos son un grupo de moléculas heterogéneas que tienen como
caracteristica en su estructura, varios grupos bencénicos sustituidos por funciones
hidroxilicas (5). Estos son capaces de barrer con los radicales libres gracias a su
capacidad de donar electrones y atomos de hidrégeno, ademas poseen actividad
inmunomoduladora (55). Se les puede dar algunos usos comunes, como la accién
de ser vasodilatadores y vasos protectores, ademas de antitrombdticos,

antilipémicos o antiescleroticos (44).

Dentro de los polifenoles, encontramos a los flavonoides que presentan funciones
antioxidantes y atrapadoras de radicales libres, lo que se traducen en acciones anti
carcinogénicas. Los compuestos fendlicos o polifendles son sustancias quimicas,

considerados como metabolitos secundarios de las plantas (52).
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La capacidad antioxidante descrita por distintos polifenoles, se puede considerar
como la actividad biologica responsable del efecto preventivo que se les atribuye

sobre determinadas enfermedades (52).

Figura 8: Tipos y estructuras quimicas de algunos polifenoles.

Flavonoides . Acidos fendlicos Estilbencs Lignanos

Catequina - Acido gélico Resveratrol Secoisolariciresinol

Fuente: Juli et al., (2011) (52)

Los antioxidantes bloquean la oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) in vivo y muestran una capacidad protectora superior al a-
tocoferol en la inhibicién de esta oxidacion (5). Ademas, pueden reducir la
actividad de la HMG-CoA reductasa in vivo (56).

- Accién neuro protectora: Los polifenoles tienen la capacidad de proteger

las células del sistema nervioso frente a inductores del estrés oxidativo
como la proteina B-amiloide, la cual se acumula en las neuronas durante la
enfermedad de  Alzheimer. Estos compuestos proporcionan
neuroproteccién a las neuronas dopaminérgicas (NDA) mediante diversas
vias de senalizacion que reducen la formacion de citocinas proinflamatorias
y la apoptosis (55).

- Accioén Antiinflamatoria: Poseen la capacidad antiinflamatoria a través de

la inhibicién de las enzimas ciclooxigenasa (COX-2) y lipooxigenasa,
implicada en la cascada inflamatoria del acido araquidénico (56).

- Accién Antialérgica: Los polifenoles actuan en la prevencion y manejo de

pacientes con dermatitis atopica y manifestaciones alérgicas cutaneas,
reduciendo la inflamacién y el prurito en la piel. Ademas, su consumo
parece aliviar las manifestaciones alérgicas respiratorias al inhibir la
respuesta Th2 (56).
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a.1) Clasificacion de los compuestos fenodlicos

La naturaleza de los polifenoles puede variar desde moléculas simples como
los acidos fendlicos hasta compuestos polimerizados, como son los taninos, en
su mayoria suelen estar unidos a glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa,
xilosa, acido glucorénico y galactorénico. Se clasifican en cuatro familias en
funcién del numero de anillos fendlicos y de los elementos estructurales unidos

a esos anillos flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos (52).

a.2) Actividad biolégica de los compuestos polifendlicos

Los efectos utiles para la salud de los compuestos polifendlicos radica en su
potencial antioxidante. Como, por ejemplo, los taninos que poseen posibles
efectos en la prevencion del timpanismo o meteorismo animal, también que
evitan prevalencia de enfermedades cardiovasculares principalmente a la
reduccién en los niveles de triglicéridos, colesterol y LDL-colesterol en plasma,
y la inhibicién de la agregacion plaquetaria. Otros estudios con roedores han
demostrado que el uso de extractos de especias con contenido de polifenoles

tiene efectos quimioprotectores, ademas de una actividad antiinflamatoria (57).

2.3.3. Método de determinacion de la actividad antioxidante y

cuantificacion de polifenoles totales

2.3.3.1. Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil)
El DPPH-. (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es un radical libre que tiene una
estructura quimica estable, lo que significa que no se descompone faciimente
en condiciones normales (52). La molécula de DPPH en disolucién metandlica
presenta un color violeta intenso con una fuerte absorcién a 515 nm. Cuando
se mezcla con una sustancia que puede donar un atomo de hidrogeno
(antioxidante), el DPPH- se reduce con la pérdida del color violeta, tornandose

de violeta a un amarillo palido (58).
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2.3.3.2. Método Espectrofotométrico de Folin- Ciocalteau
El método de Folin-Ciocalteu se basa en la reaccion de los compuestos
fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico, lo que produce una
coloracion azul que puede ser determinada espectrofotométricamente a 765
nm (46). La pérdida de coloracion es por reduccion ocasionada por los fenoles

que reducen al reactivo de Folin-Cicalteu (59).

Figura 9: Reaccion quimica del reactivo Folin Ciocalteu con cambio de coloracion

OH OH

Reactivo de Folin
(W*, Mo®) color
amarillo

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

Fuente: Garcia et al.. (2001) (46)

2.4. Glosario de términos

a)

b)

d)

EROs: Las especies reactivas del oxigeno son compuestos que se generan
principalmente en la mitocondria durante los procesos metabdlicos, mediante
reacciones de oxidacion-reducciéon que tienen lugar en los complejos de
transferencia de electrones. En estos procesos, el oxigeno actua como el ultimo
aceptor de electrones (60).

Radical Libre: Son atomos o grupos de atomos que poseen un electron
desapareado lo cual los hace moléculas reactivas, pero para alcanzar la
estabilidad captan un electrén de moléculas estables electroquimica (47).
Antioxidante: 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 dano celular y el desarrollo de patologias cronicas (50).

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 (61).
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e) Estrés oxidativo: Es un proceso bioquimico de perdida de electrones, pero
cuando la oxidacion es excesiva se presenta el estrés oxidativo (62).

f) DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracil es un radical libre constante que puede
conseguirse directamente sin una preparacidn previa, ademas de ser muy

estable en un medio organico (52).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1. Material botanico
Especies Vegetales del género Piper de nombre cientifico Piper aduncum
L. “Matico”, Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara” y perteneciente a la

provincia de la Convencion, Quillabamba.

3.1.2. Materiales de campo

K2
*

R?
*

Papel Craf

R
%

Papel Periddico

K2
L <4

Cuaderno de campo

R
%

Céamara Digital
Alcohol de 70°

Machete

R 2
% %

R
%

Caja de Tecnopor

2
L <4

Planchas de Cartulina

K2
%

Repelente

R
L <4

Atomizador

R
L <4

Botas de Jebe

2
%

Sombreros

2
L <4

Equipo de Proteccion Personal

3.1.3. Materiales de escritorio
« Computadora con Software
« Camara del Celular
« Impresora Canon G3130

+ Papel Bond

3.1.4. Materiales de laboratorio
+ Crisoles de porcelana

« Envase de vidrio color ambaro

DS

* Mortero de porcelana

« Embudo de vidrio
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Papel Filtro

Papel Aluminio

Tamizador

Tubos de ensayo de 5ml, 10 ml,
Vaso de Precipitacion

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

Mecheros

Pisetas

Micropipeta de 100 uL y 1000 L
Fiolas de 10 ml, 25 mL y 100 mL

Puntas para las micropipetas

3.1.5. Equipos de laboratorio

2 R O 2
% % % L <4

R
%

Estufa
Espectrofotdmetro
Balanza Analitica
Vortex

Bario isotérmico

Centrifuga

3.1.6. Reactivos

O 2 O
% °o* %

2
L X4

Alcohol 70°

Agua destilada
Etanol 40 %

Etanos 70%

Etanol absoluto
Acetona

Eter

Metanol

Reactivo Dragendorff
Reactivo de Baljet
Reactivo de Folin Ciocalteu
Reactivo DPPH

Reactivo de Fehling Ay B
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« Hidroxido de sodio al 10%

Cloroformo

R
L <4

Acido Sulfurico

R
4

R
%

Anhidrido acético

2
%

Cloruro férrico

O
%

Acido galico

2
°o

Trolox

O
L34

Carbon activado

3.1.6. Otros
+ Viaticos de Viaje
« Movilidad

3.1.7. Software para el trabajo
< Microsoft Office 2021
< Microsoft Excel 2021

3.2. Disefio metodolégico
3.2.1. Tipo de estudio
El tipo de estudio es descriptivo, que establece la relacion que existe entre dos
variables: Independiente (la concentracion de los extractos alcohdlicos al 70%
de las hojas y tallos de las especies vegetales Piper aduncum L. “Matico” y
Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”’), y dos variables dependientes
(cuantificacion de polifenoles totales y determinacion de la actividad

antioxidante).

3.2.2. Diseio de la investigacion
En este estudio se propone un disefio cuasiexperimental por la cuantificacion
de polifenoles y la determinacion de antioxidante. Se manipuld la variable
independiente (concentracion de los extractos) para observar los resultados en

las variables dependientes. (63)
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3.2.2.1. Para el ensayo de cuantificacion de polifenoles totales
Tabla 1. Diserio Cuasiexperimental para la cuantificacion de polifenoles totales

por método Folin-Ciocalteu.

GRUPO MUESTRAS DE MEDICION DE LA
ESTRACTO ABSORBANCIA

G1l-a X1-a O1-a
G2-a X2-a 02-a
G3-a X3-a 0 3-a
G4-u X4-u 0 4-u
G5-u X5-u 0 5-u
G6-u X6-u 06-u
G-C X-c 0-c

Gb | - 0-b

Fuente: Elaboracién Propia (2023)

Donde:

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

X-c: Patron Acido Galico

X1-a, X2-a, X3-a: Muestras de extracto de Piper aduncum L.

X4-u, X5-u, X6-u: Muestras de extracto de Pothomorphe umbellata L.
---: Ausencia de tratamiento

0 1-a ... 0 b: Medicion de la absorbancia

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

Tabla 2. Disefio Cuasiexperimental para la actividad antioxidante por el método
DPPH.

GRUPO MUESTRAS DE MEDICION DE LA
ESTRACTO ABSORBANCIA

G1l-a X1-a O1-a
G2-a X2-a 02-a
G3-a X3-a 0 3-a
G4-u X4-u 0 4-u
G5-u X5-u 05-u
G6-u X6-u 06-u
G-C X-c 0-c

Gb | e 0-b

Fuente: Elaboracion Propia (2023)

Donde:

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

X-c: Patrén trolox

X1-a, X2-a, X3-a: Muestras del extracto de Piper aduncum L.

X4-u, X5-u, X6-u: Muestras del extracto de Pothomorphe umbellata L.
---: Ausencia de tratamiento

0 1-a ... 0-b: Medicion de la absorbancia
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3.3. Variables implicadas
3.3.1 variable independiente

3.3.1.1 Extractos Etandlicos al 70% de las Especies Vegetales Piper
aduncum L. (“Matico”) y Pothomorphe umbellata L. (“Sajra

mascara”)

a) Definicién conceptual: Proporciéon cantidad de muestra botanica con

metabolitos secundarios (soluto) y la cantidad de etanol de 70° (disolvente)
(64).

b) Definicién operacional:

* Naturaleza: Cuantitativa

* Tipo de medicion: Directa

* Unidad de medida: mL

¢ Indicador: Concentracion de alcohol

» Escala de medicién: De razén

= Instrumento de medicién: Probeta, Pipetas

» Método: Maceracion

* Procedimiento de mediciéon: Se procedié6 a pesar la cantidad
necesaria en mg y/o gr de las muestras vegetales pulverizadas y se
disolvié en ml de disolvente (alcohol al 70%) el cual se utilizé para
determinar la actividad antioxidante y la cuantificacion de polifenoles

totales.
3.3.2 Variable dependiente

3.3.2.1. Cuantificacion de Polifenoles Totales de las Especies
Vegetales Piper aduncum L. “Matico” y Pothomorphe

umbellata L. “Sajra mascara”

a) Definicion conceptual: Consiste en un proceso mediante una técnica

espectrofotométrica y mediciones de las absorbancias el cual constata la
cantidad de metabolitos secundarios (polifenoles) en un extracto
hidroalcohdlico (65).

b) Definicidn operacional:

= Naturaleza: Cuantitativa
» Tipo de medicién: Indirecta
= |ndicador: Absorbancias
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Unidad de medida: nm

Escala de medicién: De razén

Instrumento de medicién: Espectrofotometro

Método: Folin-Ciocalteu

Procedimiento de medicién: Se prepararon las soluciones a
partir de los extractos secos de ambas muestras, luego de
homogenizar y esperar 30 minutos la reaccién del extracto con el
reactivo Folin-Ciocalteu se midi6 la absorbancia a 510 nm
Expresion final de la variable: [ ] de polifenoles en unidades de

medida g/mL eq-AG

3.3.2.2. Actividad antioxidante del extracto etandlico de las especies

vegetales Piper aduncum L. “Matico” y Pothomorphe

umbellata L. “Sajra mascara”

a) Definiciéon conceptual: Consiste en la capacidad que tiene una sustancia

de secuestrar el radical 2,2-difenil-1- picril-hidrazilo (DPPH), también le

otorga una coloracién morada caracteristica que después cambiara amarillo

lo cual indica la eficacia captadora del extracto (65).

b) Definicién operacional:

Naturaleza: Cuantitativo

Tipo de medicioén: Indirecta

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

Escala de medicion: De razén

Instrumento de medicion: Espectrofotometro UV-Visible.

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

Procedimiento de medicién: Se elaboré una curva patron trolox
para determinar la capacidad antioxidante del estandar; para el
tratamiento de las muestras se observé una coloracion morada
cuando se colocaron los ml de los extractos hidroalcohdlicos de las
especies vegetales y el reactivo DPPH en un tubo de ensayo
cubierto y protegido de la luz, las muestras fueron incubadas a
temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se medira la
absorbancia a una longitud de onda de 510 nm, el viraje de color es

un indicativo de la captacion del radical DPPH.
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= Expresion final de la variable: % de captacion de radicales
libres e IC50.

3.4. Variables no implicadas
De la especie vegetal Piper aduncum L. “Matico” y Pothomorphe
umbellata L. “Sajra mascara” en estudio:
Se tomara en cuenta:
v’ Estadio de Crecimiento: Etapa de desarrollo que se realizara la
recoleccion de datos.
v Lugar de Recoleccién: Ubicacion geografica en el que se recolectara la
planta.

v" Temporada de recoleccion: Fecha en el cual se realizara la recoleccion
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3.5. Procedimiento de la investigacion

3.5.1. Preparacion de los extractos etandlicos al 70 % de las especies vegetales
Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L.

Se realiz6 el secado en estufa a una temperatura aproximada de 38 °C durante 24
horas, con el fin de obtener el material vegetal pulverizado de ambas especies.
Posteriormente, se pesaron 350 g de cada muestra pulverizada y se colocaron en
frascos color ambar. A cada frasco se le anadié etanol al 70% en cantidad suficiente
para cubrir completamente la muestra, y se dej6 macerar durante 8 dias.
Transcurrido este periodo, se procedi6 a filtrar los extractos con carbdn activado para
liberar el extracto de la clorofila y se almacenaron en frascos color ambar.

Ambos extractos, provenientes de las dos especies vegetales, se llevaron a
sequedad a una temperatura de entre 37 y 40 °C. Los extractos secos obtenidos se
almacenaron en recipientes herméticos a 4 °C, hasta la realizaciéon de las pruebas

correspondientes.

3.5.2. Porcentaje de humedad de Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata
L.

Se pes6 5g de la muestra vegetal fresca y se colocd en una placa Petri por triplicado.
Luego, las placas Petri se pusieron en una estufa que estara graduada a 50 °C
durante 24h. Finalmente, habiéndose obtenidos pesos constantes se procedié a

realizar los calculos, para el cual se aplicé la siguiente féormula:

M —
%*100%

1

%H =

Donde:
%H: Porcentaje de Humedad
M1: Peso de la muestra fresca

M2: Peso de la muestra seca.
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3.5.3. Porcentaje de Rendimiento de los extractos hidroalcohodlicos Piper
aduncum L. y Pothomorphe umbellata L.
Los extractos hidroalcohdlicos fueron filtrados utilizando embudos y recolectados
en frascos color ambar. El residuo sdlido, junto con el papel filtro, se deposité en
una placa Petri y se secé en estufa a una temperatura de entre 35y 40 °C durante
24 horas. Para calcular el porcentaje de rendimiento, se empled la siguiente

féormula:

%R = %* 100%

1
Donde:
%R: Porcentaje de Rendimiento.
W1: Peso inicial de la muestra seca molida.

W?2: Peso final del extracto.

3.5.4. Prueba de solubilidad del pulverizado de hojas y tallos de Piper
aduncum L. y Pothomorphe umbellata L.

Se dispuso 1 g de extracto seco en pequefias placas Petri, a las cuales se les afiadid

1 ml de diferentes solventes: cloroformo, éter, etanol al 70%, etanol al 40%, agua

destilada, acetona y etanol absoluto. Luego, se agitd la mezcla y se observé la

solubilidad del extracto en cada solvente.

3.5.5. Analisis fitoquimico cualitativo de las hojas y tallos de Piper aduncum
L. y Pothomorphe umbellata

- Azucares reductores: En dos tubos de ensayo se colocé 1mL de los extractos
por cada muestra y se colocé 0.5mL de reactivo de Fehling A y Fehling B, luego
se procedid a llevar a bano isotérmico o ebullicion y con la presencia de un color
naranja / rojo ladrillo nos indicé una prueba positiva (67).

- Flavonoides: En dos tubos de ensayo se colocd 1 mL de los extractos, seguido
de un pedazo de limadura de magnesio y 3 gotas de acido clorhidrico concentrado
(Reactivo Shinoda). La aparicion de una coloracion naranja y/o amarilla indicé una
prueba positiva (46).

- Fenoles: En dos tubos de ensayo se colocaron 1 mL de los extractos, y luego se
afadieron 3 gotas de cloruro férrico (FeCls). La aparicion de una coloracion

purpura o violeta indicé un resultado positivo (46).
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- Quinolonas: En dos tubos de ensayo se colocaron 1 mL de los extractos acuosos,
con hidroxido de potasio al 10% luego calentar suavemente la mezcla para
favorecerla reaccion obteniendo un color amarillo que indicé un resultado positivo
(67).

- Alcaloides: En dos tubos de ensayo se colocaron 1 mL de los extractos. Estos se
llevaron a bafio maria hasta evaporar por completo el solvente. El extracto seco
obtenido se solubilizé con acido clorhidrico, se calento ligeramente y se afiadié 3
gotas del reactivo de Dragendorff. La aparicion de un precipitado rojo ladrillo indico
un resultado positivo (67).

- Saponinas: Se realiz6 con la prueba de espuma, en la que se colocé una pequena
cantidad de muestra en un tubo de ensayo con agua y se agitdé vigorosamente
durante 30 segundos. La formacién de espuma que perdura durante mas de 3
minutos indic6 un resultado positivo (46).

- Taninos: En dos tubos de ensayo se colocaron 1 mL de los extractos, y luego se
afiadieron 3 gotas de cloruro férrico (FeCls). La aparicion de una coloracion azul
oscura o verde indicé un resultado positivo (46).

- Esteroides: Se tomaron 2 mL de los extractos y se llevaron a sequedad. Al
extracto seco obtenido se le afadieron 1-3 mL de cloroformo hasta solubilizarlo.
Luego, se anadié 1 mL de anhidrido acético y, finalmente, 3 gotas de acido
sulfurico. La aparicion de una coloracion verde intensa indicé un resultado positivo
(46).

- Lactonas sesquiterpénicas: Se tomaron 3 mL de los extractos y se llevaron a
sequedad. A los extractos secos obtenidos se le afiadieron 2 mL de etanol y 2-3
gotas del reactivo de Baljet, el cambio de coloracion de naranja a rojo nos indico

un resultado positivo (46).

3.5.6. Cuantificacion de polifenoles método de Folin - Ciocalteu de Piper aduncum
L. y Pothomorphe umbellata L.
Para la determinacion de polifenoles totales se llevd a cabo mediante el método de
Folin-Ciocalteu. Este método se fundamenta en la capacidad reductora de los
polifenoles. Se utilizé una mezcla de acido fosfowolframico (H3[PW1,040]) ¥
fosfomolibdico (H3[PMo,,0,0]), que inicialmente produce una coloracion amarilla.
En un medio basico proporcionado por carbonato de sodio, esta mezcla cambié de
color de amarillo a azul en diversas tonalidades, debido a la reaccion de reduccién

causada por los fenoles. Estos compuestos fendlicos reducen el reactivo de Folin-
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Ciocalteu, formando complejos como los 6xidos azules de wolframio (WgO,3) y
molibdeno (MosOz23). La absorbancia se mide a una longitud de onda de 760 nmy
los resultados se expresan en miligramos de acido galico por gramo de peso seco.
Para realizar la extraccion de polifenoles de las muestras, se pesé 1.0293 g de
extracto seco de Matico y 1.0155 g de extracto seco de Sajra mascara, se disolvié
en agua caliente, finalmente se aforé a 100 mL el cual fue almacenado de manera

hermética a 4 °C hasta realizar la prueba.

3.5.6.1. Cuantificacion de polifenoles totales de Piper aduncum L. y
Pothomorphe umbellata L. y elaboracion de la curva patrén de acido
galico.

Se preparo una curva patrén de acido galico con una concentracion de 0.5 g/L. como

referencia. Las concentraciones y cantidades correspondientes se detallaron en la

Tabla N°4. La mezcla total se homogenizo en un vortex durante 30 segundos y

luego se coloco en un bafio isotérmico a 45 °C durante 30 minutos. La absorbancia

se ley6 a 760 nm contra el blanco. Finalmente, la concentracién de polifenoles se

determiné utilizando la curva patron de acido galico.
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Tabla 4. Procedimiento para la preparacion

muestras de estudio.

de la curva patron de acido galico y

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

Blanco 0 0 1 2 25 0
P-1 80 0.160 0.840 2 2.5 0
P-2 70 0.140 0.860 2 25 0
P-3 60 0.120 0.880 2 2.5 0
P-4 50 0.100 0.900 2 2.5 0
P-5 40 0.080 0.920 2 2.5 0
P-6 30 0.060 0.940 2 25 0
P-7 15 0.030 0.970 2 25 0
P-8 5 0.010 0.990 2 2.5 0
M-1 0 0 0.5 2 2.5 0.5
M-2 0 0 0.5 2 2.5 0.5
M-3 0 0 0.5 2 2.5 0.5
S-1 0 0 0.5 2 2.5 0.5
S-2 0 0 0.5 2 2.5 0.5
S-3 0 0 0.5 2 2.5 0.5

Fuente: Elaboracion propia (M: Matico y S: Sajra mascara)

3.5.7. Actividad antioxidante in vitro método DPPH ((2,2-difenil-1 picrilhidracilo) de
Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L.
La capacidad antioxidante se evalud utilizando el método desarrollado por Brand-
Williams et al. Este método implicé la reaccion de una concentracién del extracto con
el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Inicialmente, el radical DPPH tiene un color
azul-violeta en medio metandlico, el cual va cambiando hacia el color amarillo debido a
la donacion de electrones por parte del extracto antioxidante. La absorcion de esta
reaccion se midioé a una longitud de onda de 517 nm, y la diferencia en las absorbancias

permitié cuantificar la capacidad del extracto para captar radicales libres.
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3.5.7.1. Preparacion de la solucion de DPPH.

Se preparé una soluciéon de DPPH con una concentraciéon de 0.096 mM, para lo cual se
disolvieron 3.9 mg de DPPH en 10 mL de metanol. Luego, se midieron 5 mL de esta
solucion de DPPH y se aforaron a 50 mL. Finalmente, la solucién se dejo reposar

durante 30 minutos en la oscuridad para la activacion del reactivo (46).

3.5.7.2. Preparacion de la curva de calibracion

Se prepard una solucién estandar de patrén Trolox 0.5 mM (125 ug/mL), y en tubos de
ensayo completamente limpios se colocaron los reactivos en el orden correspondiente
a la tabla N°5, 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 leen las absorbancias a 517nm y con los datos

obtenidos se procedié a elaborar la curva de calibracion. (46)

Tabla 5. 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

Fuente: Elaboracién propia.

41



3.5.7.3. Preparacion de las muestras.

Se prepard 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 realizd diluciones

sucesivas como se muestra en el siguiente diagrama de los extractos secos que

proviene de los extractos secos de las muestras.

Figura 10: Procedimiento DPPH.

. + 1ml +1ml +1ml + 1ml +1ml
MeOH MeOH M=0H MzOH MeOH
] - & ] - -
1mil imil imil imil
/'/ \\
/ A
I\ |
& 1 0.500 0.250 0.125 0625
Sol. Madre mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
10mg/10mL

Fuente: Elaboracion propia.

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

siguiente orden de acuerdo al siguiente cuadro.

Tabla 6. Preparacion de las muestras de acuerdo a cada dilucion.

(Sajra

Conc. (Matico) mascara) DPPH 0.096 Mm Tiempo en
mg/mL (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 espectrofotometro, y se calcul6 el porcentaje de inhibicion del radical DPPH con

la siguiente formula.

Absorbancia Control — Absorbancia Muestra> 100
*

% de Inhibicion DPPH: ( Absorbancia Control
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Ensayos preliminares
4.1.1. Porcentaje de humedad Piper aduncum L. “Matico” y Pothomorphe
umbellata L. “Sajra mascara”
Tabla 4. 1 Porcentaje de humedad de Piper aduncum L. “Matico” y Pothomorphe

umbellata L. “Sajra mascara”

Muestra | Muestra Fresca Materia Seca Porcentaje
de Hojas y de Hojas y Porcentaje de | de Humedad
Tallos Tallos Humedad (%) (%)
(9) (9)
M-1 5.073 1.392 72.560
M-2 5.159 1.437 72.145 72.550
M-3 5.068 1.371 72.947
S-1 5.038 1.518 69.868
S-2 5.018 1.510 69.908 69.846
S-3 5.050 1.527 69.762

Fuente: Elaboracion propio M: Matico; S: Sajra mascara.

La tabla 4.1 muestra que el porcentaje de humedad de Piper aduncum L. ("Matico"), dio
un promedio de 72.55%, mientras que Pothomorphe umbellata L. ("Sajra mascara") de
69.84%. Estos valores muestran una alta concentracion de humedad, por lo cual se
implementd un cuidado adicional en el manejo de las muestras vegetales evitando de
esta manera la exposicion prolongada de la muestra al medio ambiente y una humedad

mayor.

Andlisis y discusion de resultados

El autor Espinoza Luna (2018) (68) reporté un porcentaje de humedad para Piper
aduncum L. (Matico) un valor de 77,23% £ 0,70%, un valor que se atribuye a su entorno
humedo y su habitat, caracterizado por un clima humedo. Este resultado presenta una
ligera diferencia con el promedio de 72.55% obtenido en el presente estudio para la
misma especie. Por otro lado, Sharapin (2000) (69) indicé que el porcentaje de
humedad de las hojas frescas oscila entre el 20% y el 75%, valores considerados
normales. Sin embargo, Reza (2011) (70) indica en su investigacion que las hojas de

Matico presentaban un porcentaje de humedad del 84,29%. También la autora
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Pullaguaria Ochoa (2014) (21) menciona una humedad del 80% en las hojas de Piper
umbellata L.

A partir de lo anterior, los resultados obtenidos en este estudio muestran una ligera
diferencia respecto a los reportados por otros autores. Se encontré que el Matico
presentd un promedio de 72.55% y la Sajra mascara un promedio de 69.85%, ambos
valores elevados. Esto sugiere que la alta humedad del entorno podria influir en estos

resultados, dado que ambas son especies vegetales de clima humedo.

4.1.2. Determinacion de la solubilidad del extracto etandlico al 70% de Piper
aduncum L. “Matico” y Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”
Tabla 4. 2 Solubilidad del Extracto etandlico al 70% de Piper aduncum L. “Matico” y
Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”

Caracteristicas Piper aduncum L. Pothomorphe umbellata L.
(Matico) (Sajra mascara)

Agua Destilada +++ +++
Metanol +++ ++
Etanol 40% ++ ++
Etanol 70% ++ ++
Etanol Absoluto - -
Acetona - -
Cloroformo - -
Eter - -

Leyenda: * Muy soluble: +++ « Soluble: ++ » Poco soluble: + ¢ Insoluble: -
Fuente: Elaboracion propio
En la tabla 4.2 se observa los resultados de las pruebas de solubilidad, haciéndose
uso de diferentes solventes para ambas muestras vegetales, se puede apreciar que
los extractos secos son muy solubles (+++) en agua destilada, solubles (+++) en
metanol y etanol al 40%, e insolubles (-) en etanol absoluto, acetona, cloroformo y

éter; esto se pueden verificar en el anexo N°3.

Analisis y discusion de resultados

Segun Varillas Alania et al., (2018), (71) , en su estudio sobre la especie vegetal
Piper aduncum L. (Matico), se demuestra que el extracto seco de Matico es soluble
en alcohol de 96° y en agua destilada, siendo estos los principales solventes. Este
dato coincide con lo observado en Pothomorphe umbellata L., donde también se
evidencio su solubilidad en agua destilada y etanol en diversas concentraciones.

Asimismo, se sefala que el extracto seco de Matico no es soluble en compuestos
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apolares como éter etilico, cloroformo y acetona. Estos resultados son consistentes
con los obtenidos para Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L., ya que
tampoco son solubles en dichos solventes. La autora Pullaguaria Ochoa (2014),
menciona en su investigacién que la especie Pothomorphe umbellata L. es soluble
en metanol. Este dato coincide con lo reportado, ya que las muestras estudiadas

también son solubles en metanol.

4.1.3. Porcentaje de rendimiento del extracto etandlico al 70 % de Piper
aduncum L. “Matico” y Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”
Tabla 4. 3 Porcentaje de Rendimiento de los Extractos de Piper aduncum L.

“Matico” y Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”

Cantidad de

Cantidad de

Porcentaje de

Muestra Materia Prima | Materia Seca Rendimiento
(9) (9) (%)
Piper aduncum L. (Matico) 350 290.05 17.12
Pothomorphe umbellata L. 350 295.09 15.68

(Sajra mascara)

Fuente: Elaboracion propio

En la tabla 4.3 se puede evidenciar que a partir de 350 gr de materia prima de Matico
y Sajra mascara, se obtuvo un resto sélido de 290.05 g en Matico y 295.09 g en el
caso de Sajra mascara, lo que resulta en un porcentaje de rendimiento del 17.12%
para Matico y del 15.68% para Sajra mascara. A partir de estos resultados obtenidos,
podemos inferir que el porcentaje de rendimiento de Piper aduncum L. es mayor en

un 1.44% a Pothomorphe umbellata L.

Analisis y discusion de resultados

Segun el autor Carmona et al, 2014 (72) , quien estudio 9 plantas del género Piper,
los porcentajes de rendimientos obtenidos a partir de 1 kg de materia seca fueron
mas elevados: el 30 % corresponde a Piper auritum L. y Piper amalago L., mientras
que el 19.4 % corresponde a Piper aduncum L. El resto de las especies vegetales
obtuvo rendimientos de entre 21 % y 28 %.

En el presente trabajo de investigacidén se obtuvo un porcentaje promedio del 17.12
% para Matico, el cual coincide con el mencionado para Piper aduncum L. en el
estudio del autor Carmona et al. 2014, puesto que para obtener dicho porcentaje se

utilizé aproximadamente 350 g de materia seca. Por lo tanto, si se hubiera usado una
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cantidad mas elevada de materia seca, se podria haber obtenido un porcentaje de
rendimiento mas alto. Asimismo, el autor Pullaguaria Ochoa (2014) (21) menciona
en su trabajo de investigacién sobre la especie Pothomorphe umbellata L. un
porcentaje de 6.47 % a partir de un extracto con hexano. Por otro lado, la autora
Paredes et al. (2014) (73) sefiala que el porcentaje de rendimientos de la especie
Piper obliquum L. es 14.92 %, Piper brasiliensis L. es 14.50 %, y Piper jalapensis L.
posee 13.95 %. Estos datos difieren ligeramente de los obtenidos en el presente
estudio, ya que se registré un porcentaje ligeramente mas elevado para Matico y
Sajra mascara.

4.1.4. Anadlisis fitoquimico cualitativo del extracto etanélico al 70 % de Piper

aduncum L. “Matico” y Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”
Tabla 4. 4 Estudio fitoquimico cualitativo del extracto etandlico al 70% de Piper

aduncum L. “Matico” y Pothomorphe umbellata L. “Sajra méscara”

Metabolito Reactivo Piper Pothomorphe
aduncum L. umbellata L.
(Matico) (Sajra mascara)
Flavonoides Rvo. Shinoda +++ ++
Fenoles Fe Cls + ++
Quinonas K OH + +
Taninos Fe Cls + +
Azucares Rvo. Fehling Ay B + ++
Reductores
Alcaloides Rvo. Dragendroff + -
Lactonas Rvo. Balget ++ +
Sesquiterpenicas
Rvo. Lieberman +
Esteroides Burchard -
Saponinas Espuma - ++

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

Fuente: Elaboracion propio
En la tabla 4. 4 se puede verificar que en la muestra de Piper aduncum L. se confirmé
la presencia de flavonoides en abundante cantidad (+++), lactonas sesquiterpénicas
en cantidad regular (++), y compuestos fendlicos, quinonas, taninos, alcaloides y
azucares reductores en poca cantidad (+). Ademas, se observo la ausencia (-) de
esteroides y saponinas. Por otro lado, la muestra vegetal Pothomorphe umbellata L.
presentdé una cantidad regular (++) de flavonoides, compuestos fendlicos, azucares
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reductores y saponinas, y poca cantidad (+) de quinonas, taninos, lactonas

sesquiterpénicas y esteroides. Finalmente, se evidencio la ausencia (-) de alcaloides.

Anadlisis y discusion de resultados

Segun el autor Bermudez Riofrio (2017) quién estudié la especie vegetal Piper
peltatum L., que pertenece a la misma familia que Piper aduncum L. y Pothomorphe
umbellata L., demostré la presencia de flavonoides, fenoles, taninos y azucares
reductores. Ademas, sefialé la ausencia de saponinas, lo cual concuerda con el
analisis realizado en la muestra de Matico, pero difiere en el caso de Sajra mascara,
que si posee saponinas. Por otro lado, el trabajo de investigacién del autor Soto
Vasquez (2015), reveld que en la especie Piper peltatum L. se encontraba en poca
cantidad la presencia de alcaloides y esteroides, lo cual contrasta con los resultados
obtenidos en el presente estudio, donde se identificé la presencia de ambos. En la
muestra de Matico, se encontraron alcaloides, pero no esteroides, lo que difiere de
lo reportado por el autor. En cuanto a Sajra mascara, se identificaron alcaloides, pero
no esteroides, lo que nuevamente contrasta con los resultados del autor
mencionado. Finalmente, el estudio reportado por Mendoza et al. (74) también
demostré la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos en la especie Piper

aduncum L., lo cual concuerda con los hallazgos del presente estudio.
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4.2. Determinacion de polifenoles totales del extracto etandlico al 70% de Piper
aduncum L. (“Matico”) y Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara”)
4.2.1. Curva de calibracién de acido galico y muestras

Tabla 4. 5 Elaboracién de la curva patrén de Acido Gélico

Acido Acido
Patrén galico galico Absorbancia
(ug) (uL) promedio

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

Piper aduncum L. - - 0.655

(Matico)
Pothomorphe umbellata L. - - 0.467
(Sajra mascara)

Fuente: Elaboracion propio

Figura 11: Curva Patrén de Acido Galico
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Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 4.5 se presentan los datos detallados de la curva de calibracion de acido

galico, donde se han registrado 8 puntos de referencia. Ademas, se incluyen las
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absorbancias promedio de las muestras de Piper aduncum L. y Pothomorphe
umbellata L. Estos datos proporcionan una base para la determinacién cuantitativa de
polifenoles totales en las muestras analizadas.

En la figura N°11 se muestra de manera grafica la relacién lineal entre la concentracion
de acido galico y las absorbancias registradas. Segun esta grafica se presenta una
ecuacién de recta con pendiente positiva: y=0.0381x+0.0031. Este modelo de
regresion lineal ajustado, presenta un coeficiente de determinacion R?=0.9972. Este
valor indica que aproximadamente el 99.72% de la variabilidad en las absorbancias
medidas, puede ser explicada por la concentracion de acido galico, mostrando asi una

alta fiabilidad y precision del ajuste lineal.

4.2.2. Contenido de polifenoles totales de Piper aduncum L. “Matico” y
Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”
Tabla 4. 6 Contenido de Polifenoles Totales en Piper aduncum L. (“Matico”) y
Pothomorphe umbellata L. (“Sajra mascara’”).

Absorbancia Polifenoles totales
Muestras i) ug Acido galico/lg MS | g Acido galico/100g MS
Matico 0.655 3422 ug/mL eq-AG 0.3503 g/mL eq-AG
Sajra mascara 0.467 2434 ug/mL eq-AG 0.2396 g/mL eq-AG

Fuente: Elaboracion propio

Los resultados obtenidos en la tabla 4.6 sobre la cuantificacion de los polifenoles de
ambas plantas del presente estudio, muestran una diferencia considerable entre los
resultados. Pues para la muestra de Matico, se prepard una solucion de extracto seco
(1.0293 g disueltos en 100 mL de agua destilada), a partir de la cual se obtuvo un
resultado de 3422 pg/mL eq-AG presente en 1.0293 g de materia seca, y 0.3503 g/mL
eg-AG presentes en 100 g de materia seca. En cuanto a Sajra mascara se preparé
una solucion de extracto seco (1.0155 g disueltos en 100 mL de agua destilada), que
resulté en 2434 pg/mL eq-AG presente en 1.0155 g de materia seca y 0.2396 g/mL
eg-AG presentes en 100 g de materia seca.

De esta manera, se puede observar claramente que la cantidad de polifenoles
presentes en la muestra de Matico difiere en 988 ug/mL eq-AG frente a la cantidad de
polifenoles obtenidos en la muestra de Sajra mascara. Ademas, los resultados

obtenidos en base a 100 g de materia seca difieren en 0.1107 g/mL eq-AG.
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Anadlisis y discusion de resultados

En el presente trabajo de investigacidon, se realizaron pruebas fitoquimicas con el
objetivo de identificar la presencia de polifenoles. Tras obtener un resultado positivo
en estas pruebas, se procedié a realizar la prueba de Folin-Ciocalteu, mediante la cual
se cuantificaron los polifenoles, dando como resultado 0.3503 g/mL eq-AG presentes
en 100 g de materia seca de la muestra de Matico, y 0.2396 g/mL eq-AG presentes
en 100 g de materia seca de Sajra mascara.

El autor Alvarado Santillan 2019, menciona que tanto la especie vegetal Piper
peltatum L. como Piper aduncum L. muestran una amplia diversidad de metabolitos,
incluyendo alcaloides, triterpenos, flavonoides, fenoles, taninos, entre otros. Ademas,
destaca que estos metabolitos presentan una significativa capacidad antioxidante;
estos resultados coinciden con los identificados en el presente estudio de ambas
muestras de Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L. Asimismo, el autor Soto
Vasquez (2015), reportd que existe la presencia de flavonoides en las especies
vegetales Piper peltatum L. y Piper aduncum L., ambas especies pertenecientes a la
misma familia poseen una cantidad de 1,8 £ 0,16 y 2,51 + 0,15 g equivalentes a
quercetina /100 g de hoja seca, respectivamente.

La autora Gil Padilla (2019), demostré 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. finalmente de
todo los mencionado anteriormente podemos inferir que la especie vegetal Piper
aduncum L. y Pothomorphe umbellata L. poseen presencia de polifenoles, y las
cantidades dependeran de las cantidades de muestra que se vayan a usar para esta

prueba.
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4.3. Actividad antioxidante mediante la captacion del radical DPPH para el extracto
etandlico al 70% de Piper aduncum L. (Matico) y Pothomorphe umbellata L.
(Sajra mascara)

4.3.1. Patrén trolox.

4.3.1.1. Curva de calibracion del patrén trolox

Tabla 4. 7 Absorbancia y Porcentaje de la Curva Patron Trolox

Promedio Porcentaje de
Trolox 0.5 mM | Absorbancia captacién
(ug) (nm) (%)

0 0.333 0
1.66 0.292 67.8
2.49 0.274 69.8
3.33 0.258 70.91
415 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

En la tabla 4.7 se puede apreciar la curva de calibracion con el patrén de referencia
(trolox), en la cual se tomaron 11 puntos con diferentes concentraciones de manera
creciente. En la tabla se muestra la lectura promedio de las absorbancias obtenidas
mediante el espectrofotometro de las concentraciones mencionadas. Estas
absorbancias nos permitieron calcular el porcentaje de captacion de radical libre Trolox,
por el cual se obtuvo 67.8 % de captacidén a una concentracion de 1.66 ug/mL, un 69.8
% a una concentraciéon de 2.49 ug/mL, un 70.91 % a una concentracién de 3.33 pg/mL,
un 73.16 % a una concentracion de 4.15 pg/mL, un 74.97 % a una concentracion de
4.98 pg/mL, un 77.97 % a una concentracion de 5.81 pg/mL, un 79.48 % a una
concentracion de 6.66 pg/mL, un 84.21 % a una concentracion de 8.3 yg/mL, un 88.83
% a una concentracion de 10 pg/mL, y finalmente un 92.33 % a una concentraciéon de
11.62 pg/mL

52



A partir de estos datos, se puede inferir que “a mayor concentracion del patrén, mayor
captacion del radical libre y mayor porcentaje de actividad antioxidante”, por lo que se
concluye que, al presentar una mayor concentracion del extracto, la capacidad
antioxidante sera mayor.

Andlisis y discusion de resultados

La autora Torres Polanco (2019), (75) realiz6 la determinaciéon de la actividad
antioxidante utilizando como referencia el patron Trolox en concentraciones similares a
las empleadas en el presente estudio. Los valores obtenidos en las lecturas de
absorbancia reflejan similitud con los obtenidos en nuestra investigacién: 0.280 nm para
una concentracion de 1.66 ug/mL, 0.236 nm para 3.33 pg/mL, 0.141 nm para 6.67
Mg/mL y 0.055 nm para 10 ug/mL. Estas absorbancias son comparables a las

registradas en nuestro trabajo.

En conclusion, estos resultados sugieren que el Trolox funciona adecuadamente como
patrén, ya que su capacidad antioxidante es similar o incluso mayor a la de las muestras

analizadas en el presente estudio.

Figura 12: Curva Patrén Trolox Concentracion vs Absorbancia.
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Fuente: Elaboracion propio
En la figura N°12 se muestra el grafico que representa la relacién entre la
concentracion del patrén Trolox, y la absorbancia registrada para cada nivel de
concentracién. Al analizar los datos obtenidos, se calculd un coeficiente de

determinacion R? = 0.9991. Este valor indica que aproximadamente el 99.91% de la
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variacion en la absorbancia (variable dependiente) puede explicarse por la variacién
en la concentracion del patron Trolox (variable independiente). En otras palabras,
existe una fuerte correlacion entre la concentracién de trolox y la absorbancia medida
en el ensayo.

Basandonos en este resultado, se puede inferir que la actividad antioxidante del trolox
es directamente proporcional a su concentracion. Cuando la concentracién de trolox
aumenta, la captacion del radical libre también aumenta de manera significativa. Por
lo tanto, se concluye que la relacion observada en el grafico demuestra que mayores
concentraciones de trolox se correlacionan con una mayor actividad antioxidante.

Figura 13: Porcentaje de Captacion del Radical DPPH Concentracion vs % de

inhibicion.
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Fuente: Elaboracion propio
En la figura N°13 se presenta una representacion grafica de la relacion entre la
concentracién del patrén trolox y el porcentaje de captacion del radical libre DPPH.
Este grafico ilustra cémo varia la capacidad antioxidante del trolox en funcion de su
concentracion. Al analizar los datos, se observa claramente una tendencia positiva,
donde un incremento en la concentracion de trolox se traduce en un aumento
significativo en la capacidad de captacion del radical libre DPPH. Este comportamiento

indica que, a medida que la concentracion del patrén trolox aumenta, también lo hace
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su capacidad antioxidante, lo que sugiere una relacién directa y proporcional entre
ambas variables.

En resumen, del analisis del grafico en la figura N°13 se puede concluir que una mayor

concentracion de Trolox se asocia con una mayor capacidad antioxidante.

4.3.2. Capacidad antioxidante de los extractos etandlicos al 70 % de las especies

vegetales Piper aduncum L.y Pothomorphe umbellata L. y calculo del IC50%.
Tabla 4. 8 Absorbancia y Porcentaje de Inhibicion del Radical DPPH del extracto

etandlico al 70% de Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L.

Porcentaje de Porcentaje
Abs. Inhibicién del Abs. de
Conc. (nm) Radical IC50 (nm) Inhibicién IC50
(mg/mL) (Sajra DPPH. (%) mg/mL | (Matico) | del Radical | mg/mL
mascara) (Sajra DPPH. (%)
mascara) (Matico)
1 0.980 17.726 0.698 41.418
0.5 1.021 14.318 0.814 31.708
0.250 1.047 12.111 4.883 0.889 25.405 1.334
0.125 1.061 10.969 0.943 20.839
0.0625 1.077 9.643 0.959 19.479

Fuente: Elaboracion propio
En la tabla 4.8 se muestran los resultados del porcentaje de captaciéon de radicales
libres del extracto etandlico al 70% de ambas muestras: Matico y Sajra mascara. Se
obtuvieron los siguientes resultados: 17.726 % (Sajra mascara) y 41.418 % (Matico)
para una concentracion de 1 mg/mL de extracto; 14.318 % (Sajra mascara) y 31.708
% (Matico) para una concentraciéon de 0.5 mg/mL de extracto; 12.111 % (Sajra
mascara) y 25.405 % (Matico) para una concentracién de 0.250 mg/mL de extracto;
10.969 % (Sajra mascara) y 20.839 % (Matico) para una concentracion de 0.125
mg/mL de extracto; y por ultimo, para una concentracién de 0.0625 mg/mL se obtuvo
un 9.643 % (Sajra mascara) y 19.479 % (Matico) de captacién del radical libre DPPH.
Finalmente, en los resultados obtenidos, podemos evidenciar que la muestra que tuvo
mayor capacidad de captacion del radical DPPH fue Matico en comparacion con Sajra
mascara. Asimismo, podemos inferir que, a mayor concentracion, mayor capacidad

antioxidante.
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Figura 14: Curva de concentracion vs % de inhibicion del extracto etandlico al 70%

de Sajra mascara frente al radical DPPH y calculo del ICs0%.
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Figura 15: Curva de Concentracion vs Absorbancia del extracto etandlico al 70% de

Matico frente al radical DPPH y calculo del ICs0%.
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En las imagenes N°14 y N°15 se muestra la relacion entre la concentracién del
70% de

extracto etandlico al
respectivamente, y % de inhibicién medida para cada concentracién. En el caso de

las muestras de Sajra mascara y Matico,

Sajra mascara, se obtuvo un coeficiente de determinacién R?=0.9877, mientras que

para Matico se registré un R>=0.9805. Estos valores indican que aproximadamente el
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98.05 % de la variacion en la captacion del radical libre (variable dependiente) puede
ser explicada por la variacion en la concentracion del extracto (variable independiente)
en Sajra mascara, y el 98.77 % en Matico. Esto sefiala una relacion muy significativa
y consistente entre la concentracion del extracto y su capacidad antioxidante, medida
por la captacion del radical libore DPPH.
En consecuencia, se puede inferir que tanto Sajra Mascara como Matico muestran
una asociacion clara entre la concentracion del extracto y su actividad antioxidante. A
medida que aumenta la concentracion del extracto etandlico al 70%, se observa un
incremento correspondiente en la capacidad de captacion de radicales libres, lo que
indica que la actividad antioxidante de estos extractos esta directamente influenciada
por su concentracion. En resumen, los coeficientes de determinacién obtenidos
respaldan la conclusién de que la actividad antioxidante de los extractos de Sajra
mascara y Matico depende significativamente de la concentracion del extracto
utilizado en el estudio.
Figura 16: Porcentaje de captacion del radical DPPH, Concentracion vs Porcentaje de
captacion del radical DPPH del extracto etandlico al 70% de Pothomorphe

umbellata L. (Sajra mascara)
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Fuente: Elaboracion propia
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Figura 17: Porcentaje de captacion del radical DPPH, Concentracion vs Porcentaje de

captacion del radical DPPH del extracto etandlico al 70% de Piper aduncum

L. (Matico).
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Fuente: Elaboracion propia
En la figura N°16 y la figura N°17 se muestra la relacion del extracto etandlico al 70%
de las muestras de Sajra mascara y Matico frente al porcentaje de captacion del
radical libre DPPH por las diferentes concentraciones realizadas de los extractos, de
los grafico mostrados anteriormente se puede concluir que a mayor concentracion del

extracto etandlico al 70% mayor capacidad antioxidante.
Analisis y discucion de resultados

De los resultados mostrados anteriormente de los extractos hidroalcohdlicos al 70%
de Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L., podemos inferir que ambas
muestras pueden inhibir el radical DPPH. Sin embargo, la diferencia radica en que
Piper aduncum L. (Matico) inhibe en mayor cantidad el radical DPPH en comparacion
con Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara). Segun el autor Bermudez Riofrio
(2017), su investigacion demuestra que el porcentaje de captacion del radical DPPH
en la especie Piper peltatum L., que pertenece a la misma familia que las especies
estudiadas en este trabajo, mostré un porcentaje de inhibicion del 15.71 % para una
concentracion de 1 mg/mL del extracto, del 9.46 % para 0.5 mg/mL y del 5.45 % para
0.2 mg/mL. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente estudio para

Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara), cuyos valores fueron similares a los
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expuestos por la autora. En contraste, Piper aduncum L. mostré resultados mas altos
a la misma concentracion de extracto.

Por otro lado, el autor Puertas et al. (2009) menciona que la especie Piper peltatum L.
posee capacidad antioxidante, atribuida a la presencia de metabolitos en su aceite
esencial. Los mismos metabolitos fueron reportados en el presente estudio para las
muestras vegetales de Piper aduncum L. y Pothomorphe umbellata L. Ademas, el
autor Correa et al. (2015), en su investigacion sobre ocho especies de piperaceas,
demostré que las especies Piper eriopodon, Piper crassinervium y Pothomorphe
umbellata L. presentaron una mejor actividad antioxidante gracias a la presencia de
metabolitos como alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides, saponinas vy
antraquinonas, los cuales también estan presentes en las especies de este estudio.
La autora Gil Padilla (2019), aplicando el método DPPH, demostr6 que las hojas de
Piper aduncum L. presentaron actividad antioxidante equivalente a 66.03 £ 5.87 mM
de Trolox por 1 g de muestra seca. Esto indica que las hojas de Piper aduncum L.
(Matico) contienen una buena cantidad de polifenoles y una actividad antioxidante
notable, lo que coincide con los datos reportados en este estudio, ya que Pothomorphe
umbellata L.presento valores de porcentaje de inhibicion del radical DPPH mas bajos.
Asimismo, un estudio realizado por Alvarado Santillan (2019) evidencié que Piper
peltatum L. contiene una alta diversidad de metabolitos con elevada capacidad
antioxidante. De este modo, se confirma que las especies vegetales estudiadas
comparten la misma familia y poseen capacidad antioxidante.

En conclusién, ambas muestras objeto de estudio, Piper aduncum L. y Pothomorphe

umbellata L., tienen capacidad antioxidante y pueden inhibir el radical DPPH.
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1.

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de Piper aduncum L. (Matico) presentd en mayor
cantidad flavonoides y fenoles frente al extracto de Pothomorphe umbellata L.
(Sajra mascara); respecto a la cuantificacién de polifenoles totales se observo
que Piper aduncum L. (Matico) presentdé 988 ug/mL eq-AG por encima de
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara). Ademas, Piper aduncum L. (Matico)
demostré capacidad superior para inhibir el radical DPPH, alcanzando un
incremento del 23.692 % en la concentracion maxima (1mg/mL) del extracto en
comparacion Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara).

El porcentaje de humedad de Piper aduncum L. (Matico) fue del 72.55 %,
mientras que el de Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) alcanzo el 69.84
%. En cuanto a la solubilidad de los extractos al 70 %, Piper aduncum L. (Matico)
mostré una mayor solubilidad en agua destilada y metanol, mientras que
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara) fue mas soluble sélo en agua
destilada. El porcentaje de rendimiento fue del 17.12 % para el Piper aduncum
L. (Matico) y del 15.68 % para la Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara). En
el analisis fitoquimico cualitativo se evidencié que Piper aduncum L. contiene
mas flavonoides en comparacion de Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara)

que ademas presento fenoles y saponinas.

. Los resultados en tanto a las concentraciones de polifenoles totales fueron de

0.3503 g/mL equivalente de acido galico por cada 100 gramos de materia seca
para Piper aduncum L. (Matico), y de 0.2396 g/mL equivalentes de acido galico
por cada 100 gramos de materia seca para Pothomorphe umbellata L. (Sajra
mascara). Al comparar los resultados, se observa que Piper aduncum L. (Matico)
presenta un contenido de 0.1107 g/mL equivalentes de acido galico mayor al de

Pothomorphe umbellata L.

. La actividad antioxidante de los extractos etandlicos mostré un porcentaje de

inhibicion del 41.418 % para Piper aduncum L. (Matico) y del 17.726 % para
Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara), lo que indica que Piper aduncum L.
(Matico) presenta una mayor actividad antioxidante en comparacion con

Pothomorphe umbellata L. (Sajra mascara).
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RECOMENDACIONES

‘A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD
DEL CUSCO’

Fomentar la investigacion, mediante la constante actualizacién de equipos,
reactivos y materiales de laboratorio para estudiantes de posgrado y tesistas
como medida para fomentar la investigacién académica y cientifica. Ademas, la
disponibilidad de supervisidbn y asesoramiento por parte de investigadores
expertos en el campo brindaria un apoyo invaluable para el desarrollo de las

investigaciones de los tesistas.

“A LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y

BIOQUIMICA”

Involucrar a los estudiantes en la investigacion de plantas de manera significativa

y practica, fomentando su curiosidad cientifica y apreciacion por la biodiversidad.

“A° LOS ALUMNOS DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA”

Investigar mas sobre el efecto antiinflamatorio de las plantas estudiadas,
especialmente en Cusco, donde la informacion es escasa. Estos estudios
podrian permitir identificar nuevas opciones terapéuticas.

Realizar estudios adicionales sobre la formulacion de un preparado magistral
con los principios activos de las plantas, para mejorar su absorcién en el
organismo. Estas investigaciones podrian mejorar la eficacia y seguridad de su

uso.
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Anexo N° 1. Ficha de recoleccion de la especie vegetal Piper aduncum L. “Matico”

ANEXOS

Caracteristicas Detalles

Nombre Cientifico

Piper aduncum L.

Nombre Comun

“Matico”

Fecha de Recoleccion

9/11/2023 - 26/11/2023

Nombre de la Localidad

Departamento: Cusco
Provincia: La Convencion
Distrito: Santa Teresa

Comunidad De: Sullucuyo

Tipo de Vegetacion:

Habitad silvestre

Hierba ( )
Tipo Arbusto ( x)
Arbol ()

Comun (x)
Abundancia Escasa ( )
Rara ( )

Tamano

Hasta 3.5 m

Parte Recolectada

Hojas

Tallos

Epoca de Florecimiento

Usos

Antibacterianas, antioxidantes, antifungicas,
antiaterogénicas, antiinflamatorias, antitusigeno y

cicatrizante entre otras.

Nombre Completo del

Informante

-Carlos Radio Figueroa (poblador)

Nombre de los
Recolectores

- Estefani Tapia Maruri

- Marlon Roberto Morochara Soria

Fuente: Tapia, E y Morochara, M ( 2023)
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Anexo N° 2. Ficha de recoleccidén de la especie vegetal Pothomorphe umbellata
L. “Sajra mascara”

Caracteristicas Detalles
Nombre Cientifico Pothomorphe umbellata L.
Nombre Comun “Sajra mascara”
Fecha de Recoleccion 9/11/2023 - 26/11/2023

Departamento: Cusco
Nombre de la Localidad Provincia: La Convencion
Distrito: Santa Teresa

Comunidad: Sullucuyo

habitad silvestre
Hierba (x)
Tipo Arbusto ( )
Tipo de Vegetacion: Arbol ()

Comun (x)
Abundancia Escasa ( )
Rara ( )

Tamano Hasta 1 m

Hojas

Parte Recolectada Tallos

Epoca de Florecimiento

Antibacterianas, antioxidantes, antifungicas,
Usos antiaterogénicas, citotdxicas, analgésicas,

antiinflamatorias, entre otras

Nombre Completo del Carlos Radio Figueroa (poblador)

Informante

- Estefani Tapia Maruri
Nombre de los - Marlon Roberto Morochara Soria
Recolectores

Fuente: Tapia, E y Morochara, M ( 2023)
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Anexo N° 3. Ficha de prueba de solubilidad preliminar fitoquimico de Piper
aduncum L. “Matico” y Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”

Resultado
Prueba SOLVENTEs | ['PeraduncumL. | Pothomorphe umbellata
“Matico” L. “Sajra mascara”
Etanol absoluto - N
Acetona - B
Cloroformo - :
Eter - -
Solubilidad Agua destilada +4+++ P
Metanol +++ "
Etanol 40% ++ —
Etanol 70% ++ ++

Fuente: Tapia, E y Morochara, M ( 2023)
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Anexo N° 4. Ficha de recoleccion de datos

Fecha: ...cocviiviiii i

Cuantificacion de polifenoles totales de la muestra del extracto etanélico al 70% de Piper
aduncum L. “Matico” y Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara” mediante método

quimico del radical Folin- Ciocalteu.

N° de Tubo | Extracto Reactivo Folin- Ciocalteu (mL) | Abs (nm)
B

C1

C2
M1-mat
M2-mat
M3-mat
M1-Saj
M2-Saj
M3-Saj

Actividad antioxidante de los extractos etandlicos de Piper aduncum L. “Matico” y

Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara” mediante método quimico del radical DPPH.

N° de Tubo Extracto DPPH (mL) Abs nm

B

c1

C2
M1-mat
M2-mat
M3-mat
M1-Saj
M2-Saj
M3-Saj
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Donde:

- B:Blanco

- €1y C2: Control para DPPH sin extractos.

- M1-mat, M2-mat, M3- mat: Pruebas para extractos etandlicos al 70% de
Piper aduncum L. “Matico”

- M1-Saj, M2-Saj, M3-Saj: Pruebas para extractos etandlicos al 70% de

Pothomorphe umbellata L. “Sajra mascara”
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Anexo N° 5. Recoleccion de las especies vegetal

Convencion distrito de Santa Teresa

en la provincia de Ia

e, e, e e ol e e e " o
(v de wbicocion’de fo minestrog

Mapa de ubscachdn de la
T ESLra

Y e e e |

coordenada HEESET &
Al finrra i 1550
e partarm e nis Cuzcnl

iTeci La Coamherciom

Iﬂ_lh.Lri-LI:l LA lsoess

S . =fe

Fuente. Obtenido de Google Maps (2023).

73



Anexo N° 6. Certificado de determinacion taxonémica de las especies
vegetales

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

¥ - Coemn - Pynd WWW Curwy & Arrwwr WO Seddree TR
* P ERUS - RRETY - WY v m&a‘b&' sum ° Mm»« e
o ERCTORARD P — * COLACHS JORTURAROL. SIRARAL"
St TSI - Jhia T e Sime TR e ssakts B et - Mbves NG
HERBARIO VARGAS CUZ

CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA N° 22-2023- HVC-FCB- UNSAAC

L2 Ducrors del Herbario Viargas CUZ Faculnd de Ciencias Biolopcas, de b Uiversadad Nacscoa! &e
S Amwwio Abad del Cusco (UNSAAC). dea constancia que: Estefani Tapia Marwri y Marka
Roberto Morachars Soria, Bachiferes de b Escuels Profesional de Farmacia y Bioquumica de b
UNSAAC. b presentado a la Dureccaoe del Herbano Vargas CUZ. dos (02) coaessas botarscas pany 53
determmacion mvanoesica (expadisnte N* £27173) pan realizar ol proyecio de mwesnzacion de teais.
“ESTUDIO FITOQUIMICO, CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE MATICO COLOR4DO Y
MATICO BLANCO AL 79" las que al sr Sagoosticadas por of My Abel Moomagude Mendoza.
mnbzaedo cives dicotomicas. consuin con Nhlognfa especaizady v companaon coo mraesys del
bertano. concrcxn con [ npmewes epeces. de acawdo 3 1 chndicacwn del Grupe del Sunca
Filogenenco de las Arzvospermas (Anmosperm Phviogeny Growp-APG IV, 2014).

N | TAMILIX ESPECEE NOMERE COMTN |
T S
3 umdeiara L “sgre mees”
Se Je expde a presete camficacian 3 pencion formal de 1o imteresados pan o Smes que
VIECAE POT COmvemienre

Cusco, 10 de maye de 2023

-

el

g Maria s Ochos Chma
Owectors def Herbano Verges C
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Anexo N° 7. Archivo Fotografico
. Recoleccion de las especies vegetales

Fotografia 1. Muestra de matico Piper aduncum L. Fotografia 2. Piper aduncum L. (matico) e inflorescencia

n,..-
= )
-

= ¥

\ 4 h:
Fuente: Tapia, E y Morochara, M. (Mayo 2023) Fuente: Tapia, E y Morochara, M. (Mayo 2023)

Fotografia 3. Muestra de Sajra mascara Pothomorphe umbellata L. Fotografia 4. Hoja de Pothomorphe umbellata L.

Fuente;' Tabia, E y Morochara, M. (Mayo 2023) Fuente: Tapia, E y Morochara, M. (Mayo 2023)
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Il. Preparacion de los extractos etandlicos al 70% de Piper aduncum L. y
Pothomorphe umbellata L.

Fotografia 6. Muestra seca de Sajra mascara
Pothomorphe umbellata L.

Fotografia 5. Muestra seca de Matico Piper aduncum L.

Fuente: Tapia, E y Morochara, M. (Agosto 2023) Fuente: Tapia, E y Morochara, M. (Agosto 2023)

Fotografia 7. Molienda de las muestras vegetales Fotografia 8. Pesado de las muestras molidas

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Agosto 2023) Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Agosto 2023)
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Fotografia 9. Preparacién de los extractos etandlicos Fotografia 10. Filtrado De los extractos etandlicos

Ll 1 = .
Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Septiembre 2023) Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Septiembre 2023)

Fotografia 11. Segundo filtrado de os extractos etandlicos con carbdn activado

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Septiembre 2023)
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lll. Porcentaje de humedad

Fotografia 12. Pesado de las muestras y colocacidn en las placas Petri por duplicado

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Mayo 2023)

Fotografia 13. Muestras en estufa

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Mayo 2023)

Fotografia 14. Condiciones de secado para determinacién de porcentaje de humedad.

TEMP 333

49-4“0

Set 50.0 %

TIMER "2 |= eV RAMPILLA

23, 44. | & 50.

Final14.04. 20:42

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Mayo 2023)
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IV. Reactivos usados para las pruebas de analisis preliminar, cuantificacion de
polifenoles y actividad antioxidante.

Fotografia 15. Reactivos usados para analisis de preliminar fitoquimico.

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Septiembre 2023)

Fotografia 16. Reactivo de Folin ciocalteu Fotografia 17. Reactivo DPPH

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Septiembre 2023) Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Septiembre 2023)
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V. Pruebas de solubilidad de los extractos etandlicos al 70 % de Matico y Sajra
mascara.

Fotografia 17. Pruebas de solubilidad en agua destilada, ~ Fotografia 18. Pruebas de solubilidad en etanol
metanol, etanol de 40° y etanol 70°. absoluto, acetona, cloroformo y éter.

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Octubre 2023) Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Octubre 2023)

Fotografia 19. Pruebas de solubilidad en el laboratorio.

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Octubre 2023)
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VI. Pruebas para la cuantificacion de polifenoles mediante Folin Ciocalteu.

Fotografia 20. Preparacion, forrado y rotulado de material.  Fotografia 21. Disolucién de los extractos etandlicos.

Fotografia 22. Preparacién de la solucién madre de las Fotografia 23. Muestras en bafio maria durante 40
muestras de Matico y Sajra mascara. minutos

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Octubre 2023)
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VIl. Pruebas para la capacidad antioxidante mediante DPPH

Fotografia 26. Preparacion de las muestras.

Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Noviembre 2023)

Fotografia 27. Muestras de Sajra mascara y matico con el
reactivo DPPH.

Fotografia 28. Curva patrén trolox.

g

y X Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Noviembre 2023,
Fuente: Tapia, E y Morochara, M (Noviembre 2023) P y ( )
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Anexo N° 8. Calculos para la cuantificacion de polifenoles: Matico

1.0293 g de materia seca disueltos en 100 mL

Matico: Extracto 1
Abs = 0.655 ‘i-ﬂ-fr Extracto 2
Y =0.0381x +0.0031
1mL
_y—0.0031 ‘ ‘
X = 0.0381 // “\_\ ' 7\
_0.655 —0.0031 () )
* =T 0.0381 —
0.0102 0.0020
g/mL g/mL
X=17.110 ug/mL eq-AG
17.110 ug/mL eq-A.G............0.5 mL extracto (2)

X 5 mL de extracto (2)
X =171.1 ug/mL eq-AG contenido en 5 ml de extracto (2)

171.1ug/mL eq-AG.................. 5 mL de extracto (2)
X...................1T mL de extracto (1)
X =34.22 ug/mL eq-AG contenido en 1 mL de extracto (1)

34.22 ug/mL eq-AG.................. 1 mL de extracto (1)
X...................100 mL de extracto (1)
X = 3422 ug/mL eq-AG contenido en 100 mL de extracto (1)

3422 x107° g/ mL eg-AG .................1.0293 g en materia seco de Matico

X 100 g de muestra seca de Matico

X =0.3503 g/mL contenido en 100 gramos de materia seca de Matico
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Anexo N° 9. Calculos para la cuantificacion de polifenoles: Sajra Mascara

1.0155 g de materia seca disueltos en 100 mL

Sajra Mascara: Extracto 1
Abs = 0.467 ‘;'-A-:jr Extracto 2
Y =0.0381x +0.0031
1mL
_ y—0.0031 ‘ ‘
X = 70,0381 £\ o
_0.467 — 0.0031 (10 ) -,
=T 00381 R —
0.0121 0.0024
g/mL g/mL

X=12.17 ug/mL eq-AG

12.17 ug/mL eq-A.G............0.5 mL extracto (2)
X 5 mL de extracto (2)
X =121.7ug/mL eq-AG contenido en 5 mL de extracto (2)

121.7 ug/ml eq-AG.................. 5 mL de extracto (2)
X.ieioowieoo..... 1 mL de extracto (1)
X =24.34 ug/mL eq-AG contenido en 1 mL de extracto (1)

2434 ug/mL eq-AG.................. 1 mL de extracto (1)
X iioieee......100 mL de extracto (1)
X = 2434 ug/mL eq-AG contenido en 100 mL de extracto (1)

2434x 1076 g/ mL eg-AG .................1.0155 g en materia seco

X 100 g de muestra seca

X =10.2396 g/mL contenido en 100 gramos de muestra seca sajra mascara
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