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RESUMEN

Los antioxidantes son compuestos de gran interés en la actualidad por sus benéficas
implicaciones para la salud humana. Dado que hoy existe un marcado interés en la
busqueda de antioxidantes de fuentes naturales, como las hojas de diversas plantas
silvestres, en este trabajo se analizaron los extractos hidroalcohélicos de tres especies
de plantas medicinales de Ucayali: (Matico (Piper aduncum L.), Pifién Blanco (Jathropa
curcas L) y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don). Los objetivos de la presente
investigacion fueron determinar el contenido de compuestos fendlicos totales siguiendo
el método de Folin-Ciocalteau, determinar la actividad captadora de radicales libres
mediante el método del DPPH y ABTS de los respectivos extractos, ademas
correlacionar el contenido de polifenoles totales y la actividad inhibidora del radical
DPPH y ABTS en los extractos de las hojas de las tres especies en estudio. Se
analizaron los datos mediante el cuadro ANOVA y se ajusté con Tukey, ademas se
evaluaron los resultados de acuerdo a la determinacion del coeficiente de correlacion
de Pearson. La presente investigacion se realizé en los laboratorios de la Universidad
Nacional Intercultural de la Amazonia (UNIA) y la Universidad Nacional Agraria de la
Selva (UNAS). Se utilizé como materia prima hojas de Matico, Pifién Blanco y Chiric
Sanango cosechadas del Jardin eco turistico “BIO KUKA”, el cual se encuentra en la
comunidad “La Victoria”, del distrito de Campo Verde, provincia de Coronel Portillo,
Region amazonica del Ucayali, Perd. Los resultados mostraron que todos los extractos
de las tres especies de hojas estudiadas presentaron actividad antioxidante, asociada a
su contenido de fenoles totales. Se utiliz6 extractos hidroalcohdlicos a diferentes
temperaturas (40°C; 50°C; 60°C) asi mismo se considerd un extracto a temperatura
ambiente de Pucallpa a 32°C donde se obtuvieron valores mas altos en los extractos a
40°C para todas las pruebas realizadas, determinando que esta es la temperatura mas
apropiada. La concentracion de polifenoles presentes en los extractos de las hojas de
Matico, Pifion Blanco y Chiric Sanango fueron 202.696; 171.425 y 183.089 mg EAG/
100 mL extracto respectivamente. En cuanto a la actividad antioxidante la evaluacion
frente al radical 1'1 diphenyl -2- picrylhidrazyl (DPPH) obtuvo concentraciones 1.514;
1.156 y 1.422 mM TEAC/ 100 mL mientras que frente al radical 2,2' azinobis -3-
ethylbenzotiazolina -6- acido sulfénico (ABTS) presentd 2.256; 1.980; 2.125 mM TEAC/
100 mL extracto, respectivamente para los extractos de Matico, Pifion Blanco y Chiric
Sanango, recalcando que estos valores son los mas altos correspondientes a los
extractos a 40°C. La correlacion entre los polifenoles totales y la actividad antioxidante

presentaron una relacion fuerte entre las variables para el radical DPPH y para el ABTS.
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ABSTRACT

Antioxidants are compounds of great interest at present because of their beneficial
implications for human health. Given that today there is a marked interest in the search
for antioxidants from natural sources, such as the leaves of various wild plants, in this
work we analyzed the hydroalcoholic extracts of three species of medicinal plants from
Ucayali: (Matico (Piper aduncum L.), Pinion Blanco (Jathropa curcas L) and Chiric
Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don). The objectives of the present investigation
were to determine the content of total phenolic compounds following the Folin-Ciocalteau
method, to determine the activity of free radicals by means of the DPPH and ABTS
method of the respective extracts, as well as to correlate the content of total polyphenols
and the inhibitory activity of the DPPH radical and ABTS in the extracts of the leaves of
the three species under study. The data were analyzed using the ANOVA table and
adjusted with Tukey, in addition the results were evaluated according to the
determination of the Pearson correlation coefficient. The present investigation was
carried out in the laboratories of the Universidad Nacional Intercultural de la amazonia
(UNIA) and the Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS). Matico, Piiidn Blanco
and Chiric Sanango leaves harvested from the eco-tourist garden "BIO KUKA", which is
located in the community "La Victoria", in the district of Campo Verde, province of
Coronel Portillo, Amazon Region of the Amazon, were used as raw material. Ucayali,
Peru. The results show that all the extracts of the three species of leaves studied have
antioxidant activity, associated with their content of total phenols. Hydroalcoholic extracts
were used at different temperatures (40 ° C, 50 ° C, 60 ° C), as well as an extract at room
temperature of Pucallpa at 32 ° C where higher values were obtained in the extracts at
40 ° C for all the tests carried out, determining that this is the most appropriate
temperature. The concentration of polyphenols present in the extracts of the leaves of
Matico, Piiidn Blanco and Chiric Sanango were 202,696; 171,425 and 183,089 mg EAG
/ 100 mL extract respectively. Regarding the antioxidant activity, the evaluation against
the 1'1 diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) obtained concentrations of 1514; 1,156
and 1,422 mM TEAC / 100 mL while compared to the 2,2'-azinobis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radical presented 2,256; 1980; 2.125 mM
TEAC / 100 mL extract, respectively for the extracts of Matico, Pifién Blanco and Chiric
Sanango, emphasizing that these values are the highest corresponding to the extracts
at 40 ° C. The correlation between total polyphenols and antioxidant activity showed a

strong relationship between the variables for the DPPH radical and for the ABTS.
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I. INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), entre otros radicales pueden generar estrés
oxidativo, fendmeno al cual se le atribuyen muchas enfermedades neurodegenerativas.
Se ha evidenciado que las plantas y sus constituyentes son fuente de antioxidantes; por
tanto, tienen la capacidad de capturar EROs (Tovar Del Rio 2013). Un antioxidante es
una sustancia natural o sintética que previene la oxidacién o inhibe las reacciones
promovidas por el oxigeno o por perdxidos en la matriz en la que se encuentra. Los
compuestos con actividad antioxidante se utilizan para limitar la peroxidacion lipidica, la
cual representa uno de los principales mecanismos de deterioro de los alimentos
durante las etapas de procesado y almacenamiento (Moreno 2013). Como
antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las células contra el dafio oxidativo y por
lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades degenerativas asociadas al estrés
oxidativo causado por los radicales libres. El estrés oxidativo se define comiunmente
como el desequilibrio entre las especies oxidantes y reductoras a nivel celular en un
organismo. Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles
totales en alimentos y vegetales son el ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu. El
método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico,
gue reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotlngstico en &xidos, cromégenos de color azul intenso, de
tungsteno (WsO23) y molibdeno (MosO2s), siendo proporcional este color al nimero de

grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez 2008).

En los dltimos afios el interés por los antioxidantes naturales se ha incrementado
dramaticamente, debido principalmente a tres razones: la baja seguridad que ofrece el
consumo de antioxidantes sintéticos, la eficacia antioxidante de una variedad de agentes
fitoquimicos, y la idea generalizada de que el consumo de ciertos agentes fitoquimicos
pueden afectar de manera positiva la patologia de las enfermedades crénicas y el
proceso de envejecimiento; ademas, la creencia de que los compuestos naturales son
innatamente mas seguros que los compuestos sintéticos y por consiguiente son

comercialmente méas aceptados (Tovar Del Rio 2013).

La propuesta de la presente investigacion es aportar datos de suma importancia
mediante una evaluacion de la actividad antioxidante y la cuantificacion de polifenoles

totales en extractos de hojas de tres especies de plantas cominmente conocidas como
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medicinales, Matico (Piper aduncum L.), Pifibn Blanco (Jathropa curcas L) y Chiric
Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don), mediante los métodos DPPH, ABTS y Folin
Ciocalteu respectivamente. Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos:

e Determinar la actividad antioxidante presentes en los extractos de las hojas de las
especies de plantas medicinales Matico (Piper aduncum 1.), Pifién blanco (Jatropha
curcas |) y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don), mediante el método de

secuestro de radicales libres DPPH.

e Determinar la actividad antioxidante presentes en los extractos de las hojas de las
especies de plantas medicinales Matico (Piper aduncum 1.), Pifién blanco (Jatropha
curcas |) y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don), mediante el método de

secuestro de radicales libres ABTS.

e Determinar el contenido de polifenoles totales en los extractos de las hojas de las
especies de plantas medicinales Matico (Piper aduncum 1.), Pifién blanco (Jatropha
curcas |) y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don), mediante el método de

Folin Ciocalteu.

e Caorrelacionar el contenido de polifenoles totales y la actividad inhibidora del radical

DPPH y ABTS en los extractos de las hojas de tres especies de plantas medicinales.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Matico (Piper aduncum L.)

211

2.1.2

Descripcién Botanica

El matico es un arbusto de altura de 1 y 8 metros ampliamente distribuido
en los tropicos americanos. Su tallo es delgado y erecto, de color
amarillento y con pubescencia. Presenta nudos en su tallo, de donde
emergen las ramitas de la planta. Las hojas del matico son pecioladas,
simples y alternas. Miden entre 12 y 22 centimetros de largo por 4-9
centimetros de ancho, lampifias, ovaladas o elipticas, apice acuminado y
base redondeada. Presenta nerviaciones pronunciadas, entre 4 y 6 pares
por hoja. La inflorescencia es una espiga floral que nace del nudo de los
tallos principales de forma opuesta a las hojas. La espiga mide entre 6 y
16 centimetros de largo. Las flores son de color blanco y se disponen en
forma de espiral a lo largo del raquis. Flores bisexuales aclamideas (que
no tienen periato) polinizadas por el viento. Frutos drupas ovoides y
aplanados, de color pardo con estigmas sésiles (Botanical-online. Matico

Planta. s.f. En linea).

Clasificacion taxondmica

En el Cuadro 1. Se presenta la clasificacion taxonémica de Piper

aduncum L. (Matico)

Cuadro 1. Taxonomia de Piper aduncum L. (Matico).

Taxonomia de Piper aduncum L. (Matico)

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Plantas vasculares

Superdivision Spermatophyta
Plantas con semillas

Division Magnoliophyta

Plantas con flores
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2.1.3

2.14

2.15

...Continuacion

Clase Magnoliopsida

Dicotiledonias

Orden Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper
Especie P. aduncum

Fuente: Botanical-online. Matico Planta. s.f. (En linea).
Distribucién Geografica-Ecolégica

Es una planta oriunda de América del sur, crece entre los 2600-2700
msnm, prefiere los sitios humedos, las orillas de los riachuelos y fangos.
(Proafio 2013)

Forma de uso
Las hojas se utilizan en infusién. (Ministerio de Salud. Gob. De Chile. s.f.)
Accion Farmacoldgica

Los efectos que causa son analgésicos, antimicéticos, cicatrizante, anti-
inflamatorio, Ulceras digestivas, indigestién, dolor de estémago,
disfuncién hepatica. Uso externo para traumatismos y heridas de la piel,
para lavar heridas y en compresas para contusiones y hematomas
(Ministerio de Salud. Gob. De Chile. s.f.)

2.2 Pifidn Blanco (Jatropha curcas L)

221

Descripcién Botanica

Es un arbusto caducifolio de 4-6 m de altura; el didmetro del tronco
aproximado es de 14-18 cm en arbustos adultos; con una corona delgada
de ramas muy redondeadas y extendidas, las plantas jévenes tienen una
corona delgada e irregular; corteza externa lisa escamosa y muy delgada,
de color pardo claro, con pequefias lenticelas; corteza interna lisa
verrugosa de color verde oscuro; latex blanquecino con sabor amargo,
olor a hierba fresca; ramas de 3-5 cm de diametro, de color verde claro
y grisaceo con cicatrices marcadas. El tallo es corto, la planta demuestra
crecimiento articulado, con una discontinuidad morfolégica en cada

incremento. Las flores actinomorfas y dispuestas en racimos, 5 sépalos,
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2.2.2

de 5-7 mm de largo, corola de color amarillo verdoso campanulada, los
pétalos de 0.5-1 cm de largo; 10 estambres unidos en la base con
algunos abortivos, los filamentos delgados, las anteras diatésicas, con
dehiscencia longitudinal, 5 nectarios presentes a un costado de la
insercion de los estambres, ovario supero, trilocular con una placentacion
axilar, el estilo concrescente, el estigma dividido en seis partes. En la
inflorescencia, una flor femenina es rodeada normalmente por un grupo
de las flores masculinas. Las flores masculinas abren por un periodo de
8-10 dias en la inflorescencia. Las flores femeninas abren solamente 2-4
dias y las bisexuales abren, pero raramente el ovario es funcional. Las
flores masculinas poseen 10 estambres, los sépalos y los pétalos, en las
flores femeninas se agrandan gradualmente después de la fertilizacién
de los dvulos y protegen de las condiciones ambientales al embrion.
Alternas de duracion de 7-8 meses. Las hojas adultas de 15- 20 cm de
largo, 14 a 18 cm de ancho penta lobuladas, delgadas, glabras, haz de
color verde claro con nervios mediales y secundarios color amarillo y
ligeramente unidos, el envés de color verde opaco con los nervios
mediales y secundarios muy pronunciados, el margen entero, el apice
agudo, la base cordada, pubescente por el envés, nerviacién palmitifida,
con 5 nervios principales originados desde la base de la hoja. El fruto es
una drupa oval, de 4 a 5 cm de largo y 3 a 4 cm de ancho, contiene tres
semillas de forma ovoide, de 20 a 24 mm de longitud y de 10-12 mm de
ancho, tienen forma convexa en la parte dorsal y tectiforme en la ventral,
presentando algunas lineas amarillentas, con una linea blanquecina
apical, indicando la posicion de la cartincula, el endospermo es grueso,
el embrion esta formado por cotiledones foliaceos, de 10-13 mm de
longitud, de color blanco crema; las plantulas con cotiledones simples
glabros y con la base redondeada, el margen entero; bordo liso. En
cuanto a la forma de la raiz, ésta es variada debido a la forma de

propagacion de la especie. (Gonzales et al. 2011)

Clasificacion taxondmica

En el Cuadro 2. Se presenta la clasificacion taxonémica de Pifidén Blanco

(Jatropha curcas L)
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2.2.3

224

2.2.5

Cuadro 2. Taxonomia de Pifién Blanco (Jatropha curcas L)

Taxonomia de Pifiébn Blanco (Jatropha curcas L)

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiacea
Género Jatropha
Especie Curcas

Fuente: Alfonso 2008
Distribucién Geogréfica-Ecolégica

Es originaria de México y Centroamérica, pero crece en la mayoria de los
paises tropicales. Se le cultiva en América Central, América del Sur,
Sureste de Asia, India y Africa. La palabra jatropha proviene del griego

iatros que significa médico y trophé alimento (Alfonso 2008).
Forma de uso

Las hojas, cogollos (rama terminal), latex, resina y semillas se utilizan en

infusion, triturado o aplicacién directa (Mejia y Rengifo 2000).
Accién Farmacoldégica

Las hojas se utilizan para tratar el reumatismo, los cogollos son
antidiarreicos, el latex es utlizado en odontalgias, anticancerigeno,
ulceras, conjuntivitis, heridas y como antiséptico y las semillas se usan

contra el estrefiimiento (Mejia y Rengifo 2000).

2.3 Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)

23.1

Descripcidon Botanica

Planta arbustiva que presenta hasta cinco metros de altura, glabra. Hojas

alternas, apicalmente frondosas o dispersas en las ramas en floracion, de
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2.3.2

2.3.3

234

15 a 20 centimetros de largo y de 5 a 8 de ancho. Inflorescencia cimosa,
flores pediceladas de 3,5 a 4 centimetros de longitud, de color morado y
blanco con corola tubular, campanulada y con cinco grandes I6bulos,
caliz corto de 1,5 a 2 centimetros de longitud, anteras libres del estigma,
pequefias, obtusas, apendiculares en la base, ovario superior bicarpelar.

Fruto en baya ovado-redondeado. (Rengifo 2007)

Clasificacion taxondmica

En el Cuadro 3. Se presenta la clasificaciéon taxondémica de Chiric

Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)

Cuadro 3. Taxonomia de Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)

Taxonomia de Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Sub clase Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Genero Brunfelsia

Especie Brunfelsia grandiflora D. Don

Fuente: Abadie y Medina 2014
Distribucién Geografica-Ecolbgica

Brunfelsia grandiflora D. Don, conocida como “Chiric sanango”, es una
planta nativa de la selva amazoénica del Per(. Esta especie crece en
Sudamérica desde Venezuela hasta Bolivia. En el Peru se distribuye en
la selva amazonica hasta una altitud de 200 metros en los departamentos
de Loreto, San Martin y Cuzco, comprendiendo la Amazonia baja y alta.
(Castro et al. 2012)

Forma de uso

Las hojas se usan en infusion (Cabrera y Santivafiez 2013). La raiz y

corteza en Maceracion (Abadie y Medina 2014).
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2.3.5

Accién Farmacolégica

Es usada como antirreumatico y para la sifilis, se usa para tratar la artritis
y el reumatismo. Se usa también como sudorifico, para curar resfrios,
mordedura de serpiente, fiebre amarilla y enfermedades venéreas
(Cabrera y Santivafiez 2013). La corteza es utilizada contra la

leishmaniasis y UTA. (Mejia y Rengifo 2000)

2.4 Antioxidantes

24.1

242

Definiciéon

El cancer y las enfermedades cardiovasculares son las principales
causas de muertes en la civilizacion occidental. Numerosas
investigaciones epidemiolégicas y estudios experimentales han
demostrado que el aumento en el consumo de frutas y legumbres ayuda
en la prevencion de muertes por estas enfermedades. El efecto
beneficioso de los alimentos vegetales se atribuye principalmente a
sustancias con actividad antioxidante, como los compuestos
polifendlicos, el acido ascérbico (vitamina C), los carotenoides y la
vitamina E. Se ha sugerido que estas sustancias aumentan la defensa
antioxidante del organismo, contra el “estrés oxidativo”, responsable de

diferentes tipos de dafios celulares (Guimet 2012).

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accién oxidante
de los radicales libres, los cuales, al ser &tomos o grupos de &tomos con
un electrén desapareado, son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Un antioxidante también se puede definir como cualquier
sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones
comparadas con un substrato oxidable, previene o0 retarda

significativamente la oxidacién de ese substrato (Valenzuela 2015).

Caracteristicas

Segun Quifiones (2017), las principales caracteristicas de un compuesto
0 sistema antioxidante son, la prevencién o deteccion de una cadena de
propagacion oxidativa, mediante la estabilizacion del radical generado y
la regeneracién del antioxidante radicalario ayudando asi a reducir el

dafio oxidativo en el cuerpo humano.
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2.4.6

Principales Antioxidantes

Entre los antioxidantes mas importantes de los alimentos cabe destacar:
vitamina C, carotenoides, vitamina E y en la actualidad los flavonoides
(Valls 2002).

Efectos benéficos de los antioxidantes

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al
reaccionar- interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y
las especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas
presentes, en un determinado microambiente- membrana plasmatica,
citosol, nucleo o liquido extracelular. La accién del antioxidante es de
sacrificio de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de
moléculas, lipidos y proteinas, ADN, etc. Funcionalmente vitales 0 mas

importantes. (Venero 2002).

Fuentes naturales de los antioxidantes

Segun Quifiones (2017), las plantas como fuentes de antioxidantes se
pueden utilizar para la preservacion del valor nutritivo previniendo el
deterioro oxidativo de lipidos y para propdsitos medicinales. La mayor
parte de la capacidad antioxidante de los vegetales puede ser debida a
los polifenoles que poseen caracteristicas bioldgicas extensas v,
particularmente, a su propiedad de secuestra miento de radicales libres.
La actividad antioxidante de los polifenoles es la propiedad de mayor
interés, ya que ha sido blanco de un sin nimero de estudios; este efecto
se debe a que contienen en su estructura quimica un namero variable de

grupos hidroxilo fendlicos, los cuales reaccionan con los radicales libres.

Radicales libres

La respiracion en presencia de oxigeno resulta esencial en la vida celular
de nuestro organismo, pero como consecuencia de la misma se producen
unas moléculas, los radicales libres, que ocasionan a lo largo de la vida
efectos negativos para la salud por su capacidad de alterar el ADN (los
genes), las proteinas y los lipidos o grasas. En nuestro cuerpo hay células
gue se renuevan continuamente (de la piel, del intestino) y otras que no
(células del higado, neuronas). Con los afios, los radicales libres pueden
producir una alteracién genética sobre el ADN, aumentando asi el riesgo

de padecer cancer, y reducir la funcionalidad de las segundas (las células
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gue no se renuevan), lo que es caracteristico del envejecimiento. Los
radicales libres actian sobre el ADN mitocondrial, que es muy susceptible
al estrés oxidativo y existe evidencia de que este mecanismo esta
implicado en procesos carcinogénicos. También producen oxidacion de
las proteinas, con la consiguiente desfiguracién estructural de las
mismas. A nivel de los lipidos, inducen peroxidacion lipidica que conlleva
a la alteracion de la permeabilidad de la membrana celular y el

correspondiente dafio y muerte celular (Guimet 2012).

2.4.7 Meétodos de evaluacion en la actividad antioxidante
a. Radicall'l diphenyl -2- picrylhidrazyl (DPPH)

Es un radical libre estable y se utiliza como indicador para medir la
capacidad de secuestro de cualquier compuesto que posea actividad
antioxidativa. El principio del método de DPPH consiste en la sustraccion
de un atomo de hidrogeno proveniente de un donador (ejemplo
compuesto fendlico) para generar el compuesto difenilpicrilhidrazina y
una especie radical. En este proceso, la reaccion desarrolla un cambio
de color de violeta a amarillo o naranja palido, a medida que disminuye la
absorbancia detectable a 515 nm (Diaz 2010).

b. Radical 2,2' azinobis -3- ethylbenzotiazolina -6- acido sulfénico
(ABTS)

El ABTS (verde - azul como cation ABTS), es un radical cromdgeno
estable, facil de usar, tiene un elevado nivel de sensibilidad y permite
analizar un gran nimero de muestras en tiempo relativamente corto. La
quimica de reaccién del ABTS en las pruebas, involucra una disminucién
en la intensidad del color del ABTS de verde - azul a blanco -

transparente, por efecto de la inhibicion del antioxidante (Ruiz 2004).

2.5 Polifenoles Totales
2.5.1 Definicion
Los compuestos polifendlicos constituyen una clase de metabolitos
secundarios biosintetizados por el reino vegetal, encontrados en
alimentos derivados de fuentes vegetales. Los polifenoles comprenden
un amplio rango de sustancias que poseen uno o mas anillos aromaticos
con por lo menos un grupo hidroxilo, los cuales actian generalmente

como capturadores y estabilizadores de radicales libres, pudiendo
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producir quelacién de metales aquellos que poseen grupos carboxilicos
en su estructura. También han sido reportados trabajos que atribuyen su
accion antioxidante a la inhibicibn de enzimas prooxidantes como la
lipooxigenasa. El mecanismo de proteccion de los polifenoles
(representado por AOH) ocurre en el estado inicial y mas efectivamente
durante el estado de propagacion de la oxidacion, por captura de los
radicales libres (Re), inhibiendo de esta manera la reaccién en cadena.
R+ AOH — RH+AO-

La transferencia de electrones desde el radical libre (Re) determina que
el antioxidante se transforme en una molécula radical activa y este radical
asi formado debe ser lo suficientemente estable para que la funcion
antioxidante sea efectiva. A su vez el radical formado puede ser
recuperado por otras sustancias antioxidantes (reductoras), como el
ascorbato (Guimet 2012).

Clasificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se pueden dividir en dos grandes grupos:

Compuestos flavonoides

Estan formados por dos ciclos bencénicos (A y B) unidos por un anillo
heterociclico oxigenado (C). En funcién del grado de instauracion y
sustitucion del anillo central, se pueden clasificara su vez en: flavan-
3-oles, antocianinas (delfinidina, malvidina, cianidina), flavonas (crisina,
rutina), flavonoles (quercetina, miricetina), flavanonas (herperidina,
naringenina), catequinas (epicatequina, galato de epicatequina,

epigalocatequina) y dihidroflavonoles. (Quifiones 2017)

Compuestos no flavonoides
Incluyen los acidos hidroxibenzoicose hidroxicinamicos, estilbenos, etc.
(Quifiones 2017)

Principales polifenoles

Entre ellos podemos mencionar a los flavonoides, isoflavonoides,
antraquinonas, antocianidinas y xantonas, a los acidos fendlicos, fenoles
simples, acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, ligninas, entre otros
(Guimet 2012).
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2.5.4 Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

Algunos beneficios han sido atribuidos a los compuestos fendlicos, y un
gran numero de estudios han sugerido que el consumo de frutas y
verduras pueden reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y
de céancer, potencialmente a través de la actividad biolégica de los
compuestos fendlicos asi como de las vitaminas como antioxidantes. Por
lo que los polifenoles pueden prevenir a la oxidacion lipidica, la mutacion
del DNA y el dafio del tejido. EI comportamiento antioxidante de los
compuestos fendlicos parece estar relacionado con su capacidad para
guelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar radicales libres, aunque
en ocasiones también pueden promover reacciones de oxidacion in vitro.
(Quifiones 2017)

2.5.5 Cuantificacién de compuestos fendlicos

El método por excelencia para la determinacion del contenido total de
fenoles es el método de Folin-Ciocalteu, Folin y Denis, el reactivo de
Folin-Ciocalteu es una solucidon acida de polimeros complejos de los
acidos fosfomolibdico y fosfowolframico. Este reactivo de color amarillo
oxida los fenolatos, para dar lugar a un complejo azul de molibdeno-
wolframio, cuya naturaleza no se conoce bien. Los fenoles s6lo son
oxidados rapidamente en un medio suficientemente alcalino. En este
proceso se produce una reduccién parcial del estado de oxidacion del
molibdato y del wolframio de +6 a +5. Para la lectura del complejo azul
por espectrofotometria UV-Vis, se selecciona una longitud de onda de
740 nm. (Quifiones 2017)

2.6 Extracto
2.6.1 Definicion

Los extractos son preparados concentrados de consistencia sélida,
liguida o intermedia, derivados generalmente de material vegetal
desecado, se obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente en

los liquidos extractivos de origen vegetal (Wilches 2010).

Es la separacion de componentes en una mezcla de liquidos por contacto
con un disolvente adecuado inmiscible en ella, se usa para recuperacion
de determinados componentes importantes presentes en vegetales (Ruiz
2004)
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2.6.2 Tipos de extractos

Las técnicas de extraccion de los componentes activos de las plantas, en
la composicién influyen muchos factores: como la preparacion de la
muestra, el procedimiento de extraccion y el disolvente utilizado. Se

puede extraer con: éter, metanol y agua (Ruiz 2004).

Los extractos con éter contienen aceites esenciales, poliacetilenos,
fitosteroles y glucdsidos mientras que los extractos con metanol
contienen principalmente componentes de bajo peso molecular, la
extraccién con metanol seguida de la extraccion con éter se obtiene
glucésidos, pero también se puede obtener moléculas mas pequefias
como azucares, aminoacidos, péptidos y nucledtidos y la extraccion en

agua se obtienen sustancias macromoleculares (Ruiz 2004).
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3.1

3.2

3.3

3.4

M. MATERIALES Y METODOS
Lugar de ejecucion

La elaboracion de los extractos de las hojas de Matico, Pifién Blanco y chiric
Sanango a diferentes temperaturas (32°; 40°;, 50° y 60°C) se ejecuto en el
Laboratorio de Bioquimica de la Universidad Nacional Intercultural de la
Amazonia, ubicada en el terreno ocupado por el Instituto Linguistico de Verano,
en el Distrito de Yarinacocha, Provincia de Coronel Portillo, Region Ucayali. La
determinacién de antioxidantes y polifenoles se llevo a cabo en el laboratorio de
HPLC de la Universidad Nacional Agraria de La Selva, ubicada en la ciudad de
Tingo Maria; provincia de Leoncio Prado, departamento de Huanuco; ubicada a

660 msnm.

Tipo de investigacién

Por el tipo de la investigacion, el presente estudio retne las condiciones
metodoldgicas de una investigacion aplicada porque busca la aplicacion o
utilizacion de los conocimientos adquiridos, a la vez que se adquieren otros,
después de implementar y sistematizar la practica basada en investigacion. El
uso del conocimiento y los resultados de investigacion que da como resultado

una forma rigurosa, organizada y sistematica de conocer la realidad.

Nivel de investigacién

De acuerdo a la naturaleza de la investigacion y por las caracteristicas, se trata
de un nivel de investigacion explicativa, porque trata de encontrar una
explicacion del fenédmeno en cuestion, para lo cual busca establecer, de manera
confiable, la naturaleza de la relacion entre uno o mas variables dependientes y
una o mas variables independientes, ademas también es correlacional porque
tiene como finalidad establecer el grado de relaciéon o asociacion existente entre
dos variables y porque primero se miden las variables y luego, mediante pruebas
de hipétesis correlacionales y la aplicacién de técnicas estadisticas, se estima la

correlacion.

Materia prima

Las hojas de las plantas a investigar fueron: Matico (Piper aduncum L.), Pifién
Blanco (Jathropa curcas L), y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don) las
cuales fueron cosechadas del Jardin eco turistico “BIO KUKA”, el cual se

encuentra en comunidad “La Victoria”, del distrito de Campo Verde, provincia de
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Coronel Portillo, Region Ucayali, Perd, a km. 19.500 margen izquierda, de la
carretera Federico Basadre, en un terreno de terraza no inundable, zona de vida
bosque estacional semipermanente, a una altitud aproximadamente de

165 m.s.m.m.

3.5 Equipos, materiales y reactivos
3.5.1 Equipos de laboratorio

- Balanza analitica Scout —Pro.

- Centrifuga MIKRO 22R.

- Espectrofotémetro GENESIS 6

- Estufa Memmert

- Agitador magnético ARE — VELP. Scientifica.
- Homogenizador Maxi Mix Il

- Refrigeradora SAMSUNG

3.5.2 Materiales

- Microcubetas de poliestireno (1 x 1 x 4,5 cm).

- Micropipetas kyntel (10- 200 pL y 100- 1000 pL).

- Tips (100 y 1000 pl).

- Fiolas (25,50 y 1 00 mL).

- Vasos de precipitacion (50, 100 y 500 mL).

- Frascos de vidrio color ambar (1 ,5 cm de diametro).
- Papel watman No 4.

- Termometro (0- 100°C).

- Guantes quirargicos N°9

3.5.3 Reactivos y solventes

- 2,2'- azinobis -3- etilbenzotiazolina -6- acido sulfénico (ABTS;
Sigma Chemical Ca. USA).

- 1,1 diphenyl -2- picrylhidrazyl (DPPH; Sigma Chemical Ca. USA).

- Folin ciocalteau (Sigma Chemical Ca. USA).

- Carbonato de sodio (Sigma Chemical Ca. USA).

- Acido gélico (Sigma Chemical Ca. USA). Trolox

- Etanol (96 %).

- Metanol (99.9%)

- Agua destilada.
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3.6 Métodos de anélisis

3.6.1

3.6.2

Evaluacién de la actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de las
hojas de Matico (Piper aduncum L.), Piién Blanco (Jathropa curcas L), y
Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don se utilizaron los siguientes

métodos:

Radicall'l diphenyl -2- picrylhidrazyl (DPPH)

Las capacidades antioxidantes de los extractos de las hojas de tres
plantas  medicinales se evaluaron mediante el método
espectrofotométrico que mide la capacidad de captacién de radicales
libre, por DPPH. Se utiliz6 Trolox como referencia estandar para la
evaluacion de la actividad antioxidante de las muestras. Estas

metodologias estan descritas por Boonprakob et al. 2006

Radical 2,2' azinobis -3- ethylbenzotiazolina -6- acido sulfénico
(ABTS)

Se realizé por el método del radical cation 2,2'- azinobis -3
etilbenzotiozolina -6- acido sulfénico (ABTS), descrito y modificado por
Boonprakaob et al. 2006

Evaluacién de poli fenoles totales

Para conocer la concentracién de compuestos fendlicos de las muestras
en forma general se emple6 acido galico como estandar. La ausencia de
acido galico corresponde al control negativo. Se aplicé la metodologia

descrita por Boonprakob et al. 2006 para el Folin —Ciocalteu.

3.7 Metodologia experimental

3.7.1

Seleccidn de la materia prima

Se realizé las pruebas experimentales con las hojas de las tres plantas
medicinales, Matico (Piper aduncum L.), Pifibn Blanco (Jathropa curcas
L), y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don). Se seleccioné las
hojas frescas no muy tiernas ni muy maduras en buen estado. Fueron

lavadas con agua destilada, hasta desechar todas las impurezas.
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3.7.2 Preparacion del secado de la muestra

Las muestras de hojas limpias fueron secadas en la estufa a 60°C
durante 48 horas para todas las especies correspondientes Matico (Piper
aduncum L.), Pifidn Blanco (Jathropa curcas L), y Chiric Sanango
(Brunfelsia grandiflora D. Don). Posteriormente el material vegetal se
moli6 manualmente. El material resultante se depositd en bolsas de
polietileno oscuras y se mantuvo almacenado a temperatura ambiente
hasta el posterior uso en la elaboracion de los extractos a diferentes
temperaturas 32°C (T° Amb); 40°C; 50°C y 60°C para las pruebas de

polifenoles y antioxidantes.

MATERIA PRIMA
Ingreso de las hojas de Matico,
Chiric Sanango y Pifién Blanco

v
SELECCION Y

CLASIFICACION

A4
LAVADO

Agua destilada >

PESADO

SECADO
60°C x 48H

MOLIENDA

v
EMPACADO
El material
molido se coloca

\ 4
ALMACENADO

Figura 1. Diagrama de flujo para la obtencién del material de estudio.

Fuente: Elaboracion propia
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3.7.3 Preparacion de los extractos hidroalcohdlicos
Para la preparacion de los extractos hidroalcohdlicos se peso6 10 g del
material vegetal resultante del secado y molienda y se colocé en un vaso
precipitado de 100 mL. Luego se adicion6 50 mL de H,O y 50 mL de
alcohol. La extraccion se realiz6 a distintas temperaturas: 32 °C (T° Amb),
40 °C, 50 °C y 60 °C cada uno durante 1 hora con agitacion continda,
obteniendo de esta manera cuatro muestras hidroalcohélicas para cada
especie de planta medicinal Matico (Piper aduncum L.), Pifidbn Blanco
(Jathropa curcas L), y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)
correspondientemente. Posteriormente el extracto se filtr6 en caliente
utilizando papel filtro whatman N°4 y se almacen6é en frascos ambar. Los

extractos se mantuvieron en congelacion (-19°C) hasta su posterior uso.
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Matico (Piper aduncum L.)

T°Am|lo 32°C 40I°C 50I°C 60I°C
DPIPH AB:TS Foliln C. DPIPH ABITS Foliln C. DPIPH ABITS Foliln C. DPIPH ABITS FoIiln C.
R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1
R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3

Figura 2: Diagrama de los extractos hidroalcohdlicos del Matico (Piper aduncum L.) con sus respectivas repeticiones por cada prueba en la
determinacién de antioxidantes y polifenoles.

Fuente: Elaboracion propia

Pifion Blanco (Jathropa curcas L.)

T°AmI;) 32°C 40I°C 50I°C 60I°C
DPIPH ABITS Foliln C. DPIPH ABITS Foliln C. DPIPH AB‘ITS Foliln C. DPIPH AI?;TS Foliln C.
- R1 — R1 - R1 - R1 - R1 - R1 - R1 — R1 - R1 — R1 - R1 - R1
H R2 - R2 H R2 - R2 - R2 H R2 - R2 - R2 H R2 - R2 - R2 -H R2
- R3 — R3 — R3 - R3 — R3 - R3 - R3 — R3 - R3 — R3 — R3 - R3

Figura 3: Diagrama de los extractos hidroalcoholicos del Pifién Blanco (Jathropa curcas L.) con sus respectivas repeticiones por cada prueba

en la determinacién de antioxidantes y polifenoles.
Fuente: Elaboracion propia
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Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)

T°Amb 32°C 40°C 50°C 60°C

DPPH ABTS Folin C. DPPH ABTS Folin C. DPPH ABTS Folin C. DPPH ABTS Folin C.

—H R1 — R1 —H R1 - R1 - R1 — R1 - R1 - R1 — R1 - R1 - R1 - R1
— R2 —H R2 - R2 - R2 - R2 — R2 - R2 —H R2 — R2 - R2 H R2 H R2
— R3 — R3 —{ R3 — R3 - R3 — R3 - R3 —{ R3 — R3 - R3 — R3 — R3

Figura 4: Diagrama de los extractos hidroalcohélicos del Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don) con sus respectivas repeticiones por

cada prueba en la determinacion de antioxidantes y polifenoles.

Fuente: Elaboracion propia
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Material vegetal seco
60°C/48h
(Matico - Pifién Blanco -
Chiric Sanango)

Tratamiento 1
32°C

! !

Tratamiento 2 Tratamiento 3
40°C 50°C
\ 4 \ 4

!

Tratamiento 4
60°C

i

A

4 i

Actividad antioxidante (DPPH / ABTS) Polifenoles totales

Correlacion

Figura 5: Diagrama general de la metodologia experimental de las especies vegetales.

Fuente: Elaboracién propia
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3.7.4 Evaluacién de polifenoles totales

Este método permitié conocer la concentracion de compuestos fendlicos
de una muestra en forma general. Se empleé acido galico como estandar
y los resultados se expresaron como pg/mL equivalentes de acido galico.
Se aplicé la metodologia descrita por Folin Ciocalteau, utilizando las

modificaciones descritas por Boonprakob et al. (2006).

a. Determinacion de la curva estandar
La curva estandar se realiz6 preparando una solucién stock de 10 mL de
acido galico a una concentracién de 1 mg/mL a partir de esta solucion
stock se prepararon las concentraciones siguientes: 10; 25; 50; 75; 100
ug/mL, cada dilucion se preparé por triplicado. Se agregé a cada
microtubo 990 pL de agua destilada y 10 uL de las concentraciones
diluidas, se homogenizé ligeramente luego se agregd a una cubeta 100
pL de solucién nueva preparada de cada concentracion, se agreg6 500
puL de Folin Ciocalteu, se neutralizo la reaccién agregando 400 uL de
Na.COz; al 20% vy finalmente se incubo por 2 horas a temperatura
ambiente protegido de luz, para una completa reaccion, luego se realizé
la lectura en espectrofotdmetro a 740 nm; con los resultados obtenidos
se hizo la gréfica concentracién vs absorbancia, se procedi6 a determinar

la ecuacién y el coeficiente de correlacion.
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A continuacion en la figura 6, se presenta el diagrama de flujo de la curva

estandar de &cido galico:

10mg de acido galico se aford
al1l0 mLdeH;0

v

Se tomd alicuotas de 10, 25,
50, 75y 100 pL
Se aford a 1000l con H,0

A\ 4
Se tomd 100 plL de cada
alicuota

Folin 0.25N:
3.125mLde
Folin se aford a
25mL con agua
destilada

\ 4

Se agregd 500 uL de Folin
0.25N

A 4

N32C03 al 20%:
20 g de Na,CO;
se aford a
100mL con
agua destilada

A
Se agregd 400 pL Na,COs y
mezclar

\ 4

A4

Se incubo por 2 horas
protegido de la luz

v

Se midio la absorbancia a
740nm

Figura 6: Diagrama de flujo de la Curva estandar de Acido Galico.
Fuente: Boonprakob et al. (2006).

b. Cuantificacion de polifenoles en extractos hidroalcohdlicos
La cuantificacién de polifenoles en extractos hidroalcohdlicos de tres
especies de plantas medicinales (Matico (Piper aduncum L.), Pifién
Blanco (Jathropa curcas L), y Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D.
Don), se realiz6 partiendo de los extractos, se agregd 1500 uL de cada
extracto correspondiente en microtubos y se centrifugé por 10 min.

Seguidamente agregamos 100 pL de extracto diluido en una cubeta,
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3.75

agregamos 500 pL de Folin Ciocalteau y 400 pyL de Na>COs, se dejo
incubar durante un tiempo de 2 horas protegido de la luz, luego se hizo la
lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 740 nm. Las
absorbancias obtenidas fueron reemplazadas en la ecuacién de la curva
estandar y expresadas en equivalentes de acido gélico (mg EAG / 100mL
de extracto). A continuacién, se detalla mediante el diagrama de flujo, la

lectura espectrofotométrica de los diferentes extractos hidroalcohélicos:

Se tomd 100 ulL de extracto
diluido

Se agregd 500 pL de Folin
0.25N

Se agregd 400 pL Na,COs y
mezclar

Se incubo por 2 horas
protegido de la luz

Se midio la absorbancia a
740nm

Figura 7. Diagrama de flujo para la lectura de polifenoles en las muestras.
Fuente: Boonprakob et al. (2006).

Evaluacién de la actividad antioxidante.

Curva estandar de Trolox

Para cuantificar la inhibicion se elabor6 una curva de calibracion usando
el reactivo se Trolox al 1mM aforado con metanol obteniendo
concentraciones de 1.5; 1; 0.5; 0.25; 0.1 uM en microtubos aforados con
metanol a 1000 pL., de cada concentracion se colocé 25 pL en una
cubeta, finalmente se agreg6 975 pL de solucién de trabajo de DPPH. Se

procedié a con la lectura de la absorbancia a 515nm.
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b. Método DPPH

Este método consiste en que este radical tiene un electrén desapareado
y es de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo pélido por la
reaccién de la presencia de una sustancia antioxidante siendo medida
espectrofotométricamente a 515 nm.

Se preparé una solucion stock de DPPH a 1mM (39.432mg de DPPH en
100mL de metanol (95%)) y se almacend a 4°C protegido de la luz. A
partir de este stock se tom6 10mL y se mezcl6é con 45mL de metanol 95%,
que sirvié para hacer reaccionar las muestras. Se prepard el control
agregando 25 pyL de metanol en una cubeta y 975 pyL de solucién de
trabajo DPPH, se realiz6 la lectura de la absorbancia a 515nm obteniendo
una lectura de 0.988 +. Para la lectura de los extractos se procedio a
agregar 1500 pL de cada extracto hidroalcohdlico en microcubetas y se
centrifugo. De los extractos centrifugados y diluidos se coloc6 25 pL en
una cubeta y se agregd 975 uL de solucién de trabajo de DPPH. Se
procedié a realizar la lectura en el espectrofotbmetro a 515 nm. A
continuacion, la figura 8 presenta el diagrama de flujo del control para la

prueba con el DPPH:

Se tomd 25uL MeOH + 975uL DPPH

Se midid la absorbancia a 515nm ajustando
hasta obtener una lecturade 0.9 a 1+

Figura 8. Diagrama de flujo para el control (DPPH).
Fuente: Boonprakob et al. (2006).
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A continuacién la figura 9 detalla el diagrama de flujo de la curva estandar

de Trélox para la prueba del DPPH

25 mg de trélox se aforé a
100 mL con metanol

v

Se tomo alicuotas de 1.5; 1; 0.5;
0.25; 0.1 puL
Se aforé a 1000 pL con MeOH

Se tomd 25 ul de cada alicuota

v
Se adicion6 975 pL de la
solucién de trabajo DPPH

I

Se midio la absorbancia a 515 nm

Figura 9. Diagrama de flujo de la curva estandar de trolox para el DPPH.
Fuente: Boonprakob et al. (2006).

La figura 10 detalla el diagrama de flujo para la lectura de antioxidantes

por DPPH de las muestras.

Se tomd 1500 uL de
extracto y se centrifugd

4

Se tomé 25 L de extracto

v

Se adiciond 975 plL de la
solucidn de trabajo DPPH

Diluciones
correspondientes

\ 4

4

Se midid la absorbancia a 515 nm

Figura 10. Diagrama de flujo para la lectura de antioxidantes por DPPH
de las muestras.
Fuente: Boonprakob et al. (2006).
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C.

Método ABTS

Es un ensayo de decoloracion aplicable tanto para antioxidantes de
naturaleza  lipofilica e  hidrofilica, incluyendo  flavonoides,
hidroxicinamatos, carotenoides y antioxidantes de plasma. El monocation
radical preformado 2.29- azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid)
es generado por oxidacion de ABTS con persulfato de potasio y se reduce
en la presencia de antioxidantes y la duracién de la reaccién en la
inhibicion del cation se tiene en cuenta al determinar la actividad

antioxidante.

Se preparé la solucién stock de ABTS, 101.5mg ABTS se afor6 a 25 mL
H20. Por otro lado se preparé 17.57 mg K>S,0s y se aforé a 25 mL H0,
ambos se mezclaron y se dejaron reaccionar durante 12 horas. Se tomo
1 mL y se agreg6 60 mL de metanol. Se preparo6 el control agregando 10
HUL de metanol en una cubeta y 990 pL de solucion de trabajo ABTS, se
realizo la lectura de la absorbancia a 740 nm obteniendo una lectura de
0.7 +. Para la lectura de los extractos se procedi6 a agregar 1500 pL de
cada extracto hidroalcohdlico en microcubetas y se centrifugd. De los
extractos centrifugados y diluidos se colocé 10 uL en una cubeta y se
agreg6 990 L de solucién de trabajo de ABTS. Se procedi6 a realizar la
lectura en el espectrofotometro a 740 nm. Se detalla a continuacion en

la figura 11 el diagrama de flujo para el control del ABTS.

Se tom6 10 uL MeOH + 990 pL ABTS

Se midio la absorbancia a 740 nm ajustando
hasta obtener una lectura de 0.7t

Figura 11. Diagrama de flujo para el control (ABTS).
Fuente: Boonprakob et al. (2006).
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La figura 12 muestra el diagrama de flujo de la curva estandar de Tr6lox
para ABTS.

25 mg de trélox se aforé a 100 mL
con metanol

v

Se tomo alicuotas de 1.5; 1; 0.5;
0.25; 0.1 pL
Se aford a 1000 pL con MeOH

Se tomo 10 uL de cada alicuota

:

Se adiciond 990 uL de la solucién de
trabajo ABTS

v
Se midid la absorbancia a 740nm

Figura 12. Diagrama de flujo de la curva estandar de Trélox para ABTS.
Fuente: Boonprakob et al. (2006)

A continuacién la figura 13 detalla el proceso para la lectura de las

muestras por el radical ABTS.

Se tomd 1500 uL de
extracto y se centrifugd

v

Se tomé 10 pL de extracto

\
Se adicion6 990 pL de la
solucién de trabajo ABTS

Diluciones
correspondientes

»
L

v

Se midid la absorbancia a 740nm

Figura 13. Diagrama de flujo para la lectura de las muestras por el radical
ABTS.
Fuente: Boonprakob et al. (2006).
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3.7.6 Correlaciéon entre el contenido de polifenoles totales y la actividad
antioxidante.
Para correlacionar el contenido de polifenoles totales con la actividad
antioxidante para cada especie de plantas (Matico, Pifién blanco y Chiric
Sanango), se utiliz6 la concentracion mM TEAC/ 100 mL extracto,
obtenidos de los métodos de ABTS y DPPH versus el contenido de
polifenoles totales expresado en acido galico equivalente. Finalmente
fueron sometidos a un analisis de correlacion de Pearson utilizando el

software Statgraphics.

Polifenoles totales Actividad Antioxidante

Correlacion Estadistica

Figura 14. Diagrama de flujo para la correlacion estadistica
Fuente: Boonprakob et al. (2006).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cuantificacion de Polifenoles totales

41.1

4.1.2

Determinacion de la curva estandar

Para una curva estandar se debe utilizar reactivos puros y recomendados
por los protocolos de andlisis, en este caso se trabajé con acido galico
recomendado por Boonprakob et al. (2006). Por otro lado Condezo
(2011), indican que el método de Folin-Cioucalteu permite medir fenoles
totales y para la cuantificacion debe crearse la curva de calibracion y
puede realizarse con acido galico (GAE}, porgue este es un compuesto
estable y se pierde solo 5% de su valor real después de dos semanas de
refrigerado y tapado. La curva estandar para la cuantificacion de
polifenoles se realiz6 con el acido galico expresado como (ug/mL), las
concentraciones consideradas fueron 10; 25; 50; 75; 100 pg/mL y las
lecturas se realizaron a 740 nm. Segun los resultados, la ecuacion
encontrada es de primer orden teniendo como variables "y" (absorbancia)
y "X" (concentracion). Diaz (2010), indica que la forma de estudio de la
asociacion entre las variables "x" e "y" es la regresion, que consiste en
determinar una relacion funcional (recta de regresién) entre ellas, con el
fin de que se pueda predecir el valor de una variable en base a la otra. El
valor de r cuadrado = 0,9998 indica que existe una relacién positiva muy

fuerte o casi perfecta (Diaz 2010)

Cuantificacion de Polifenoles totales en extractos de tres especies
de plantas medicinales.

La cuantificacion de polifenoles totales realizado a los extractos de las
tres especies de plantas medicinales amazoénicas: Matico, Pifion Blanco
y Chiric Sanango, se presentan a continuacion, cuyos resultados fueron
expresados en miligramos en equivalente de acido galico (mg EAG)
Segln el andlisis estadistico estos presentaron diferencia estadistica

significativa.

Determinacién de Polifenoles en extracto hidroalcohdlicos de hojas
de MATICO (Piper aduncum L.)
A continuacion se muestran los resultados donde los fenoles totales

fueron expresados en (mg acido galico equivalente/100 g de extracto),
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para los cuatros tratamientos (T°’Amb 32°C; 40°C; 50°C y 60°C) de hojas
de Matico (Piper aduncum L.).

Cuadro 4. Contenido de fenoles totales (mg acido galico equivalente /

100 g) en los cuatro extractos de las hojas del Matico.

Tratamientos Polifenoles Totales mg EAG/ 100 mL extracto
T°Amb: 32°C 72.391

40°C 202.696

50°C 192.741

60°C 184.899

Fuente: Elaboracion propia

El cuadro 4 muestra diferentes resultados para cada tratamiento,
demostrando asi que la temperatura juega un papel importante debido a
que esta influye en la fragilidad de la pared celular y por tanto en el
aumento de la liberacion de los antioxidantes y polifenoles, pero a su vez
tendra un efecto negativo en aquellos compuestos termosensibles
liberados (Pinos 2015). Los resultados obtenidos fueron sometidos al
analisis de varianza donde los valores del contenido de fenoles totales
fueron altamente significativos. Se realiz6 la prueba de Tukey para
verificar que la temperatura presenta influencia significativa sobre los

polifenoles.

. Determinacién de polifenoles en extracto hidroalcohdlicos de hojas
de PINON BLANCO (Jatropha curcas L)

Los resultados de los fenoles totales fueron expresados en (mg &cido
galico equivalente/100 g de extracto), para los cuatros tratamientos
(T°’Amb: 32°C; 40°C; 50°C y 60°C) de hojas de Pifién Blanco (Jatropha
curcas L). En el cuadro 5 podemos observar que el contenido de
polifenoles se ve afectado por el tipo de tratamiento, obteniendo un mejor
resultado a una temperatura de 40°C, ademas la cantidad de polifenoles
disminuye a medida que la temperatura incrementa o cuando la

temperatura esta por debajo de los 40°C.
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Cuadro 5. Contenido de fenoles totales (mg acido galico equivalente/100
g) en los cuatro extractos de las hojas del Pifion Blanco (Jatropha curcas
L).

Tratamientos Polifenoles Totales mg EAG/ 100 mL extracto
T°Amb - 32°C 65.393

40°C 171.425

50°C 161.873

60°C 154.735

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos del andlisis de varianza realizado a los valores
del contenido de fenoles totales fue menor que 0.05 por lo que determina
que si existe diferencia significativa entre los cuatro tratamientos con sus
correspondientes réplicas de hojas del Pifidn Blanco (Jatropha curcas L).

Estos resultados se verificaron mediante la prueba Tukey.

Determinacién de Polifenoles en extracto hidroalcohdlicos de hojas
de SHIRIC SANANGO (Brunfelsia grandiflora D. Don)

Los resultados de los fenoles totales fueron expresados en (mg acido
galico equivalente/100 g de extracto), para los cuatros tratamientos
(T°’Amb: 32°C; 40°C; 50°C y 60°C) de hojas de Chiric Sanango
(Brunfelsia grandiflora D. Don)

Cuadro 6. Contenido de fenoles totales (mg &cido galico equivalente/100
g) en los cuatro extractos de las hojas del Chiric Sanango (Brunfelsia

grandiflora D. Don)

Tratamientos Polifenoles Totales mg EAG/ 100 mL extracto
T°Amb - 32°C 67.002

40°C 183.089

50°C 174.643

60°C 170.420

Fuente: Elaboracién propia
El cuadro 6 muestra un nivel mayor de polifenoles en el tratamiento a
40°C, reafirmando que esta temperatura es la mas adecuada en cuanto

a la determinacion de polifenoles totales para el Chiric Sanango.
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Los resultados obtenidos del andlisis de varianza realizado a los valores
del contenido de fenoles totales de los extractos de hojas del Chiric
Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don) fueron significativos, de esta
manera se determind que efectivamente si existe diferencia significativa
entre los cuatro tratamientos con sus correspondientes réplicas. En el
Anexo XIV se muestran los resultados de la prueba Tukey para los
valores del contenido de fenoles totales de los cuatro tratamientos del
extracto de las hojas de Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don),
donde segun la prueba de tukey, se puede observar que existe

significancia entre los tratamientos, lo cual indica que difieren entre ellos.

Las especies Matico, Pifion Blanco y Chiric Sanango han demostrado
poseer actividad antioxidante, la cual ha sido encontrada en las diferentes
temperaturas de los tratamientos.

En el Cuadro 7 puede observarse que el Matico (Piper aduncum L.)
mostré contenido de polifenoles totales cuyos valores fueron mayores al
Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don) y Pifién Blanco (Jatropha

curcas L)

Cuadro 7. Comparativo del contenido de polifenoles totales de los
extractos hidroalcohdlicos de las tres plantas medicinales.

POLIFENOLES TOTALES mg EAG/ 100 mL extracto

32°C 40°C 50°C 60°C
Matico 72.391 202.696 192.741 184.899
Shiric Sanango 67.002 183.089 174.643 170.420
Pifidn Blanco 65.393 171.425 161.873 154.735

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados de fenoles totales fueron expresados en (mg acido galico
equivalente/100 mL de extracto), para los cuatro extractos de las tres
especies de plantas medicinales. Tal como se muestra en el Cuadro 7; la
mayor cantidad de fenoles totales se reporto en el extracto a 40°C siendo
el Matico la especie con mayor cantidad. Los resultados de analisis de
varianza del contenido de fenoles totales para los extractos de las tres

especies de plantas medicinales, muestran que existe diferencia
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significativa entre las muestras analizadas; es decir, al menos uno de los
tratamientos difiere significativamente de los otros. Por lo tanto se
continud el andlisis estadistico realizdndose la prueba de Tukey para
determinar los tratamientos que tienen diferencias significativas.

Mediante la prueba de Tukey (0,05) se aprecia que el mayor contenido
de Polifenoles totales lo posee la temperatura de 40 °C, y a medida que
se va aumentando la temperatura del extracto el contenido de Polifenoles
va disminuyendo, encontrandose el menor contenido en el extracto a 60
°C; esta perdida del contenido de Polifenoles en los extractos puede ser
explicado por Vargas (2011), el cual obtuvo mayor cantidad de polifenoles
en hojas de Stevia a una temperatura de secado a 45°C y fue
disminuyendo a mayor temperatura, encontrdndose el menor contenido
en el secado a 65°C, por lo que indica que algunos vegetales que son
fuente rica en polifenoles y que contribuyen a la actividad antioxidante,
pueden verse afectados por la exposicibn a diferentes procesos y
técnicas de secado. Asi mismo, se realiz6 la comparaciéon del contenido
de fenoles totales con los antecedentes, lo cual se muestra en el siguiente

Cuadro.

Cuadro 8. Comparacion del contenido de fenoles totales con los

antecedentes

Comparacion del contenido de fenoles totales con los

antecedentes
Evaluacién de la actividad antioxidante y Actividad Determinacion de
polifenoles totales en extractos de las hojas de antioxidante y polifenoles totales en
tres especies de plantas medicinales de campo contenido de arandanos y
verde, ucayali-2018 polifenoles en productos derivados
hojas de Cestrum (Anticona et al. 2016)
Matico Chiric Pifién Blanco auriculatum I'her
Sanango (Hierba santa)
(Godos 2018)
202.696 183.089mg 171.425mg 25.517 mg 399.7 mg
mg EAG/ EAG/ 100 mL EAG/ 100 mL EAG/ 100mL EAG/lOOmL

100 mL
Fuente: Elaboracion propia

Como se puede observar en el Cuadro 8, los valores obtenidos més altos
en ambas investigaciones, se comparan en cuanto al contenido de

fenoles totales. En la investigacién de Godos (2018), el estudio se enfoco
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en las hojas de Hierba Santa, una planta silvestre y de uso tradicional
similar al Matico, Chiric Sanango y Pifién blanco donde presenté 25.517
mg / 100mL, resultado que demostré menor cantidad de polifenoles
comparandolo con el estudio realizado a los tratamientos de los extractos
de las hojas de Matico, Chiric Sanango y Pifibn blanco las cuales
presentaron 202.696; 183.089 y 171.425 mg EAG/ 100 mL
respectivamente. El estudio de Anticona et al. (2016) demuestra
efectivamente que el fruto del ardndano tiene mayor cantidad de fenoles
totales, esto se debe a que los polifenoles abundan en los vegetales de
colores vivos en la gama que va del amarillo al rojo oscuro. Quifiones
(2017), determiné el contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante del fruto de Sanke donde concluyé que la mayor cantidad de
fenoles totales se encuentran generalmente en la cascara y piel de las
frutas, mas las hojas podrian presentar cantidades menores. Los zumos
de arandanos utilizados en el antecedente fueron de tipo negro, los
extractos de matico y Chiric Sanango presentaron un color marrén rojizo
demostrando efectivamente los valores mas altos a comparacion del
Pifidn Blanco el cual presenté un color verde y obtuvo valores mas bajos.
Cabrera et al. (2014), mostré que tanto los extractos acuosos como los
hidroalcohdlicos de granadilla (Passiflora ligularis), presentaron
compuestos fendlicos. Se encontré que los extractos a 70% de etanol
elaborados a partir de hojas alcanzaron la mayor concentracion (14.32
mg Eqg Ac. Gal/g materia seca) (P < 0.05) con respecto a los demas EtOH:
H.O 0:100 (%v/v), 35:65 (%v/v). De esta manera demostré que los
extractos de hojas presentaron un mayor contenido de compuestos
fendlicos en comparacion con los obtenidos a partir de flores (P < 0.05).
Sin embargo los estudios de Alvis et al. (2011), muestran la Influencia del
grado alcohdlico en la extraccion de los compuestos fendlicos para
limoncillo, evidenciando que los compuestos fendlicos extraidos
aumentan cuando aumenta la concentracion alcohdlica, sin embargo este
fendmeno solo se presenta hasta cuando se alcanza una concentracion
de etanol del 50% (50:50 etanol /agua) a diferencia de las deméas (100%
agua), (25:75 etanol /agua), (75:25 etanol /agua), (95% etanol),
concentracion a la cual se obtiene la maxima extraccion de dichos
compuestos de alli en adelante el grado alcohélico no mejora la
extraccion de dichos compuestos. Una posible explicacion del

comportamiento que sigue la extraccion de los compuestos fendlicos,
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puede atribuirsele a la polaridad de los diferentes compuestos presentes
en el extracto, lo cual deja entender que dichos compuestos tienen una
polaridad muy semejante a la que se alcanza en una solucion etanol-

agua (1:1). Lo cual optimiza su extraccion.

4.2 Evaluacion de la actividad antioxidante

4.2.1

4.2.2

Determinacién de la curva estandar

La curva estandar para la cuantificacidon de actividad antioxidante se
realizé con Trélox tomandose las siguientes concentraciones 1.5; 1; 0.5;
0.25; 0.1 uM vy las lecturas se realizaron a 740nm, los resultados se
presentan en los anexos VIl y IX en funcion al DPPH y en los anexos X
y Xl en funcion al ABTS.

Evaluacién de la actividad antioxidante radical 1, 1' diphenyl-2-
picrylhidrazyl (DPPH) en extractos de tres especies de plantas
medicinales.

El ensayo antioxidante DPPH esta basado en la habilidad del DPPH, un
radical libre para convertirse en incoloro en presencia de extractos de
planta. El radical DPPH posee un electrén impar en que es el responsable
de la absorbancia a 517 nm y también del color purpura visible. Cuando
el DPPH acepta un electron donado por un compuesto de ensayo
antioxidante, el DPPH es decolorado esto puede ser medido
cuantitativamente a partir de la disminucién de la absorbancia (Cardenas
2017).

Evaluacién de la actividad antioxidante del MATICO (Piper aduncum
L.) mediante radical DPPH

La determinacion de la actividad antioxidante mediante el radical DPPH
de los cuatro extractos hidroalcohdlicos (T°’Amb: 32°C; 40°C; 50°C y
60°C) del matico se presentan en el Cuadro 9, donde se muestra que la
temperatura influyé de manera significativa en la determinacién de
antioxidantes dando de esta manera mejor resultado a una temperatura
de 40°C.
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Cuadro 9. Concentracion de la actividad antioxidante (mM TEAC/ 100 mL
Extracto) en los cuatro extractos de las hojas del Matico (Piper aduncum
L.) mediante radical DPPH.

Extractos Concentracion mM TEAC/ 100 mL Extracto
T°Amb — 32°C 1.039
40°C 1.514
50°C 1.313
60°C 1.239

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados del analisis de varianza realizado al contenido de
antioxidantes entre los cuatro tratamientos del extracto de las hojas del

Matico determiné que si existe diferencia significativa.

Evaluacion de la actividad antioxidante del PINON BLANCO
(Jatropha curcas L) mediante radical DPPH

La determinacion de antioxidantes mediante el radical DPPH de los
extractos hidroalcohdlicos del Pifién Blanco (Jatropha curcas L) se

muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Concentracién de la actividad antioxidante (mM TEAC/ 100
mL Extracto) mediante el radical DPPH en los cuatro extractos de las

hojas del Pifidn Blanco (Jatropha curcas L)

Extractos Concentracion mM TEAC/ 100 mL
Extracto
T°Amb — 32°C 0.855
40°C 1.156
50°C 1.027
60°C 0.963

Fuente: Elaboracién propia

Se obtuvo el mejor resultado de concentracion de antioxidantes mediante
el radical DPPH a una temperatura de 40°C para la muestra de Pifion
Blanco como se muestra en el cuadro 10. Los resultados de varianza
realizado al contenido de antioxidantes para determinar si existe
diferencia significativa entre los cuatro tratamientos a diferentes

temperaturas para las hojas del Pifibn Blanco (Jatropha curcas L)
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4.2.3

mostraron que efectivamente existe una relacion estadisticamente

significativa puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor a 0.05.

Evaluaciéon de la actividad antioxidante de CHIRIC SANANGO
(Brunfelsia grandiflora D. Don)

La determinacion de la actividad antioxidante mediante el radical DPPH
de los cuatro tratamientos (T°’Amb: 32°C; 40°C; 50°C y 60°C) del Chiric
Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don) se presentan en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Concentracion de la actividad antioxidante mediante radical
DPPH (mM TEAC/ 100 mL Extracto) en los cuatro extractos de las hojas
del Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don).

Tratamientos Concentracion mM TEAC/ 100 mL
Extracto
T°Amb:32°C 0.965
40°C 1.422
50°C 1.245
60°C 1.170

Fuente: Elaboracién propia

El Cuadro 11 muestra que el tratamiento a temperatura 40°C continla
siendo la mas adecuada tanto en la determinacién de antioxidantes y
polifenoles, obteniendo los resultados de mayor nivel.

Los resultados del andlisis de varianza, realizado al contenido de
antioxidantes para determinar si existe diferencia significativa entre los
cuatro tratamientos para las hojas del Chiric Sanango (Brunfelsia
grandiflora D. Don) demostraron que efectivamente los tratamientos son

significativos.

Evaluacién de la actividad antioxidante radical 2,2' azinobis -3-
ethylbenzotiazolina -6- acido sultanico (ABTS) en extractos de tres
especies de plantas medicinales.

El ensayo de ABTS es una herramienta excelente para conocer la
actividad antioxidante de la donacion de hidrogeno y la ruptura de la
cadena de antioxidantes, ademds tiene caracteristica maxima de
absorbancia de 740 nm, que disminuye con la recoleccion de radicales

de protones, ademas el ensayo ha sido extensamente usado en muchos
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estudios recientes para detectar la propiedad antioxidante de extractos

de plantas absorbancia (Cardenas 2017).

Evaluacién de la actividad antioxidante del MATICO (Piper aduncum
L.)

La determinacion de la actividad antioxidante mediante el radical ABTS
de los cuatro tratamientos (T°Amb: 32°C; 40°C; 50°C y 60°C) del matico
se presentan en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Concentracién de la actividad antioxidante (mM TEAC/ 100
mL Extracto) en los cuatro extractos de las hojas del Matico (Piper

aduncum L.) mediante radical ABTS.

Tratamientos Concentracion mM TEAC/ 100 mL Extracto
T°Amb:32°C 2131

40°C 2.256

50°C 2.181

60°C 1.957

Fuente: Elaboracién propia

En el Cuadro 12 se observa que la concentracion de la actividad
antioxidante es adecuada a 40°C y que disminuye a medida que la
temperatura sube, también se observa que si la temperatura esta por
debajo de 40°C también disminuye. Los resultados del analisis de
varianza, realizado al contenido de antioxidantes para determinar si
existe diferencia significativa entre los cuatro tratamientos para las hojas
del Matico (Piper aduncum L.) demostraron que los tratamientos son

significativos.

Evaluacion de la actividad antioxidante del PINON BLANCO
(Jatropha curcas L) mediante radical ABTS

La determinacion de antioxidantes mediante el radical ABTS de los
extractos hidroalcohdlicos del Pifién Blanco (Jatropha curcas L) se
muestran en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Concentracion de la actividad antioxidante (mM TEAC/ 100
mL Extracto) mediante el radical ABTS en los cuatro extractos de las

hojas del Pifién Blanco (Jatropha curcas L)

Extractos Concentracion mM TEAC/ 100 mL Extracto
T°A-32°C 1.730

40°C 1.980

50°C 1.894

60°C 1.586

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados de varianza realizado al contenido de antioxidantes para
determinar si existe diferencia significativa entre los cuatro tratamientos
para las hojas del Pifién Blanco (Jatropha curcas L) demostraron que los

tratamientos son significativos.

Evaluacién de la actividad antioxidante del CHIRIC SANANGO
(Brunfelsia grandiflora D. Don)

La determinacion de la actividad antioxidante mediante el radical ABTS
de los cuatro tratamientos (T° Amb:32°C; 40°C; 50°C y 60°C) de Chiric

Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don) se presentan en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Concentracion de la actividad antioxidante mediante el
radical ABTS (mM TEAC/ 100 mL Extracto) en los cuatro extractos de las
hojas del Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don).

Extractos Concentracion mM TEAC/ 100 mL Extracto
T°Amb — 32°C 1.981
40°C 2.125
50°C 2.085
60°C 1.774

Fuente: Elaboracién propia

La concentracion de actividad antioxidante mediante el radical ABTS para
los tratamientos de las hojas de Chiric Sanango presentd el mejor
resultado a 40°C como se muestra en el Cuadro 14. Los resultados del
analisis de varianza realizado al contenido de antioxidantes determina
que si existe diferencia significativa entre los tratamientos a diferentes
temperaturas para las hojas del Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D.
Don).
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En el Cuadro 15 se muestra la capacidad antioxidante en los extractos de
las hojas de Matico, Chiric Sanango y Pifion Blanco frente a los radicales
DPPHy ABTS

Cuadro 15. Capacidad antioxidante en los extractos frente al radical
DPPH y ABTS

Concentracién mM TEAC/ 100 mL Extracto

32°C 40°C 50°C 60°C
DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS

Matico 1.039 2131 1514 2256 1.313 2181 1239 1.957

Chiric 0.965 1981 1422 2125 1.245 2.085 1.170 1.774
Sanango

Pifién 0.855 1.730 1.156 1.980 1.027 1.894 0.963 1.586
Blanco

Fuente: Elaboracion propia

Como se muestra en todos los cuadros de determinacion de polifenoles
y actividad antioxidante, el tratamiento que presentd los mejores
resultados fue a la temperatura de 40°C para todas las pruebas de las
tres especies de plantas (Matico, Chiric Sanango y Pifién Blanco), esto
puede ser explicado por Ahmad (s.f.) quien mantiene que la influencia de
la temperatura en el potencial antioxidante de los extractos se debe al
estrés provocado sobre la estructura vegetal, donde las altas
temperaturas ejercen gran presion sobre las paredes celulares, si la
temperatura supera los limites de la muestra esta probablemente se
degrade disminuyendo o eliminando sus compuestos. En el cuadro 15 se
puede observar que los tratamientos de las tres especies de plantas
medicinales (Matico, Chiric Sanango y Pifién Blanco) presentaron mayor
capacidad para secuestrar al radical ABTS frente al DPPH, asimismo la
capacidad antioxidante frente al radical ABTS del tratamiento a 40°C fue

superior con respecto al DPPH.

Cabrera et al. (2014), determiné los contenidos maximos de polifenoles
totales equivalentes a 10.47 mg Eq Vitexina/g materia seca, en extractos
hidroalcohdlicos y acuosos de granadilla donde la actividad antioxidante

in vitro de los extractos fue evaluada utilizando la metodologia de
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captacion del radical libre (DPPH) y poder reductor férrico (FRAP), en
ambas metodologias se determind que los extractos hidroalcohélicos
presentan mayor actividad antioxidante que los extractros acuosos. La
investigacion utilizd extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Matico,
Pifidn Blanco y Chiric Sanango obteniendo resultados favorables en

comparacion a otras plantas silvestres.

Asimismo en el estudio de Cabrera et al. (2014), se obtuvo mejores
resultados realizando la extraccion por 1 h a 40°C con agitacion continua.
El extracto fue filtrado en caliente y se almacené en frascos ambar antes
de preparar los diferentes extractos de acuerdo con el disefio
experimental, de la misma manera fueron sometidos los extractos
hidroalcohdlicos de las tres especies en estudio (Matico, pifibn Blanco y
Chiric Sanango) obteniendo los mejores resultados a 40°C en

comparacion de las demés temperaturas de 32°C; 50°C y 60°C.

Cérdenas (2017), indica que la cuantificacion de la decoloracion del
radical ABTS se genera debido a la interaccién con especies donantes
de hidrégeno o de electrones. Es una técnica que no permite discriminar
extractos que contienen buenos compuestos antioxidantes. Al comparar
resultados con los radicales DDPH y ABTS, se encuentra diferencia.
Cardenas (2017), menciona que el radical DPPH es estable en su
formacion por facil disolucién en metanol. En contraste, el radical cation
ABTS se crea por reaccién entre el ABTS con el oxidante, persulfato de
potasio, lo cual lo hace menos estable y mas transitorio. Las diferencias
entre las actividades de captacion de radicales DPPH y ABTS se pueden
atribuir a los medios de reaccién. Ademas pueden tener diferentes
afinidades contra otros compuestos que estan presentes en las muestras.
El ensayo DPPH se realiza convencionalmente con un 50% de etanol /
agua, mientras que el ensayo ABTS se lleva a cabo en condiciones
acuosas. Se tiene en cuenta que algunos extractos reaccionan muy bajo

y necesitan mas tiempo para finalizar la reaccion.

En el Cuadro 16 puede observarse que el Matico (Piper aduncum L.)
mostré contenido de antioxidantes en los radicales DPPH y ABTS cuyos
valores fueron mayores al Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)

y Pifién Blanco (Jatropha curcas L)
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Cuadro 16. Capacidad antioxidante por DPPH y ABTS de los extractos
hidroalcohdlicos a T°40 de las tres plantas medicinales.

Concentraciéon mM TEAC/ 100 mL Extracto (40°C)

DPPH ABTS

Matico 1514 2.256
Chiric Sanango 1.422 2.125
Pifidén Blanco 1.156 1.980

Fuente: Elaboracion propia

4.3 Efecto de la temperatura de los extractos con relacién a la evaluacion de
Polifenoles.
Los cuatro tratamientos de trabajo a temperaturas de 32°C; 40°C; 50°C y 60°C
de cada especie de plantas como el Matico, Chiric Sanango y Pifién Blanco
demuestran que la temperatura influye en la extraccién de Polifenoles Totales. A

continuacién se muestran en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Contenido de Polifenoles Totales obtenidos de extractos con

diferentes temperaturas para las hojas de Matico, Chiric Sanango y Pifién

Blanco.
Temperatura POLIFENOLES TOTALES mg EAG/ 100
Chiric Sanango Pifibn Blanco Matico
32 67.0 65.4 72.4
40 183.1 171.4 202.7
50 174.6 161.9 192.7
60 170.4 154.7 184.9

Fuente: Elaboracion propia
A continuacion en la figura 14 se muestra el contenido de polifenoles totales vs

temperaturas para los extractos de las hojas del Matico, Chiric Sanango y Pifion

Blanco.
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4.4
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Figura 15. Contenido de Polifenoles totales vs temperaturas para los extractos
de las hojas del Matico, Chiric Sanango y Pifién Blanco.

Fuente: Elaboracion propia.

La variacién de los resultados encontrados en las hojas de Matico, Chiric
Sanango y Pifién blanco con relacion a la temperatura de los tratamientos puede
ser explicado por Vargas (2011) quien menciona que los factores que influyen
en la cantidad de polifenoles presentes en una hoja puede variar de acuerdo a
las condiciones geograficas y procesamiento. Asi mismo, en secados
controlados a 65°C la actividad de las enzimas declina por encima de 30 °C, pero
las distintas enzimas se inactivan a diferentes temperaturas, muchos siguen

siendo activas por encima de 35 °C, pero la mayoria pierde su actividad a 45 °C.

Efecto de la temperatura de los extractos con relacién a la actividad
antioxidante.

A continuacién se muestran los resultados de la actividad antioxidante por los
radicales DPPH y ABTS en funcién a los diferentes tratamientos a temperaturas
de 32°C; 40°C; 50°C y 60°C de los extractos de las hojas de Matico (Piper
aduncum L.), Pifién Blanco (Jatropha curcas L) y Chiric Sanango (Brunfelsia
grandifiora D. Don. Donde el cuadro 18 y el cuadro 19 muestran que
efectivamente la temperatura influye en la determinacion de los antioxidantes, la
investigacion de Pinos (2015), indica que el comportamiento de la actividad
antioxidante de extractos del alimentos depende de varios factores importantes,
estos pueden ser; la cantidad de sustancias que presentan esta propiedad, las

posibilidades de liberacién de las mismas debido a que la liberacién desde el
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interior de la célula vegetal de los componentes antioxidantes depende la
fragilidad de la pared del alimento lo cual puede aumentar por la accién del calor
y el grado de maduracion, la termosensibilidad y la interrelacion sinergismo entre

ellas.

Cuadro 18. Resultado de la actividad antioxidante mediante el radical DPPH

para los extractos de las hojas del Matico, Pifibn Blanco y Chiric Sanango.

Concentracién mM TEAC/ 100 mL Extracto - DPPH

32°C 40°C 50°C 60°C
Matico 1.039 1.514 1.313 1.239
Chiric Sanango 0.965 1.422 1.245 1.170
Piiion Blanco 0.855 1.156 1.027 0.963
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 16. Actividad antioxidante mediante el radical DPPH vs temperaturas
para los extractos de las hojas del Matico, Pifion Blanco y Chiric Sanango.

Fuente: Elaboracion propia.

A continuacion se muestran los resultados para la actividad antioxidante

mediante el radical ABTS.
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4.5

Cuadro 19. Resultado de la actividad antioxidante mediante el radical ABTS para

los extractos de las hojas del Matico, Pifién Blanco y Chiric Sanango.

Concentracién mM TEAC/ 100 mL Extracto - ABTS

32°C 40°C 50°C 60°C
Matico 2.131 2.256 2.181 1.957
Chiric Sanango 1.981 2.125 2.085 1.774
Piiion Blanco 1.730 1.980 1.894 1.586
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 17. Actividad antioxidante mediante el radical ABTS vs temperaturas para
los extractos de las hojas del Matico, Pifién Blanco y Chiric Sanango.

Fuente: Elaboracion propia.

Correlacion entre el contenido de Polifenoles totales y la actividad
antioxidante.

A continuacién se muestran los resultados de la correlacién entre el contenido
de polifenoles totales y la actividad antioxidante de DPPH y ABTS para cada

especie de hojas de Matico, Pifion Blanco y Chiric Sanango.

45.1 Correlacién del contenido de Polifenoles totales y la actividad
antioxidante del Matico (Piper aduncum L.)
En la figura 17 se observa el contenido de Polifenoles totales expresado
en acido galico equivalente donde el estadistico R-Cuadrada indica que

el modelo ajustado resulta el 99.3% de la variabilidad en la concentracién
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mM TEAC/ 100mL Extracto (DPPH), indicando una relacion fuerte entre
las variables. En la figura 18 el estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado resulta el 57.0% de la variabilidad en la concentracion
mM TEAC/ 100mL Extracto (ABTS), indicando una relacion relativamente

fuerte entre las variables.
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Figura 18. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante (DPPH) del Matico.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 19. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante (ABTS) del Matico.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.5.2 Correlacion del contenido de Polifenoles totales y la actividad
antioxidante del Pifibn Blanco (Jatropha curcas L)
A continuacion en la figura 19 el R-Cuadrada indica que el modelo
ajustado resulta el 97.8% de la variabilidad en la concentracion mM
TEAC/ 100mL Extracto (DPPH), indicando una relacion fuerte entre las
variables. La figura 20 muestra que R-Cuadrada indica que el modelo
ajustado resulta el 69.3% de la variabilidad en la concentracion mM
TEAC/ 100mL Extracto (ABTS), indicando una relacion moderadamente

fuerte entre las variables.
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y =-1996.6x2 + 4356.4x - 2197.8 . e
R%2=0.9784 o

Polifenoles totales mg EAG

Figura 20. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante (DPPH) del Pifion Blanco.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 21. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante (ABTS) del Pifién Blanco.

Fuente: Elaboracion propia.
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453

Correlacion del contenido de Polifenoles totales y la actividad
antioxidante del Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don).

La figura 21 muestra que el estadistico R-Cuadrada indica que el modelo
ajustado explica 99.0% de la variabilidad en la concentracion mM TEAC/
100mL Extracto (DPPH), indicando una relacion fuerte entre las variables.
En la figura 22 se observa que el estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado resulta el 89.2% de la variabilidad en la concentracion
mM TEAC/ 100mL Extracto (ABTS), indicando una relacion fuerte entre

las variables.

200.0

180.0 y=-875.69x +2340.5x-1375.5 Y d
160.0 R?=0.9909 K

140.0
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100.0
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0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200 1.400 1.600

Concentraciéon mM TEAC/ 100mL Extracto

Polifenoles totales mg EAG

Figura 22. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante (DPPH) del Chiric Sanango.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 23. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante (ABTS) del Chiric Sanango.

Fuente: Elaboracion propia.
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Mediante la determinacion del coeficiente de correlacién, se pudo
verificar que entre la concentracion mM TEAC/ 100mL del Extracto y
Polifenoles totales mg EAG existe una afinidad positiva. Dando valores
de R? para Matico de 0.9931 y 0.5707. R? para Pifién Blanco de 0.9784
y 0.693 y R? para Chiric Sanango de 0.9909 y 0.8924 de DPPH y ABTS
respectivamente. Por lo que de los resultados obtenidos se observa una
clara relacion entre el contenido de fenoles totales y la capacidad

atrapadora de radicales libres.

Brenes y Garcia (2012), indican que r puede tomar valores en el
intervalo -1 < r £ +1, donde un valor de r de -1 describe una correlacion
negativa perfecta, de manera similar cuando r es igual a +1, se tiene
una correlacién positiva perfecta. Si se obtiene una correlacién negativa,
esto es debido a que no se sabe de manera especifica cual es la
estructura quimica que posee mayor actividad, ya que en el momento
de su extraccion se extrae de manera general y no se sabe de manera
especifica cudl de las estructuras de polifenoles extraidas es la que

posee potencial antioxidante.

Segln Gutiérrez et al. (2008), indica que en lo general una planta con
mayor contenido de compuestos fendlicos totales presenta una mayor
actividad antioxidante, sin embargo puede que algunas plantas
presenten una actividad antioxidante superior a lo esperado o por el
contrario, una baja actividad que no se relaciona con el contenido de
compuestos fendlicos. Esto es indicativo de que la capacidad
antioxidante de una planta se debe al efecto combinado de diversos
factores, como puede ser la presencia de otro tipo de metabolitos
antioxidantes, o bien, una actividad pro-oxidativa que se contrapone al

potencial antioxidante.

De acuerdo al estudio de Marquez et al. (2014), indica que si no se
encontré relacion directa entre la actividad antioxidante y la
concentracion de fenoles totales, se infiere que no existe dependencia
entre las variables, por lo tanto probablemente la actividad antioxidante
involucre compuestos del tipo flavonoides, antocianinas, licopenos,

carotenos y vitaminas, entre otros.
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Muchos reportes han mostrado una cercana relacién entre el contenido
de fenoles y la actividad antioxidante de las plantas. Aunque hay una
estrecha relacién entre el contenido de polifenoles y la actividad
antioxidante, Nossa et al. (2016) en su investigacion a extractos de las
hojas de Comfrey explica que no se puede considerar que la actividad
antioxidante se deba sélo a la presencia de compuestos fenélico, puesto
gque en su composicion quimica pueden existir otros metabolitos
secundarios que debido a su estructura contribuyan a su eficacia

antioxidante.
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V. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se llegaron a las siguientes conclusiones:

e Se evalud la actividad antioxidante frente al radical DPPH en los extractos
hidroalcohdlicos de las hojas de Matico, Pifion Blanco y Chiric Sanango
obteniendo concentraciones 1.514; 1.156 y 1.422 mM TEAC/ 100 mL
Extracto respectivamente, siendo estos los valores mas altos
correspondientes al extracto sometido a 40°C.

e Se realizé la evaluacion de la actividad antioxidante frente al radical ABTS
de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Matico, Pifidn Blanco y
Chiric Sanango obteniendo concentraciones de 2.256; 1.980; 2.125 mM
TEAC/ 100 mL Extracto respectivamente, los mejores valores corresponden
al extracto sometido a 40°C.

e Se evalu6 los Polifenoles totales correspondientes a los extractos de las
hojas de Matico, Pifién Blanco y Chiric Sanango, donde la concentracion de
polifenoles presentes en los extractos fueron 202.696; 171.425 y 183.089
mg EAG/ 100 mL extracto respectivamente, siendo estos los valores mas
altos correspondientes al extracto sometido a 40°C.

e La correlacion entre los polifenoles totales y la actividad antioxidante
mediante el radical DPPH que presentaron los extractos hidroalcohélicos de
las hojas de Matico, Pifidn Blanco y Chiric Sanango fue una relacion fuerte
entre las variables.

e La correlacion entre los polifenoles totales y la actividad antioxidante
mediante el radical ABTS que presentaron los extractos hidroalcohélicos de
las hojas de Matico, Pifibn Blanco y Chiric Sanango fue una relacion fuerte
entre las variables.

e Los extractos hidroalcohdlicos se vieron afectados por la temperatura, las
cuales fueron: temperatura ambiente de la ciudad de Pucallpa (32°C) y los
sometidos a calor (40°C; 50°C y 60°C) demostrando poseer actividad
antioxidante al inhibir al radical DPPH y ABTS. Siendo la temperatura 40°C

para todas las pruebas la que dio mejores resultados.
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VI. RECOMENDACIONES

El extracto hidroalcohdlico de Matico presentd el mejor rendimiento tanto en el
contenido de compuestos fendlicos y actividad inhibitoria del radical DPPH y
ABTS, por lo que se recomienda continuar la investigacion de esta especie con

el fin de aislar compuestos con potencial uso medicinal y farmacologico.

Esta investigacion utilizé solucion hidroalcohdlica para todos los extractos de las
hojas, se recomienda hacer un estudio completo con los diversos métodos y
soluciones de extraccién tales como metanol, hexano, etc. para obtener una

informacién mas amplia.

Por contener presencia de polifenoles y actividad antioxidante se recomienda
hacer pruebas toxicoldgicas a las hojas de Matico, Pifibn Blanco y Chiric
Sanango donde se determine si las hojas poseen sustancias téxicas o toxinas
que puedan ser perjudiciales para el consumo humano, en base a estos
resultados determinar el correspondiente uso de las mismas asi como su

posterior aplicacion en la industria como aditivos o suplementos alimentarios.

El presente trabajo demostré una correlacion entre el contenido de fenoles
totales y la capacidad antioxidante. Sin embargo, la capacidad antioxidante no
solo depende del contenido de polifenoles sino de otros factores no considerados
en este trabajo. Por lo que seria conveniente realizar estudios de identificacion

de estos otros posibles factores presentes en los extractos de las plantas.
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Anexo |: Fotografias del proceso experimental de la preparacion de los extractos

hidroalcohdlicos de las hojas de Matico, Pifion blanco y Chiric Sanango.

Hojas de Pifdn Blanco, Matico y Chiric
Sanango

Pesado de las hojas (Matico, Pifidn
Blanco y Chiric Sanango).

Secado de las hojas

Extracto de hojas de
Piflén Blanco
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Extracto de hojas de
Matico

g -

)

L

Extracto de hojas de
Chiric Sanango




Extractos sometidos a

Verificacion de la temperatura en los

temperatura y agitacion.

Hojas molidas y pesadas de Piiién Blanco,
Matico y Chiric Sanango.
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L\ TABOR

Extractos sometidos a calor

o . -
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Filtracion de los extractos.
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Anexo |l: Fotografias del proceso de centrifugado de los extractos de las hojas de

Matico, Pifidn blanco y Chiric Sanango.

1500pL de cada extracto en microtubos
preparados para centrifugar.

Colocado de extractos en
la centrifuga.

-

Vista de los sedimentos de los extractos después del centrifugado.

Presencia de sedimentos en todos los extractos después del centrifugado.
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Anexos lll: Fotografias del proceso experimental de la evaluacion de polifenoles totales
de los extractos de las hojas de Matico, Pifion blanco y Chiric Sanango.

-
Inicio del analisis de Extraccion de extracto
Polifenoles totales vegetal diluido

Preparacidn de diluciones para regular la
concentracion de los extractos.

& e
Homogenizaciéon de las
diluciones preparadas
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‘ )
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Cubetas preparadas para la lectura de polifenoles en el espectrofotémetro.

Medicion del blanco para el anlisis de
Polifenoles Totales.

Anexos IV: Fotografias del proceso experimental de la determinacion de antioxidantes
mediante el radical DPPH de los extractos de las hojas de Matico, Pifidn

blanco y Chiric Sanango.

Reaccion de los extractos frente DPPH. Se observa un cambio brusco en la
coloracion tornandose de violeta oscuro a amarilo.
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Extraccion de solucion de DPPH para Extractos diluidos en microtubos.
el andlisis de antioxidantes.

Cubetas con los extractos y la solucién de DPPH antes de la lectura en
el espectrofotometro.

Lectura de los antioxidantes en el espectrofotometro
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Anexos V: Fotografias del proceso experimental de la determinacién de antioxidantes
mediante el radical ABTS de los extractos de las hojas de Matico, Pifién

blanco y Chiric Sanango.

Medicion del ABTS para el analisis de
antioxidantes.

Extractos centrifugados en microtubos Diluciones de los extractos para el
preparados para el andlisis. posterior analisis de antioxidantes.

Coloracién esmeralda por el reactivo ABTS. Cubetas preparadas para la lectura de
antioxidantes.

79



Reaccion de los extractos
frente al ABTS

*Izguierda: extracto muy concentrado, el
ABTS se torna color transparente.
*Derecha: extracto diluido, el ABTS

mantiene el color esmeralda a una baja
intensidad.

Lectura de las muestras en el
espectrofotometro.

Anexo VI: Resultados de las absorbancias para la curva estdndar de Polifenoles totales.

Concentraciéon Acido Galico

(ug/mL) Abs
1.0 0.068
2.5 0.198
5.0 0.397
7.5 0.613
10.0 0.814

Fuente: Elaboracién propia.

80



Anexo VII: Curva de calibracién absorbancia vs Acido Galico.
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Fuente: Elaboracién propia.

Anexo VIII: Resultados de las absorbancias para la curva estandar de Trolox
equivalente (TEAC) en funcion al DPPH

Concentracion mM Abs. residual Abs. inhibida
0.038 0.216 0.772
0.025 0.441 0.547
0.013 0.710 0.278
0.006 0.837 0.151
0.003 0.911 0.077

Fuente: Elaboracion propia

Anexo IX: Curva estandar de Trolox equivalente (TEAC) en funcién al DPPH

0.900
y =20.081x + 0.0286

0-800 R? = 0.9989 -
0.700

0.600
0.500
0.400
0.300 ) "

0.200

Absorbancia inhibida

0.100 o .
0.000
0.000 0.010 0.020 0.030 0.040

Concentracion de Trolox (mM)

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo X: Resultados de las absorbancias para la curva estdndar de Trélox equivalente
(TEAC) en funcion al ABTS.

Concentracion mM Abs. residual Abs. inhibida
0.015 0.216 0.772
0.010 0.441 0.547
0.005 0.710 0.278
0.003 0.837 0.151
0.001 0.911 0.077

Fuente: Elaboracion propia

Anexo Xl: Curva estandar de trélox equivalente (TEAC) en funcion al ABTS.

0.900
0.800 y = 50.203x + 0.0286 =
0.700 R? = 0.9989
0.600
0.500

0.400

Absorbancia inhibida

0.300 o
0.200
0100 = g

0.000
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014 0.016

Concentracion de Trolox (mM)

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo Xll: Analisis de varianza para los valores del contenido de fenoles totales de los

extractos de las hojas de Matico.

Suma de Media

cuadrados gl cuadrdtica F Sig.
Entre grupos 33449,292 3 11149,764 163361,517 ,000
Dentro de grupos ,546 8 ,068
Total 33449,838 11

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo XIllII: Andlisis de varianza para los valores del contenido de fenoles totales de los

extractos de las hojas de Pifion Blanco (Jatropha curcas L).

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 21715,550 3 7238,517 32916,314 ,000
Dentro de grupos 1,759 8 ,220
Total 21717,310 11

Fuente: Elaboracién propia

Anexo XIV: Analisis de varianza para los valores del contenido de fenoles totales de los

extractos de las hojas de Chiric Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don)

Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 27006,074 3 9002,025 49411,471 ,000
Dentro de grupos 1,457 8 ,182
Total 27007,531 11

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XV: Andlisis de varianza para los valores del contenido de antioxidantes

mediante radical DPPH de los extractos de las hojas de Matico (Piper aduncum L.).

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos ,346 3 ,115 5273,735 ,000
Dentro de grupos ,000 8 ,000
Total ,347 11

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo XVI: Andlisis de varianza para los valores del contenido de antioxidantes

mediante el radical DPPH de los extractos de las hojas de Pifion Blanco
(Jatropha curcas L)

Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos ,142 3 ,047 31,975 ,000
Dentro de grupos ,012 8 ,001
Total ,154 11

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XVII: Andlisis de varianza para los valores del contenido de antioxidantes
mediante el radical DPPH de los extractos de las hojas del Chiric
Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don).

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 321 3 , 107 2740,793 ,000
Dentro de grupos ,000 8 ,000
Total 322 11

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XVIII: Andlisis de varianza para los valores del contenido de antioxidantes
mediante radical ABTS de los extractos de las hojas de Matico (Piper aduncum L.)

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos , 145 3 ,048 2268,785 ,000
Dentro de grupos ,000 8 ,000
Total ,145 11

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo XIX: Andlisis de varianza para los valores del contenido de antioxidantes
mediante el radical ABTS de los extractos de las hojas de Pifion Blanco
(Jatropha curcas L).

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos , 276 3 ,092 2377,408 ,000
Dentro de grupos ,000 8 ,000
Total ,276 11

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XX: Andlisis de varianza para los valores del contenido de antioxidantes
mediante el radical ABTS de los extractos de las hojas del Chiric Sanango
(Brunfelsia grandiflora D. Don).

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 222 3 ,074 973,431 ,000
Dentro de grupos ,001 8 ,000
Total ,223 11

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XXI: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores del contenido de

polifenoles totales de los cuatro tipos de extractos de Matico.

Subconjunto para a = 0.05

Temperatura N 1 2 3 4
32,00 3 72,39100
60,00 3 184,89900
50,00 3 192,74167
40,00 3 202,69600
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo XXII: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores del contenido de

fenoles totales de los cuatro tipos de extractos de Pifién Blanco.

Subconjunto para a = 0.05

Temperatura N 1 2 3 4
32,00 3 65,39300
60,00 3 154,73500
50,00 3 161,87333
40,00 3 171,42533
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XXIII: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores del contenido de
fenoles totales de los cuatro tipos de extractos de Chiric Sanango

(Brunfelsia grandiflora D. Don).

Subconjunto para alfa = 0.05

Temperatura N 1 2 3 4
32,00 3 67,0013
60,00 3 170,4200
50,00 3 174,6427
40,00 3 183,0890
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XXIV: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores de antioxidantes

mediante DPPH de los cuatro extractos de las hojas de Matico (Piper

aduncum L.).
Subconjunto para a = 0.05
Temperatura N 1 2 3 4
32,00 3 1,03917
60,00 3 1,23900
50,00 3 1,31300
40,00 3 1,51400
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo XXV: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores de antioxidantes
mediante el radical DPPH de los cuatro extractos de las hojas de Pifion

Blanco (Jatropha curcas L).

Subconjunto para a = 0.05

Temperatura N 1 2 3
32,00 3 ,85525
60,00 3 ,96300
50,00 3 1,02700
40,00 3 1,15600
Sig. 1,000 ,252 1,000

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XXVI: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores de antioxidantes
mediante el radical DPPH de los cuatro extractos de las hojas del Chiric

Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don).

Subconjunto para a= 0.05

Temperatura N 1 2 3 4
32,00 3 , 96567
60,00 3 1,17000
50,00 3 1,24500
40,00 3 1,42200
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XXVII: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores de antioxidantes

por ABTS de los cuatro extractos de las hojas de Matico (Piper aduncum

L)
Subconjunto para a = 0.05
Temperatura N 1 2 3 4
60,00 3 1,95700
32,00 3 2,13167
50,00 3 2,18100
40,00 3 2,25600
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo XXVIII: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores de antioxidantes
mediante el radical ABTS de los cuatro extractos de las hojas de Pifién

Blanco (Jatropha curcas L)

Subconjunto para a= 0.05

Temperatura N 1 2 3 4
60,00 3 1,58567
32,00 3 1,73000
50,00 3 1,89400
40,00 3 1,97967
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia

Anexo XXIX: Resultado de la prueba de Tukey realizada a los valores de antioxidantes
mediante el radical ABTS de los cuatro extractos de las hojas del Chiric

Sanango (Brunfelsia grandiflora D. Don).

Subconjunto para a = 0.05

Temperatura N 1 2 3 4
60,00 3 1,77400
32,00 3 1,98100
50,00 3 2,08500
40,00 3 2,12500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia

88



Anexo XXX: Absorbancias obtenidas en la prueba de Polifenoles Totales de las tres especies de plantas medicinales: Matico, Pifion Blanco y

Chiric Sanango, a diferentes temperaturas de extracto.

Absorbancia
POLIFENOLES TOTALES mg EAG/ 100 mL extracto
EXTRACTOS Sanango Pifion blanco Matico FDr | FDm
R1 R2 R3 R1 R2 R1 R2 R3 Sanango Pifion blanco Matico
A(32°C) 0.545 | 0.542 | 0.54 | 0.529 | 0.529 | 0.529 | 0.587 | 0.587 | 0.587 | 10 10 | 67.323 | 66.961 | 66.720 | 65.393 | 65.393 | 65.393 | 72.391 | 72.391 | 72.391
40°C 0.596 | 0.594 | 0.592 | 0.558 | 0.554 | 0.554 | 0.659 | 0.659 | 0.659 | 10 25 | 183.692 | 183.089 | 182.486 | 172.230| 171.023 | 171.023 | 202.696 | 202.696 | 202.696
50°C 0.568 | 0.565 | 0.565 | 0.526 | 0.523 | 0.522 | 0.628 | 0.625 | 0.625 | 10 25 | 175.246 | 174.341 | 174.341 | 162.577 | 161.672 | 161.371 | 193.345 | 192.440 | 192.440
60°C 0.552 | 0.552 | 0.552 | 0.500 | 0.500 | 0.500 | 0.600 | 0.600 | 0.600 | 10 25 |170.420|170.420 | 170.420 | 154.735 | 154.735 | 154.735 | 184.899 | 184.899 | 184.899

Anexo XXXI: Absorbancias obtenidas en la prueba de determinacion de antioxidantes por radical DPPH de las tres especies de plantas

medicinales: Matico, Pifidn Blanco y Chiric Sanango, a diferentes temperaturas de extracto.

Absorbancia residual Absorbancia residual Absorbancia residual Absorbancia inhibida Absorbancia inhibida Absorbancia inhibida
EXTRACTOS
Sanango Pifion blanco Matico Sanango Pifion blanco Matico

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
A (32°C) 0.516 0.512 0.512 0.458 | 0.458 | 0.458 | 0.551 0.55 0.55 0.473 | 0.477 | 0.477 0.531 0.531 0.531 0.438 | 0.439 | 0.439
40 °C 0.506 0.502 0.506 0.418 | 0.415 | 0.414 | 0.538 | 0.532 | 0.536 | (ag3| 0487| 0483 0571 0.574 0575 | 0.451| 0457| 0453
50 °C 0.448 0.442 0.446 0.363 | 0.377 | 0.377 | 0.468 | 0.468 | 0.468 0541| 0547 | 0.543 0.626 0.612 06121 0521 0521| 0521
60 °C 0.42 0.421 0.42 0.379 | 0.336 | 0.338 | 0.443 | 0.444 | 0443 | 569| 0568| 0569 0.610 0.653 0.651| 0546 0.545| 0546
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Anexo XXXII: Concentracion obtenida de mM TEAC/ 100 mL Extracto en la prueba de determinacién de antioxidantes por radical DPPH de las

tres especies de plantas medicinales: Matico, Pifién Blanco y Chiric Sanango, a diferentes temperaturas de extracto.

Concentracion mM TEAC/ 100 mL Extracto
Promedio
EXTRACTOS Sanango Pifion blanco Matico

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 Sanango Pifion blanco Matico

A (32°C) 0.971 0.963 0.963 0.855 0.855 0.855 1.040 1.039 1.039 0.965 0.855 1.039
40 °C 1.426 1414 1.426 1.163 1.154 1.151 1.522 1.504 1.516 1.422 1.156 1.514
50 °C 1.253 1.235 1.247 0.999 1.041 1.041 1.313 1.313 1.313 1.245 1.027 1.313
60 °C 1.169 1.172 1.169 1.047 0.918 0.924 1.238 1.241 1.238 1.170 0.963 1.239

Anexo XXXIII: Absorbancias obtenidas en la prueba de determinacion de antioxidantes por radical ABTS de las tres especies de plantas

medicinales: Matico, Pifién Blanco y Chiric Sanango, a diferentes temperaturas de extracto.

Absorbancia residual Absorbancia residual Absorbancia residual Absorbancia inhibida Absorbancia inhibida Absorbancia inhibida
EXTRACTOS
Sanango Pifion blanco Matico Sanango Pifion blanco Matico

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
A (32°C) 0.528 0.525 0.525 0.463 | 0.463 | 0.463 | 0.561 | 0.565 | 0.565 | 0.235 | 0.238 | 0.238 0.3 0.3 0.3 0.202 | 0.198 | 0.198
40 °C 0.562 0.562 0.562 0.527 | 0.525 | 0.525 | 0.595 | 0.595 | 0.595 | 0.201 | 0.201 | 0.201 | 0.236 0.238 0.238 | 0.168 | 0.168 | 0.168
50 °C 0.556 0.55 0.55 0.502 | 0.505 | 0.505 | 0.576 | 0.576 | 0.576 | 0.207 | 0.213 | 0.213 | 0.261 0.258 0.258 | 0.187 | 0.187 | 0.187
60 °C 0.476 0.474 0.472 0.424 | 0.428 | 0.428 0.52 0.52 0.52 0.287 | 0.289 | 0.291 0.339 0.335 0.335 0.243 | 0.243 | 0.243
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Anexo XXXIV: Concentracion obtenida de mM TEAC/ 100 mL Extracto en la prueba de determinacion de antioxidantes por radical ABTS de las

tres especies de plantas medicinales: Matico, Pifién Blanco y Chiric Sanango, a diferentes temperaturas de extracto.

Concentracion mM TEAC/ 100 mL Extracto
Promedio
EXTRACTOS Sanango Pifion blanco Matico

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 Sanango Pifion blanco Matico

A (32°C) 1.989 1.977 1.977 1.730 1.730 1.730 2.121 2.137 2.137 1.981 1.730 2.131
40 °C 2.125 2.125 2.125 1.985 1.977 1.977 2.256 2.256 2.256 2.125 1.980 2.256
50°C 2.101 2.077 2.077 1.886 1.898 1.898 2.181 2.181 2.181 2.085 1.894 2.181

60 °C 1.782 1.774 1.766 1.575 1.591 1.591 1.957 1.957 1.957 1.774 1.586 1.957
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