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RESUMEN
Los compuestos fendlicos, entre los cuales se encuentran los 4cidos fendlicos y

flavonoides, presentan una amplia ubicuidad en la naturaleza.Los &cidos
fendlicos tienen gran importancia debido a su amplia actividad biologica ya que
son: antioxidantes, antivirales, antitumorales, hepatoprotectores vy
antiinflamatorios.Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los
vegetales y protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes,
como los rayos ultravioletas, sustancias quimicas presentes en los alimentos,
etc. El presente trabajo de investigacion se realizdé en el Laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UNSCH con el
objetivo de cuantificar fenoles totales y flavonoides totales de Oenothera rosea
Ait. “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl. “matico” y Baccharis salicifolia R&P
“chilca”, durante los meses de marzo a agosto del 2014. Las muestras fueron
recolectadasen el distrito de Huamanguilla y la provincia de Cangallo del
departamento de Ayacucho. La identificacion taxonémica se realizé en el
Herbarium Huamangensis de la UNSCH seguin el sistema de Clasificacion de
Cronquist. A. El extracto hidroalcohdlico se obtuvo mediante el método Soxhlet.
Se realiz6 el tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos mediante
reacciones de coloracién y precipitacion segin el procedimiento descrito por
Miranda y Cuellar. El contenido de flavonoides totales y fenoles totales se realizé
mediante los métodos de Zhishen et al y Singletén y Rossi. Es asi que se
compara el contenido de fenoles y flavonoides totales de las tres muestras, en
equivalentes de acido caféico y quercetina. Baccharns salicifolia R&P “chilca”,
presentd 12,62%, Oenothera rosea Ait. “yawar suqu” 6,42% y Piper elongatum
Vahl. “matico” 3,88% de fenoles totales. El contenido de flavonoides fue
Oenothera rosea Ait. “yawar suqu” 8,32%, Piper elongatum Vahl. “matico” 6,21%
y Baccharis salicifolia R&P “chilca” 9,96%.

~ Se concluye que Bacchans salicifolia R&P “chilca” presentd cantidades
superiores de fenoles y flavonoides totales frente a Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”, y Piper elongatum Vahl “matico”.

Palabras clave: Compuestos fendlicos, flavonoides, Oenothera rosea Ait, Piper
elongatum Vahl, Baccharis salicifolia R&P.



LINTRODUCCION

Hay unas ocho mil plantas naturales con compuestos fendlicos vy
aproximadamente la mitad de este nimero son flavonoides’. Los fenoles poseen
un amplio espectro de actividades bioquimicas como antioxidante,
antimutagénica, anticancerigenos?. Los compuestos fendlicos son el grupo méas
grande de los fitoquimicos que representan la mayor parte de la actividad
antioxidante en las plantas®.

Los flavonoides son el grupo quimico mas grande de origen natural, que se
producen en partes de diferentes plantas tanto en estado libre como glucésidos.
Se encuentran al tener muchas actividades como; antiulcerosos, antiartriticos,
anticancerigenas, etct. Las flavonas y flavonoles son los mas ampliamente
distribuidos de todos los compuestos fendlicos®.

Ademés, los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el
crecimiento y reproduccion de las plantas y actian como agentes protectores
frente a patégenos, siendo secretados como mecanismo de defensa a
condiciones de estrés; tales como infecciones, radiaciones UV, entre otros®. Los
flavonoides, una clase de metabolitos aromaticos ampliamente distribuidos en la
naturaleza, poseen una gran variedad de efectos biolégicos entre los que

sobresale la actividad antiinflamatoria’ Baccharis salicifolia R&P “chilca”, se



utiliza tradicionalmente como antiinflamatorio en varios paises, como: Colombia,
Ecuador, Peru, Argentina y Bolivia®®.

De una revision profunda de los estudios quimicos y bioldgicos realizados en
esta especie se reporta la actividad antiinflamatoria in vitro sobre varios
mediadores de inflamacion'. Sobre esta base se realizaron varios estudios que
demostraron la presencia de flavonoides en las partes aéreas de la planta' 12,
Oenothera rosea Ait “yawar suqu’, se utiliza ampliamente en la medicina
tradicional peruana por sus efectos antiinflamatorios, antitusigeno,
antirreumatico, etc'3. El estudio fitoquimico del extracto etandlico de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu’, reporta la presencia de metabolitos secundarios como:
flavonoides, taninos, cumarinas, quinonas y saponinas'4. Estudios realizados
han informado que los resultados del edema subplantar, inducido por
carragenina, demuestran que el extracto hidroalcohdlico de yawar suqu posee
efecto antiinflamatorio®®.

Piper elongatum Vahl “matico”, en la medicina tradicional es usado como
- antiinflamatorio, hemostatico, antiséptico’®.

Se ha reportado que en su composicion presenta aceites esenciales, acido
artanico, resinas, sustancias amargas (maticina), taninos, alcaloides, saponinas,
flavonoides triterpenocides'®.

Las especies Baccharis salicifolia R&P “chilca”, Oenothera rosea Ait “yawar
suqu® y Piper elongatumVahl “matico’, son usados ampliamente en el
departamento de Ayacucho, por su actividad antiinflamatoria, es por tal motivo
que se propuso realizar la presente investigacion para determinar el contenido
de fenoles y flavonoides totales; compuestos que estan estrechamente
relacionados con la actividad antiinflamatoria.

Por estas consideraciones; ios objetivos del presente trabajo de investigacion

fueron los siguientes.



Objetivo General:

Realizar la cuantificacion de fenoles totales y flavonoides totales de Oenothera

rosea Ait “yawar suqu”, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahi

“matico”.

Objetivos Especificos:

Identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos
hidroalcohdlicos de Oenothera rosea Ait “yawar suqu’, Baccharis
salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”.

Realizar la cuantificacion de fenoles totales de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu’, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl
“matico”.

Realizar la cuantificacién de flavonoides totales Oenothera rosea Ait
“yawar suqu’, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahi
“matico”.

Realizar la comparacion del contenido de fenoles totales y flavonoides
totales de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Baccharis salicifolia R&P

“chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio
Garcia et al, realizaron el estudio denominado compuestos fendlicos totales,
flavonoides y actividad antioxidante en las flores de Crafagus spp de México. La
actividad antioxidante, se midié con el método DPPH (2,2-difenil- 1-picrilhidrazilo)
y los flavonoides se identificaron con HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Performance), la quercetina-3-0-glucésido, quercetina-3-ramnosido, quercetina-
3-0-ramnosil-(1,6)-glucésido y  quercetina-3-0-ramnosil-(1,2)-ramnosil-(1,6)-
glucésido. El contenido de fendlicos fué mayor que los flavonoides’®.
Espinoza et al, realizaron el estudio denominado determinacién de fenoles
totales, fructanos y pungencia en seis cultivares de ajos (Allium safivum L.) en el
Perd, teniendo como resultado que los niveles de fenoles totalés, fructanos,
acido pirdvico (pungencia) y pH varian en un rango de 0,307-0,626 mg de acido
gélico por gramo de muestra fresca, 16,13 - 22,50 gramos de fructano por 100
gramos de muestra fresca; 55,13 - 86,21 ymol de &cido pirtivico por gramo de
muestra fresca, y 6,01-6,10 de pH'".
Llano et al, evaluaron la actividad antioxidante y contenido de fenoles totales, en
vinos de origen nacional (Argentina), los principales compuestos fendlicos; son el

acido caféico, epicatequina, acido galico, cianidina, malvidina-3-glucésido, rutina,



mircetina, quercetina, resveratrol. Estos fenoles, ademas de contribuir a las
caracteristicas organolépticas del vino, poseen en mayor o menor grado
propiedades antioxidantes’®.

Palomino et al/, determinaron el contenido de fenoles y evaluacion de la actividad
antioxidante de propdleos recolectados en el departamento de Antioquia
(Colombia). Las determinaciones para el contenido total de compuestos fenélicos
se encuentran entre 22,11 +/- 0,54 y 75,22 +/- 1,35 mg de acido gélico por gramo
de extracto etandlico, y para el contenido total de flavonoides entre 4,75 +/- 0,01
y 34,50 +/- 0,07 mg de quercetina por gramo de extracto etandlico. La actividad
antioxidante varia entre 33,9 +/- 9,7 y 324,6 +/- 15,0 y entre 455,5 +/- 7,8 y 1,091
+/- 17,3 pmol de equivalentes Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-
carboxilico) por gramo de extracto etandlico®.

Munoz ef al, estudiaron el contenido de flavonoides y compuestos fendlicos de
mieles chilenas e indice antioxidante, dando como resultado que los principales
flavonoides detectados fueron la pinocembrina, pinobanksina, quercetina,
kaempferol, criseria, galanginas y otras dos flavonas no identificadas, en tanto el
contenido de fenoles totales fue 8,83 mg por cien gramos de miel de la region
metropolitana (Chile central), la actividad antioxidante dié 1,77 pmol Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico) por gramo de muestra®®
Zavaleta et al, determinaron la capacidad antioxidante y el contenido de los
principales acidos fendlicos y flavonoides de algunos alimentos. Dando como
mayor resultado de acido clorogénico en el huacatay (16,60 mg por gramo) y el
sachaculantro (15,99 mg por gramo) en las demas especies se encontraron
cantidades minimas. Mayor concentracion de acido caféico presentaron el
huacatay (3,98 mg por gramo) y el sachaculantro (0,95 mg por gramo). El
flavonoide rutina se presenté en mayor concentraciéon en el sachaculantro (288,7

Mg por gramo), el huacatay (1,80 mg por gramo) y el olluco (142,22 ug por
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gramo), la capacidad antioxidante fue para el huacatay (9,44 mg/ml), seguido por
el aguaymanto (41 mg/ml), pituca (95,53 mg/ml), el tumbo (101,1 mg/ml),
sachapapa morada (109,27 mg/ml), sachatomate (140 mg/ml), olluco (147,29
mg/ml), sachaculantro (213,86 mg/ml)2'.

Aln en la actualidad, cientos de plantas, son utilizadas en la medicina pero la
ciencia moderna, analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las
plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, no con el
fin de disminuir esta confianza sino para agrupar a plantas con efectos similares,
para conocer los principios activos responsables de cortar, aliviar o curar
enfermedades, separarlos de las plantas que los contienen, determinar sus
estructuras quimicas, procurar su sintesis, proponer modificaciones estructurales
en busca de una mayor actividad y, finalmente, dara conocer a la humanidad los
resultados de los estudios’s.

2.2. Clasificacion taxonémica segun el sistema Cronquist. A. 1988.

Divisién : Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Sub Clase Rosidae

Orden Myrtales

Familia Onagraceae
Género Oenothera

Especie Oenothera rosea Ait.
Nombre vulgar “yawar suqu”, “chupa sangre”
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Sub Clase Magnolidae

Orden Piperales

6



Familia : Piperaceae

Género : Piper

Especie : Piper elongatum Vahl
Nombre vulgar 5 “matico”

Division 4 Magnoliophyta

Clase A Magnoliopsida

Sub Clase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia i Asteraceae

Género : Baccharis

Especie : Baccharis salicifolia R&P
Sinonimia ; Baccharis salicifolia (kunth)
Nombre vulgar : “chilca”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensisde la Facultad de
Ciencias Bioldgicas (Anexo 1, 2 y 3).

2.3. Oenothera rosea Ait. “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl. “matico” y
Baccharis salicifolia R&P “chilca”.

2.3.1. Oenothera rosea Ait “yawar suqu”

Descripcion botanica.- Planta herbacea, perenne, de mas o menos 30 cm de
alto, aunque existen arbustos que miden un metro o mas, de raiz tuberosa. Tallo
herbaceo, erecto o ascendente, simple o ramificado, coloreado de rojo violéceo.
Hojas oblongo-lanceoladas, subenteras, irregularmente dentadas, de dos a cinco
cm de longitud con peciolo delgado. Flores agrupadas en inflorescencia
racimosas. Son hermafroditas, pedunculadas. Fruto ovoide de ocho a diez mm

de longitud, extraidos con ocho costillas longitudinales y caras arrugadas’,



Principales constituyentes quimicos.- Contiene sustancias fendlicas: &cido
egalico, gélico, caféico, o-cumarinico, kaempferol, cianidina, glicésidos: rutina,
isoquercetina; taninos, mucilago, antocianinas, resinas, saponinas esteroides y/o
triterpenoides’?.

Uso en medicina tradicional.- Es conocida vulgarmente como chupasangre en
la medicina tradicional peruana; es utilizada para diferentes tratamientos como:
antiinflamatorio, para la neumonia, gonorrea y para nuestro interés, en
hinchazones por su uso para absorber la sangre de los hematomas provocados
por golpes y contusiones?.

2.3.2. Piper elongatum Vahl. “matico”

Descripcion botanica.- Arbusto perenne de 2 a 2,5 metros de alto. Tallo
herbaceo, dicotomico con numerosas ramas delgadas con nudos salientes y
vellosidades, longitudinalmente estriado. Hojas simples, grandes, con peciolo
corto, de superficie aspera, muy reticulado de color verde intenso. Flores
pequefias numerosas, hermafroditas, corola blanca. Fruta drupa, pequefia, de
forma ovoide'3.

Principales constituyentes quimicos.- Contiene aceites esenciales, resinas,
sustancias amargas (maticina), taninos, alcaloides, saponinas, flavonoides
triterpenoides’®.

Uso en medicina tradicional.- Sus propiedades terapéuticas son hemostaticos,
antiinflamatorios, en tratamientos dermatolégicos y afecciones urinarias’s.

2.3.3. Baccharis salicifolia R&P “chilca”.

Descripcién botanica.- Arbusto de 1 a 1,5 metros de alto. Tallo muy ramificado,
densamente folioso. Hojas simples, de disposicién alterna, forma aovada
espatulada. Inflorescencias, cabezuelas o capitulos numerosos, sésiles,

cortamente pedunculados ya sea en las axilas de las hojas superiores o a lo



largo de las ramas terminales. Flores en escaso numero con la corola algo
filiforme??,

Principales constituyentes quimicos.- Presenta los siguientes principios
activos como, taninos, flavonoides triterpenoides y saponinas’®.

Uso en medicina tradicional.- Se usa como analgésico, antirreumatico,
antiespasmadico y en tratamiento de fracturas’.

2.4. Compuestos fenélicos

Son metabolitos secundarios producidos por todas las plantas, son un grupo de
sustancias que poseen en comin un anillo aromatico con uno 0 mas
sustituyentes hidroxilos y que ocurren frecuentemente como glicésidos,
combinados con unidades de azucar'®,

Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, pueden ser
detectados por el intenso color verde, azul o negro, que producen cuando se les
agregan una solucién acuosa o alcohdlica al 1% de cloruro férrico's,

Ademas los compuestos fendlicos son utilizados para tratar enfermedades
relacionadas con procesos inflamatorios y desordenes cardiovasculares debido a
la actividad que ejercen sobre el sistema circulatorio, mejorando la circulacién
periférica, la movilizacion del colesterol y disminuyendo la fragilidad capilar.
2.4.1. Clasificacion

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad
estructural.

Segun su estructura quimica tenemos dos grandes grupos?*:

Acidos fenélicos.

Derivados del 4cido benzoico C6-C1 y acido cinamico C6-C3%,

Flavonoides (C6-C3-C6)

Formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado,

antocianos, flavonas, flavononas, flavanoles, taninos condensados y lignanos?.
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2.4.1.1 Acidos fendlicos

Estos compuestos tienen una funcién carboxilica y un grupo hidroxilico fendlico,
estos compuestos derivan del acido benzoico (vanillina, acido veratrico, acido
anisico, acido galico,) y del acido cinamico (clorogénico, cafeico, fertlico y
sinaptico, p-cumarico, elégico) %,

Algunos autores afirman que el acido elagico tiene como funcion detectar y
restaurar células carentes del gen P53, gen encargado de la apoptosis y del
control de la proliferacion celular responsable del cancer?®.

Los acidos fendlicos tienen propiedades antisépticas, antiinflamatorias de los
derivados salicilicos?.

Inhiben la 5-lipooxigenasa de granulocitos humanos, de ello resulta una
inhibicién en la formacién de hidroperéxidos y leucotrienos que podrian justificar
el empleo en el tratamiento de enfermedades inflamatorias o alérgicas?.

Los acidos fendlicos tienen gran importancia debido a su amplia actividad
biolégica como son: antioxidantes, antivirales, antitumorales, antiflingicos,
antimutagénicos, hepatoprotectores, antiinflamatorias?®.

* Acidos fenélicos derivados del 4cido benzoico

R4
R1 R:
HO COOH H H acido p-hidroxibenzoico
OCHs H acido vanillico
R2 OH OH acido galico

OCHs OCHz  &cido siringico

Acido p-hidroxibenzoico

Figura 1. Estructura de los acidos benzoicos®.
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o Acidos fendlicos derivados del 4cido cinamico

Ry R2
I:"1 R, ek 0] H acido p-cumdrico
HO OH H acido caféico
R2 OCHs H acido ferdlico
Acido p-hidroxicinamico OCHs  OCHs 4cido sinaptico

Figura 2. Estructura de los acidos cinamicos?,
2.4.1.2. Flavonoides
El término flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos polifenélicos
caracterizados por una estructura benzopirano, los cuales estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y se encuentran de forma universal en las plantas
vasculares, en forma de glicésidos. Quimicamente, estas sustancias son de
naturaleza fendlica y se caracterizan por poseer dos anillos aroméaticos
bencénicos unidos por un puente de tres atomos de carbono, con la estructura
general C6-C3-C86, los cuales pueden formar o no un tercer anillo?.
Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que los
protegen del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas,
la polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc.
Estos contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos hidroxilo
fendlicos que tienen excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros
metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por
ello, desempeiian un papel esencial en la proteccion frente a los fenédmenos de
dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado nimero de
patologias como; la ateroscleros.is o el cancer.
Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia los

radicales hidroxilos, especies altamente reactivas. Se ha descrito su capacidad
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de modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas antiinflamatoria), de

prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitrombéticos),

Figura 3. Nucleo basico de los flavonoides®.
Clasificacion
Los flavonoides se clasifican en varios grupos de acuerdo con las variantes
estructurales que presentan: flavonas, flavonoles, flavanoles, isoflavonas y
antocianidinas, con variada actividad farmacolégica entre las que destacan:

antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, analgésica, antiespasmadica?’: 3.

1~ e
(@]

Flavonoles Flavanoles

(I‘

|

Z oH
0]

Antocianidina

Isoflavona Flavanona
Figura 4.Clasificacion de flavonoides®2.
Propiedades
Los flavonoides son sustancias sélidas cristalizadas de color blanco o
amarillento. Son solubles en agua caliente, alcohol y disolventes organicos

polares, siendo insolubles en los apolares. Sin embargo, cuando estan en estado
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libre, son poco solubles en agua, pero son solubles en disolventes organicos
mas o menos oxigenados, dependiendo de su polaridad. Por otro lado, son
sustancias facilmente oxidables y, por tanto, tienen efecto antioxidante, ya que
se oxidan mas rapidamente que otro tipo de sustancias®.

Actividad farmacolégica

Farmacolégicamente, los flavonoides destacan por su baja toxicidad. Asimismo,
tienen efecto antioxidante, poseen efectos antimutagénicos y tienen la capacidad
de inhibir diversas enzimas. La accion antioxidante de los flavonoides depende
principaimente de su capacidad de reducir radicales libres y quelar metales,
impidiendo las reacciones catalizadoras de los radicaleslibres.

Por otro lado, los flavonoides ejercen otras acciones: diurética, antiespasmaodica,

antiulcerosa y antiinflamatoria®3.
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lil. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de
Farmacognosia del Area de Farmacia, de la Facultad de Ciencias Biolégicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los
meses de marzo a agosto del 2014.

3.2. Definicén de la poblacién y muestra
Poblaciéon: Hojas y flores de Oenothera rosea Ait “yawar suqu’, Piper
elongatum Vahl “matico’, (recolectadas del distrito de Huamanguilla, durante
los meses de febrero a marzo, en estado de floracién) y Baccharis salicifolia
R&P “chilca” (recolectada en la provincia de Cangallo, durante los meses de
febrero a marzo, en estado de floracién) del departamento de Ayacucho.
Muestra: Cinco gramos de hojas y flores secas de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu’, Piper elongatum Vahl “matico” y Baccharis salicifolia R&P
“chilca”.

3.3. Disefio metodol6gico para la recoleccion de datos
3.3.1. Recolecciéon de la muestra: Se procedio a recolectar aquellas hojas y
flores que se encontraban en buen estado, mediante un muestreo por
conveniencia, para luego lavarlas con la finalidad de eliminar sustancias

contaminantes que puedan interferir con la investigacion, después se
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procedié a secarlos al medio ambiente por siete dias, una parte de las
muestras fueron llevadas al Herbarium Huamangensis de la UNSCH para la
identificacion taxonémica (Anexo 1, 2y 3).
La muestra restante se molié haciendo uso de un mortero.
3.3.2. Preparacion del extracto hidroalcohélico
Se pesaron cinco gramos de hojas y flores secas Oenothera rosea Ait “yawar
suqu’, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”, las
cuales fueron molidas en un mortero hasta su pulverizacion.
Las muestras secas y molidas fueron sometidas a extraccion hidroalcohdlica
(20:80) con etanol al 96°, utilizando el equipo de Soxhiet (Anexo 7). Los
extractos se concentraron a sequedad en un rotavapor Buchi 3000 (Anexo 8).
Los residuos secos fueron disueltos en 100 ml de metanol (Anexo 10).
Los extractos se utilizaran para el screening fitoquimico y la determinacién del
contenido de fenoles totales y flavonoides totales.
3.3.3. Tamizaje fitoquimico
Una vez obtenido el extracto hidroalcohdlico se realizé fas pruebas
pertinentes para la identificacion cualitativa de los principales grupos de
metabolitos secundarios, se tomé un ml de cada extracto de la planta a la cual
se le agregaron los reactivos correspondientes para generar reacciones
simples especificas de coloracién y precipitacion®4.(Anexo 11y 12)
3.3.4. Determinacion del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné por el método colorimétrico de

Singletén y Rossi®S, con algunas modificaciones. (Anexo 18)

Procedimiento:

Transferir un ml del extracto obtenido de cada muestra, en una fiola de 25 ml

que contenga nueve ml de agua destilada.
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» Seguidamente se agregd un ml de reactivo Folin-Ciocalteu (grado analitico
Merck).

+ Se agita y luego se deja en reposo por 5 minutos.

» Posteriormente se adiciona diez ml de carbonato de sodio al 7%, y se afora
con agua destilada a 25 mi.

e Después de 90 minutos en la oscuridad a temperatura de ambiente se
procede a realizar la lectura a una longitud de onda de 550 nm.

o Para realizar la curva de calibracion se usa soluciones de estandar de acido
caféico a concentraciones entre 100-500 pg/ml, preparadas a las mismas
condiciones antes mencionadas.

e Se prepara el blanco a las mismas condiciones que la muestra problema
usando un ml de agua destilada.

3.3.5 Determinacién del contenido de flavonoides totales
El contenido de flavonoides totales en los extractos etanélicos se determiné por
el método de Zhishen et al5.(Anexo 20)

Procedimiento:

o Transferir un ml de los extractos obtenidos, a una fiola de diez ml que
contenga cuatro ml de agua destilada.

» Seguidamente se le adiciona 0,30 ml de nitrito de sodio al 5%.

e Después de 5 minutos se agrega 0,3 ml de cloruro de aluminio al 10%.

e Se deja transcurrir 5 minutos para agregar, dos ml de hidréxido de sodio
1M, se agita y afora a diez ml con agua destilada.

o Se realiza la lectura a una longitud de onda de 510 nm.

e Para la curva de calibracién se usa soluciones de quercetina estandar a

concentraciones entre 20-100 pg/mil.
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e Se prepara el blanco a las mismas condiciones antes mencionadas
usando un ml de agua destilada.
3.4. Analisis de datos
Los resultados se expresan en forma de medias y desviacion estandar, y son
representados mediantes graficos en forma de histogramas. Las diferencias
entre las medias son contrastadas mediante el Analisis de Varianza (ANOVA) a

un nivel de confianza de 95% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1: Metabolitos secundarios presentes en los extractos hidroalcohdlicos de
las hojas y flores de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Baccharis salicifolia R&P
“chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”.

Metabolitos Especie Observaciones
el L O. rosea Ait B. salicifolia  P. elongatum
R&P Vanhl
Fenoles y/o +++ +++ +++ Coloracion verde
taninos intensa
Flavonoides +++ ++ ++ Fase amilica de
color rojo intenso
Lactonas yfo ++ ++ + Precipitado rojo
cumarinas ‘
Catequinas ++ +++ + Mancha verde
carmelita a la luz
uv
Alcaloides ++ ++ + Turbidez intensa
Alcaloides + + + Formacion de
precipitado
Triterpenos + - + Coloracién verde
ylo oscura
esteroides
L eyenda :
(-) : Ausente
(+) : Leve

(++) . Moderada
(+++) : Abundante
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Figura 5. Porcentaje de fenoles totales presentes en Piper elongatum Vahl
“matico”, Oenothera rosea Ait “yawar suqu” y Baccharis salicifolia R&P “chilca”.

Ayacucho - 2014.

20



11
‘o 9 i = 9‘,95
®
L]
E o
)
-]
E sovaiipuen 8,37
s 8
v
2
e
s 1
8
L
6. === §,21
5 . .
P ebongatum 0. roses, B. salkcifolie
Especie

Figura 6. Porcentaje de flavonoides totales presentes en Piper elongatum Vahl
“matico”, Oenothera rosea Ait “yawar suqu” y Baccharis salicifolia R&P “chilca”.
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Figura 7. Varacién del porcentaje de fenoles y flavonoides totales presentes en
Piper elongatum Vahl “matico”, Oenothera rosea Ait “yawar suqu” y Baccharis
salicifolia R&P. Ayacucho - 2014

22



V. DISCUSION
La presente investigacion se basé en la cuantificacion de fenoles y flavonoides
totales de Oenothera rosea Ait ‘yawar suqu”, Piper elongatum Vahl ‘matico” y
Baccharis salicifolia R&P “chilca”, mediante el método de Singleton y Rossi®, y
Zhishen et afe.
Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas, con diferentes estructuras, propiedades quimicas vy
actividad biolégica, englobando mas de ocho mil compuestos distintos.
Como antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las células contra el dafio
oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias enférmedades degenerativas
asociadas al estrés oxidativo causado por los radicales libres® 7.
Para obtener el extracto hidroalcohdlico se realizé mediante el método de
Soxhlet, que se define como la accién de separar con un liquido una fraccién
especifica de una muestra, dejando el resto lo mas integro posible®.
En el tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico desarrollado segtn la
técnica de Miranda y Cuellar®®, se reporta la presencia de los metabolitos
secundarios como: fenoles y/o taninos, flavonoides, lactonas y/o cumarinas,
catequinas, alcaloides, triterpenos y/o esteroides (Tabla 1 y Anexo 11). Villena "4,

reporta para el caso de la Oenothera rosea Ait “yawar suqu’, y menciona que
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estos metabolitos secundarios presentan accion farmacolégica como
antiinflamatoria.

Los metabolitos secundarios que més se encontraron en Oenothera rosea Ait
‘yawar suqu’, Piper elongatum Vahl “matico” y Baccharis salicifolia R&P “chilca”,
fueron: en el primer caso se encontraron fenoles y/o taninos, flavonoides,
catequinas, lactonas y/o cumarinas; en el matico se observé la presencia de
fenoles y/ taninos, flavonoides y alcaloides; y finalmente en la chilca se
encontraron fenoles y/o taninos, flavonoides, catequinas, lactonas y/o cumarinas,
y alcaloides, los compuestos fendlicos pueden ser detectados por el intenso
color verde, azul o negro que producen cuando se le agrega el cloruro férrico al
1%'°. La muestra que reaccioné inmediatamente a este ensayo fue la Baccharis
salicifolia R&P “chilca”, que al agregar una gota del reactivo se produjo una
coloracién azul intensa, en el caso de Oenothera rosea Ait “yawar suqu” y Piper
elongatum Vahl ‘matico”, hubo un cambio de coloracién a un azul intenso
después de unos segundos de agregar el reactivo. Los compuestos fendlicos
poseen propiedades como antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombéticas,
antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes. De esta (ltima,
principalmente, radica su funcién en el sistema nervioso, pues se ha visto
relacién de proteccién en enfermedades neurodegenerativas®. Al realizar el
ensayo de catequina se evidencia la fluorescencia verde a la luz UV, es asi que
al comparar las tres muestras se observa que la Baccharis salicifolia R&P
“chilca” obtuvo (+++), Oenothera rosea Ait “yawar suqu” (++) y Piper elongatum
Vahl ‘matico” (+) respectivamente (Anexo 11). Con la reaccién de Shinoda el
cambio de color de amarillo a rojo indica la presencia de flavonas y flavonoles®s,
de esta manera al realizar el ensayo se diferencia las intensidades de la
coloracion rojo entre cada muestra dando como resultado que Oenothera rosea

Ait “yawar suqu” fue la que obtuvo una coloracién mas intensa en comparacion
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con Piper elongatum Vahl ‘matico” y Baccharis salicifolia R&P ‘“chilca”. El
tamizaje fitoquimico es un ensayo previo de gran importancia para determinar
cualitativamente la presencia de ciertos metabolitos secundarios presentes en
muestras vegetales, dado que los ensayos como el de Shinoda y cloruro férrico
que son especificos para compuestos fendlicos, dieron positivo en las tres
muestras se continua con los ensayos para determinar cuantitativamente fenoles
y flavonoides totales.

En el Anexo 22 se observa la curva de calibracién del acido caféico a 550 nm
para determinar la cantidad de fenoles totales de las muestras, para obtener la
ecuacion se prepararon soluciones de acido caféico a 100, 200, 300, 400 y 500
Hg/ml (Anexo 14), de igual manera en la Figura 28 se muestra la curva de
calibracion de quercetinaa 510 nm, en este caso las soluciones del estandar
fueron preparadas a concentraciones de 20, 40 ,60 ,60, 80 y 100 yg/mi (Anexo
14), a las cuales se le agregaron distintos reactivos necesarios para cuantificar
fenoles y flavonoides totales (Anexo 13), que fueron preparados a las
concentraciones segun se indica en el método (Anexo 17), una vez obtenida las
soluciones preparadas (Anexo 15) se hizo la lectura correspondiente a una
longitud de onda de 550 nm y 510 (Anexo 16). La curva de calibracion son
graficos que muestran la respuesta de un método analitico (Sefial) en funcién de
cantidades conocidas de analito (concentraciones)“.

El contenido de fenoles y flavonoides presenta una amplia ubicuidad en la
naturaleza ya que son responsables del buen funcionamiento de las plantas v,
en su relacion con el hombre ya que son utilizados para tratar enfermedades
como ciertos canceres y desordenes cardiacos por su actividad antioxidante; el
consumo promedio de fenoles en los paises europeos se estima en 23 mg por
dia*,

Los métodos de Folin - Ciocalteau y de formacién del complejo con AICIs para
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determinar el contenido total de compuestos fendlicos y flavonoides,
respectivamente, son cominmente usados para analizar plantas y alimentos*2.
En el presente estudio, estos métodos se aplicaron para determinar el contenido
de fenoles y flavonoides totales en tres muestras vegetales de la regién de
Ayacucho.

En el Anexo 18, se muestra las preparaciones del blanco y las tres muestras por
triplicado para determinar el contenido de fenoles totales, las cuales se dejaron
que reaccionen durante 90 minutos a temperatura de ambiente para luego
realizar las lecturas correspondientes a una longitud de onda de 550 nm (Anexo
19), la cual se acondicioné con un blanco que fue preparado a las mismas
condiciones que las muestras.

En la Figura 5 y Tabla 7, se muestra el porcentaje de fenoles totales de cada
muestra en estudio, en los resultados obtenidos se observa que por lo menos
todos los extractos contienen compuestos fendlicos en cantidades significativas,
siendo de esta manera y comparando las tres especies se observa que el
contenido de fenoles entre el extracto hidroalcohdlico de Oenothera rosea Ait
‘vawar suqu” y Piper elongatum Vahl “matico’, presentaron porcentajes de
6,42% +/- 0,433 y 3,88% +/- 0,469. Por otra parte Baccharis salicifolia R&P
“chilca”, es el que posee el mayor porcentaje de fenoles siendo de 12,62% +/-
0,220, superando los valores encontrados en las otras dos especies. En el
género Baccharis, Rojas*®, ha reportado la presencia principaimente de
compuestos fendlicos y flavonoides.

Garcia*, cuantifico fenoles totales con el método de Folin-Ciocalteu en duraznos
(Prunnus persica L.) procedentes de tres diferentes zonas de cultivo. Las
muestras del estado de Sonora fueron las que presentaron valores mas altos, de
fenoles totales (121 mg de acido cafeico por 100 gramos peso fresco). Al igual

que para determinar fenoles totales se prepararon el blanco y soluciones por
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triplicado (Anexo 20), de los extractos hidroalcohdlicos para determinar el
contenido de flavonoides totales, en este caso se realizé las lecturas a una
longitud de onda de 510 nm (Anexo 21), se preparo6 el blanco con la finalidad de
acondicionar el espectrofotometro UV- Vis.

En la Figura 6 y Tabla 7, se observa la variaciéon del promedio en porcentaje de
flavonoides totales, se aprecia que cada una de las muestras en estudio
contienen cantidades significativas de este compuesto, asi se compara las tres
especies dando como resultado que Oenothera rosea Ait “yawar suqu” y Piper
elongatum Vahl "matico”, presentaron cantidades de 8,32% +/- 0,153y 6,21% +/-
0,091.

Por otra parte al igual que en la determinacién del contenido de fenoles totales la
especie Baccharis salicifolia R&P “chilca”, fue la que presenté el mas alto
contenido de flavonoides totales (9,95%+/- 0,058), superando a las dos especies
antes mencionadas. En la prueba de Shinoda en un estudio reportado por
Rojas*?, demuestra que el género Baccharis contiene cantidades significativas
de flavonoides.

De la Rosa*, cuantificaron los flavonoides totales del extracto metandlico de la
semilla de Glycine max “soya’, expresados como quercetina por
espectrofotometria UV-Vis, el contenido de flavonoides totales fue 16,53% de
quercetina.

En la Figura 7, se observa la comparacion del porcentaje de fenoles y
flavonoides totales de las tres muestras en andlisis, lo cual demuestra que el
extracto hidroalcohdlico de Baccharis salicifolia R&P “chilca”, es la muestra
vegetal que posee mayores cantidades de estos dos componentes quimicos
presentes en las plantas. Palacios’®, en la especie Baccharis lanceolata Kth. ha
reportado la presencia principaimente de flavonoides triterpenoides y esteroides,

aminogrupos, taninos y saponinas. Es asi que se pondria gran interés en esta
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especie ya que los flavonoides ejercen acciones diuréticas, antiespasmadicas,
antiulcerosa, antiinflamatorias y antioxidantes3.

El andlisis de varianza, es una prueba estadistica para analizar si mas de dos
grupos difieren significativamente entre si en cuanto a sus medias y varianzas*,
El nivel de significancia es un nivel de la probabilidad de equivocarse y que fija
de manera a priori el investigador. El nivel de significancia de 0,05, el cual
implica que el investigador tiene 95% de seguridad para generalizar sin
equivocarse y s6lo 5% en contra*.

Del andlisis estadistico, (Anexo 24 y 26), se demuestra que hay una diferencia
significativa del contenido de fenoles y flavonoides totales entre las tres muestras
vegetales, en la prueba de Tukey (Anexo 25 y 27), se demuestra que la cantidad
de fenoles y flavonoides totales entre cada muestra son distintas.

Los factores ambientales parecen no influir en el contenido de compuestos
fenolicos entre las especies, y las variaciones de los metabolitos pueden ser de
origen genético®’.

Con estos resuitados obtenidos en la presente investigacion se afirma que
Oenothera rosea Ait “yawar suqu’, Piper elongatum Vahl ‘matico” y Baccharis
salicifolia R&P “chilca”, presentan cantidades significativas de fenoles vy

flavonoides totales.
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VI. CONCLUSIONES

Se realizé6 la cuantificacion de fenoles totales y flavonoides totales en
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl “matico”.

Los metabolitos secundarios de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”,
Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl "matico”, fueron:
fenoles y/o taninos, catequinas, lactonas y/o cumarinas, triterpenos y/o
esteroides, flavonoides y alcaloides en diferentes proporciones.

Los fenoles totales de Oenothera rosea Ait. “yawar suqu”, Baccharis
salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl. “matico”, fueron: 6,42%,
12,62% y 3,88%.

Los flavonoides totales en Oenothera rosea Ait “yawar suqu’, Baccharis
salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl. “matico’, fueron: 8,32%,
9,96% vy 6,21%.

Se compard el contenido de fenoles totales y flavonoides totales de
QOenothera rosea Ait “yawar suqu’, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl. “matico”; siendo asi que la “chilca” presenté mayor

contenido de los componentes en estudio.
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VIl. RECOMENDACIONES

Determinar mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) los
diferentes tipos de compuestos fendlicos de Oenothera rosea Ait “yawar
suqu’, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahi “matico”.
Comparar el contenido de fenoles totales y flavonoides totales de Oenothera
rosea Ait. “yawar suqu’, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum
Vahl. “matico” provenientes de distintos lugares del departamento de
Ayacucho.

Determinar la fecha éptima de recoleccion de Oenothera rosea Ait. “yawar
suqu”, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico’,
para realizar la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales.

Determinar el método 6ptimo de extraccion para la cuantificacion de fenoles
y flavonoides totales de Oenothera rosea Ait “‘yawar suqu’, Baccharis

salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”.
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Anexo 1

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioguimica, Srta. Rosario del Pilar, VALDEZ
PALOMINO, ha solicitado la identificaciéon de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : MYRTALES

FAMILIA : ONAGRACEAE

GENERO : Oenothera

ESPECIE 3 Oenothera rosea Ait..

N.V. : “yawar suqu”, “chupa sangre”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 19 de Marzo del 2014

Figura 8. Certificado de identificacion botanica de Oenothera rosea Ait. “yawar
suqu”. Ayacucho-2014
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Anexo 2

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, Ila Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Rosario del Pilar, VALDEZ
PALOMINO, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo
de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE . MAGNOLIIDAE
ORDEN ] PIPERALES

FAMILIA : PIPERACEAE
GENERO : Piper

ESPECIE i Piper elongatum Vahi..
N.V. 2 “matico”

Se expide la certificacidn correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho19 de Marzo del 2014

Figura 9. Certificado de identificacion botanica de Piper elongatum Vahl “matico”.
Ayacucho-2014
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Anexo 3

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, Ila Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Rosario del Pilar, VALDEZ
PALOMINO, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segan el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A.1988. y es como sigue:

DIVISION . MAGNOLIOPHYTA

CLASE ; MAGNOLIOPSIDA

SuB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Baccharis

ESPECIE ! Baccharis salicifoliaR. & P.
SINONIMIA : Baccharis lanceolata ( Kunth.)
N.V. : “chilca”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de fa interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho 19 de Marzo del 2014

Figura 10. Certificado de identificacion botanica de Baccharis salicifolia R&P
“chilca”. Ayacucho-2014
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Anexo 4

MUESTRAS
Oenothera rosea Ait. “yawar suqu’, Baccharis salicifolia
R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”.

4

Procedimiento para la recoleccion de las
muestras

4

Obtencion de los extractos
hidroalcohdlicos

J

Reaccion para identificar
compuestos fendlicos

4

Cuantificacion de fenoles y
flavonoides totales

4

Andlisis estadistico e
Interpretacion de resuitados

Figura 11. Flujograma del procedimiento de cuantificacibn de fenoles y
flavonoides totalesde las hojas y flores de Oenothera rosea Ait. “yawar sugu’,
Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl. “matico”. Ayacucho —

2014.
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Anexo 5

Figura 12. Hojas y flores de Oenothera rosea Ait. “yawar suqu’ (a), Piper
elongatum Vahl. “matico” (b) y Baccharis salicifolia R&P “chilca’ (c). Ayacucho —
2014,
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Anexo 6

Figura 13. Hojas y flores trituradas de Oenothera rosea Ait. “yawar suqu’,
Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”. Ayacucho -
2014
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Anexo 7

Figura 14. Extracciéon hidroalcohdlica de hojas y flores trituradas de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu®’ (@), Baccharis salicifolia R&P “chilca” (b) y Piper
elongatum Vahl. “matico” (c) usando equipo Soxhlet. Ayacucho — 2014.
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Anexo 8

Figura 15. Concentraciéon de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas y flores
de Oenothera rosea Ait “yawar suqu’ (@), Baccharis salicifolia R&P “chilca” (b) y
Piper elongatum Vahl “matico” (c). Ayacucho — 2014.
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Anexo 9

Figura 16. Extractos secos de las hojas y flores de Oenothera rosea Ait “yawar
suqu” (a), Baccharis salicifolia R&P “chilca” (b) y Piper elongatum Vahi “matico”
(c). Ayacucho - 2014.
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Anexo 10

Figura 17. Reconstitucion con metanol de los extractos de las hojas y flores de
Oenothera rosea Ait “yawar suqu®, Baccharns salicifolia R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl. “matico”. Ayacucho — 2014.
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Anexo 11

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

DIVIDIR EN FRACCIONES

1m imi Tm iml
ENSAYO ENSAYO ENSAYO ENSAYO
DE DE DE DE
FeCla BALJET MAYER LIEBERMAN
(Fenoles y (Lactonas y/o {Alcaloides) BURCHARD
taninos) cumarinas) (T ritel;’penos
ylo
esteroides)
1mi 1ml 1ml
ENSAYO ENSAYO ENSAYO
DE DE DE
SHINODA CATEQUINAS DRAGENDORFF
(Flavonoides) (Alcaloides)

Figura 18. Esquema de las reacciones para la identificacion de metabolitos
secundarios de los extractos hidroalcoholicos de Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl. “matico”.
Ayacucho - 2014.
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Anexo 12

Figura 19. Marcha Fitoquimica e identificacién de catequinas de los extractos
hidroalcoholicos de Piper elongatum Vahl “matico” (a,2), Oenothera rosea Ait
“yawar suqu” (b,3) yBaccharis salicifolia R&P “chilca” (c,1). Ayacucho — 2014.
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Anexo 13

L———

Figura 20. Reactivos usados en la determinacién del contenido de fenoles totales
y flavonoides totales de las hojas y flores de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”,
Baccharis salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”. Ayacucho -
2014
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Anexo 14

et FOsplot  CDsph Bluplst  ANOu\t
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Figura 21. Preparacion de los estandares de quercetina y acido caféico a
diferentes concentraciones. Ayacucho — 2014.
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Anexo 15
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Figura 22. Soluciones de quercetina y acido caféico, después de agregar los
reactivos cormrespondientes para obtener la curva de calibracién de fenoles
totales y flavonoides totales. Ayacucho - 2014
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Anexo 16

Figura 23. Lectura de las soluciones de quercetina y acido caféico en el
espectrofotometro UV, en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho-2014.
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Anexo 17

Figura 24. Preparacién de reactivos usados para la determinacién de fenoles
totales y flavonoides totales. (a) Bicarbonato de sodio al 7%, (b) Folin Ciocalteu,

(c) Nitrito de sodio al 5%, (d) Cloruro de alumnio al 10%, (e) Hidréxido de sodio
1M. Ayacucho — 2014.
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Anexo 18
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Figura 25. Preparacion para determinar fenoles totales de Oenothera rosea Ait.
“yawar suqu”, Piper elongatum Vahl. “matico” y Baccharis salicifolia R&P “chilca”.
Ayacucho - 2014
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Anexo19

Figura 26. Lectura en el espectrofotometro UV de las soluciones de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu’, Piper elongafum Vahl "“matico” y Bacchans salicifolia
R&P “chilca”, para determinar fenoles totales. Ayacucho — 2014
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Anexo20
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Figura 27. Preparacién para determinar flavonoides totales de Oenothera rosea
Ait “yawar suqu” (a), Piper elongatum Vahl “matico” (b), y Baccharis salicifolia
R&P “chilca” (c). Ayacucho — 2014.
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Anexo21

Figura 28. Lectura en el espectrofotdmetro UV de las soluciones de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl. “matico” y Baccharis salicifolia
R&P “chilca” para determinar flavonoides totales. Ayacucho — 2014.
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Anexo 22

Curva de calibracion utilizando acido
cafeico como estandar a 550 nm
0,8
0,7 /Q
—
0,6 <
8 o S _ -
2" %1 |y = 0.0011x + 0.1387
S04 - R?=0.9999 |
5 — :
2 0,3 —
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0,2
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0
0 100 200 300 400 500 600
ug de acido caféico

Figura 29. Curva de calibracion utilizando acido cafeico como estandar a 550
nm. Ayacucho - 2014
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Anexo 23

Curva de calibracion utilizando
quercetina como estandar a 510 nm
0,6 I
1
3 —
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Figura 30. Curva de calibracion utilizando quercetina como estandar a 510 nm.
Ayacucho - 2014
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Anexo 24

Tabla 3: Andlisis de varianza del porcentaje de fenoles totales de Oenothera

rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Bacchans salicifolia
R&P “chilca’.

Porcentaje (mg%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 121,226 2 60,613 7730046 000
Intra-grupos 4,705E-03 6 7,.841E-04
Total 121,231 8
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Anexo 25

Tabla 4: Prueba de Tukey para el porcentaje de fenoles totales de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Baccharis salicifolia
R&P “chilca’.

HSD de Tukey
N Subconjunto para alfa = 0,05
1 2 3
Oenothera rosea Ait 3 3,8782
Piper elongatum Vah| 3 6,4230
Baccharis salicifolia
R&P 12,6176
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamaro muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 26

Tabla 5: Analisis de varianza del porcentaje de flavonoides totales de Oenothera

rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vah| “matico” y Bacchans salicifolia
R&P “chilca”, para determinar flavonoides totales.

Porcentaje (mg%)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 21,198 2 10,599 1747529 ,000
Intra-grupos 3,639E-04 6 6,065E-05
Total 21,198 8
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Anexo 27

Tabla 6: Prueba de Tukey para el porcentaje de flavonoides totales de
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Baccharis
salicifolia R&P “chilca” para determinar flavonoides totales.

HSD de Tukey
N Subconjunto para alfa = 0,05
1 2 3
Piper elongatum Vahl 3 6,2051
Oenothera rosea Ait 3 83155
ggc;chans salicifolia 3 9,9545
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 28

Tabla 7. Porcentaje de fenoles y flavonoides totales y desviacion estandar
presentes en Oenothera rosea Ait “yawar suqu’, Bacchans salicifolia R&P
“chilca” y Piper elongatum Vahl. “matico”.

Extracto Fenoles totales mg% Flavonoides totales mg%
Desviacion estandar Desviacion estandar

P. elongatum Vahi| 3,8782% +/- 0,469 6,2051% +/- 0,153

O. rosea Ait 6,4230% +/- 0,433 8,3155% +/- 0,091

B. salicifolia R&P 12,6176% +/- 0,220 9,9545% +/ 0,058
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Anexo 29

Tabla 8. Matriz de consistencia. Ayacucho - 2014.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS  VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA
Contenido ¢Entre Objetivo general: Baccharis Variable independiente. Tipo de investigacién: Basico - Descriptivo
de fenoles Qenothera  Realizar la cuantificacion de salicifolia Fenoles totales y flavonoides Oenothera rosea Ait. Es Poblacién: Hojas y flores de Oenothera
totales y rosea  Ait. fenoles totales y flavonoides R&P “chilca” totales de Oenothera rosea conocida vulgarmente como 0s€a Alt “yawar suqu’, Baccharis salicifolia
ﬂav?noides “yawar fotales de Oenothera rosea presenta Ait “yawar suqu’, Baccharis chupasangre en la medicina R&F. “chilca’ 'y Piper elongatum Vahl
totales en gyqu” Ait. “yawar suqu’, Bacchars mayor salicifolia R&P “chilca” y Piper tradicional peruana; se utiliza gy
Oenothera Ba%chan's salicifolia R&P “chilca” y Piper contenido de elongatum Vahl “matico”. como: antiinflamatorio, para la ;ﬂeuesg;:.otg;r;go g:gos,\ge .:gﬁ:rysl‘;r:f
rssaa Ait.  salicifolia Slgngatum Vahi. ‘;f:atico". fenoles Indicador: Un ml6 de los neumoniay gonorrea. Baccharis salicifolia R&P  “chilca” y p;pe}
“Yawar R&P ‘“chilca” jetivos especificos totales y extractos hidroalcohdlicos de F i . elongatum Vahl. “matico”. las cuales seran
suqu”, y Piper - |dentificar los metabolitos flavonoides Oenothera rosea Ait “yawar Baccharis salicifolla R&lP: 'Se usadgas para la determinacién del contenido
Baccharis elongatum secundarios presentes en los totales que suqu’, Baccharis salicifolia e ouhe o MIRGRIO  di fenoles totales y flavonoides totales.
salicifolia Vahi extractos hidroalcohdlicos de Piper R&P  “chilca® y  Piper antirreumatico, antiespasmodico y Preparacién del extracto etanlico.-
R&P “chilca”  “matico”, Oenothera rosea Ait “yawar elogatum elongatum Vahl “matico”. on trtamianta de fracluras. dpes?' oo gromos de h:"“ ¥ Sores seces
y Piper cual de suqu”, Baccharis salicifolia Vahl Variable dependiente. Piper elongatum Vahl: Sus meo";; “:n mﬂ:wa;o[;iocuar:::msergﬂ
elongatum estas R&P  “chilca® 'y Piper "matico® y Contenido de fenoles totalesy propiedades terapéuticas son pulverizacién. La muestras secas y molidas
Vahl especies elongatum Vahl “matico” Oenothera  flavonoides totales de los hemostaticos, antiinflamatorios, seran  sometidas a  extraccion
“matico”, presenta - Realizar la cuantificacion de rosea Ait extractos hidroalcohélicos de en tratamientos demmatolégicos y hidroalcohélica (20:80) utilizando equipo
Ayacucho - mayor fenoles totales de Oenothera ‘'yawar Oenothera rosea All. "yawar afecciones urinarias. Soxhlet. Los extractos se concentraran a
2014 contenido de rosea Ait ‘yawar suqu®, suqu”. suqu’, Bacchans salicifolia sequedad en un rotavapor. Los residuos
fenoles Baccharis  salicifolia R&P R&P “chilca® y Piper Compugstos fendlicos: S_on secos serdn disueltos en 100 ml de
totales y ‘chilca” y Piper elongatum elongatum Vahl “matico”. metabolitos secundarios  metanol. Los exiractos serén utliizados para
Ravoncidas Vah!. “matico”. Indicadores: producidos por todas las plan!as, :atdlets:ﬂ'l;lilnacu(&r.lc‘cie:lt o;lntemdo de fenoles
totales?. - Realizar la cuantificacién de Fenoles totales: mg @ademas  estos  metabolitos | FEESY AL PEES  de fenoles
esenciales favorecen el

flavonoides totales Oenothera
rosea Ait. ‘yawar suqu’,
Bacchanis  salicifolia  R&P
“chilca” y Piper elongatum
Vahl. “matico”.

- Realizar la comparacion del
contenido de fenoles totales y
flavonoides totales de
Oenothera rosea Ait “yawar
suqu®, Baccharis salicifolia
R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl "matico

equivalente de acido cafeico/ g
de extracto hidroalcohdlico de
Oenothera rosea Ait “yawar
suqu’, Baccharis salicifolia
R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl. ‘matico”.

Flavonoides totales: mg
equivalente de quercetina/ g
de extracto hidroalcohdlico de
Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”, Bacchanis salicifolia
R&P  “chilca®” y Piper
elongatum Vahl. “matico”.

crecimiento y reproduccién de las
plantas y actian como agentes
protectores frente a patégenos,
siendo secretados como
mecanismo de defensa a
condiciones de estrés, tales como
infecciones, radiaciones UV, entre
otros. Farmacolégicamente los
flavonoides ejercen acciones:
antiespasmdédica, antiulcerosa
antioxidante gastrica y
antiinflamatoria.

totales.- El contenido de fenoles totales se
determinard por el método colorimétrico de

Singlet6n y Rossi

Determinacién del contenido de
flavonoides totales.- El contenido de
flavonoides totales en los extractos

etandlicos serd determinado por el método
de Zhishen of al.

Anélisis de Datos:

Las diferencias entre las medias seran
contrastadas mediante el Andlisis de
Varlanza (ANOVA) a un nivel de confianza
de 95% (p<0,05).
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Contenido de fenoles totales y flavonoides totales en
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Baccharis
salicifolia R&P “chilca” y Piper elongatum Vahl
“matico”. Ayacucho — 2014.

Rosario del Pilar Valdez Palomino’, Enrique Javier Aguilar Felices!
Farmacia y Bioquimica: UNSCH.

RESUMEN
Los compuestos fenolicos, entre los cuales se encuentran los 4cidos fendlicos y flavonoides, presentan
una amplia ubicuidad en la naturaleza. Los 4cidos fendlicos tienen gran importancia debido a su
amplia actividad biolégica ya que son: antioxidantes, antivirales, antitumorales, hepatoprotectores y
antiinflamatorios. Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, sustancias quimicas
presentes en los alimentos, etc. El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH con el objetivo de cuantificar
fenoles totales y flavonoides totales de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl
“matico” y Baccharis salicifolia R&P “chilca”, durante los meses de marzo a agosto del 2014, Las
muestras fueron recolectadas en el distrito de Huamanguilla y la provincia de Cangallo del
departamento de Ayacucho. La identificacion taxonémica se realizo en el Herbarium Huamangensis
de la UNSCH segtin el sistema de Clasificacién de Cronquist. A. El extracto hidroalcohélico se obtuvo
mediante el método Soxhlet. Se realizé el tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos
mediante reacciones de coloracién y precipitacién segin el procedimiento descrito por Miranda y
Cuellar. El contenido de flavonoides totales y fenoles totales se realizé mediante los métodos de
Zhishen et al y Singleton y Rossi. Es asi que se compara el contenido de fenoles y flavonoides totales
de las tres muestras, en equivalentes de 4cido caféico y quercetina. Baccharis salicifolia R&P “chilca”,
presentd 12,62%, Oenothera rosea Ait “yawar suqu” 6,42% y Piper elongatum Vahl “matico” 3,88%
de fenoles totales. El contenido de flavonoides fue Oenothera rosea Ait “yawar suqu” 8,32%, Piper
elongatum Vahl “matico” 6,21% y Baccharis salicifolia R&P “chilca” 9,96%. Se concluye que
Baccharis salicifolia R&P “chilca” presentd cantidades superiores de fenoles y flavonoides totales
frente a Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, y Piper elongatum Vahl “matico”.
Palabras clave: Compuestos fendlicos, flavonoides, Oenothera rosea Ait, Piper elongatum Vahl,
Baccharis salicifolia R&P.

SUMMARY
Phenolic compounds, which include acids phenolics and flavonoids, present a wide ubiquity in nature.
Phenolic acids are of great importance due to its wide biological activity are: antioxidant, antiviral,
antitumor, hepatoprotective and antiinflammatory. Flavonoids are natural pigments present in
vegetables and protect the body from damage caused by oxidizing agents such as ultraviolet rays,
chemical substances in food, etc. The present research work was carried out in the laboratory of
pharmacognosy, Faculty of biological sciences of the UNSCH aiming to quantify total phenols and
total flavonoids from Oenothera rosea Ait. "yawar suqu", Piper elongatum Vahl. "matico" and
Baccharis salicifolia R &; P "chilca", during the months of March through August 2014. The samples
were collected in the Huamanguilla district and the province of Cangallo of the department of
Ayacucho. The taxonomic identification was carried out in the Herbarium Huamangensis of the
UNSCH according to Cronquist classification system. The hydroalcoholic extract was obtained using
the Soxhlet method. Held screening phytochemical of the hydroalcoholic extracts through reactions of
coloration and precipitation according to the procedure described by Miranda and Cuéllar The contents
of total flavonoids and total phenols was performed using the methods of the Zhishen et to the and
Singleton and Rossi. It's so compares the content of phenols and total flavonoids of three samples,
equivalent of caffeic acid and quercetin. Baccharis salicifolia R&P "chilca", presented 12,62%,
Oenothera rasea Ait. "yawar suqu" 6,42% and Piper elongatum Vahl. "matico" 3,88% of total
phenols. The content of flavonoids was Oenothera rosea Ait. "yawar suqu” 8,32%, Piper elongatum
Vahl. "matico" 6,21% and Baccharis salicifolia R&P "chilca" 9,96%. It is concluded that Baccharis
salicifolia R&P "chilca" introduced greater quantities of phenols and total flavonoids from Oerothera
rosea Ait "yawar suqu", and Piper elongatum Vahl "matico".

Key words: Phenolic compounds, flavonoids, Oenothera rosea Ait, Piper elongatum Vahl, Baccharis
salicifolia R &P.



INTRODUCCION
Hay unas ocho mil plantas naturales con
compuestos fendlicos y aproximadamente la
mitad de este mimero son flavonoides'. Los
fenoles poseen un amplio espectro de
actividades bioquimicas como antioxidante,
antimutagénica,  anticancerigenos®>. Los
compuestos fenolicos son el grupo mas
grande de los fitoquimicos que representan
la mayor parte de la actividad antioxidante
en las plantas®.
Los flavonoides son el grupo quimico mas
grande de origen natural, que se producen en
partes de diferentes plantas tanto en estado
libre como glucosidos. Se encuentran al
tener muchas actividades como;
antiulcerosos, antiartriticos,
anticancerigenas, etc®. Las flavonas vy
flavonoles son los mas ampliamente
distribuidos de todos los compuestos
fenolicos®.
Ademas, los compuestos fendlicos son
metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actan como
agentes protectores frente a patdgenos,
siendo secretados como mecanismo de
defensa a condiciones de estrés; tales como
infecciones, radiaciones UV, entre otros®.
Los flavonoides, una clase de metabolitos
aroméaticos ampliamente distribuidos en la
naturaleza, poseen una gran variedad de
efectos bioldgicos entre los que sobresale la
actividad antiinflamatoria’.

Baccharis salicifolia  R&P “chilca”, se
utiliza tradicionalmente como
antiinflamatorio en varios paises, como:
Colombia, Ecuador, Per, Argentina y
Bolivia®”.

De una revision profunda de los estudios
quimicos y biologicos realizados en esta
especie se reporta la  actividad
antiinflamatoria in vitro sobre varios
mediadores de inflamacion'®. Sobre esta
base se realizaron varios estudios que
demostraron la presencia de flavonoides en
las partes aéreas de la planta!! 12,

QOenothera rosea Ait “yawar suqu”, se
utiliza ampliamente en la medicina
tradicional peruana por sus efectos
antiinflamatorios, antitusigeno,
antirreumético, etc'. El estudio fitoquimico
del extracto etanolico de QOenothera rosea
Ait “yawar suqu”, reporta la presencia de
metabolitos secundarios como: flavonoides,
taninos, cumarinas, quinonas y saponinas®*.
Estudios realizados han informado que los
resultados del edema subplantar, inducido

por carragenina, demuestran que el extracto
hidroalcoholico de yawar suqu posee efecto
antiinflamatorio'4.

Piper elongatum Vahl. “matico”, en la
medicina tradicional es usado como
antiinflamatorio, hemostatico, antiséptico'®.
Se ha reportado que en su composicién
presenta aceites esenciales, icido artanico,
resinas, sustancias amargas (maticina),
taninos, alcaloides, saponinas, flavonoides
triterpenoides'®.

Las especies Baccharis salicifolia R&P
“chilca”, Oenothera rosea Ait “yawar suqu”
y Piper elongatum Vahl “matico”, son
usados ampliamente en el departamento de
Ayacucho, por su actividad antiinflamatoria,
es por tal motivo que se propuso realizar la
presente investigacién para determinar el
contenido de fenoles y flavonoides totales;,
compuestos que estan estrechamente
relacionados con la actividad
antiinflamatoria.

Objetivo General:

Realizar la cuantificacion de fenoles totales
y flavonoides totales de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu”, Baccharis salicifolia R&P
“chilca” y Piper elongatum Vahl “matico”.

Objetivos Especificos:

¢ ldentificar los metabolitos
secundarios presentes en los
extractos  hidroalcohdlicos  de
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”,
Baccharis salicifolia R&P “chilca”
y Piper elongatum Vahl “matico”.

e Realizar 1la cuantificacion de
fenoles totales de Oenothera rosea
Ait  “yawar suqu”, Baccharis
salicifolia R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl “matico”.

e Realizar la cuantificacion de
flavonoides  totales  Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”, Baccharis
salicifolia R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl “matico”.

o Realizar la comparacion del
contenido de fenoles totales y
flavonoides totales de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”, Baccharis
salicifolia R&P “chilca” y Piper
elongatum Vahl “matico”.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del trabajo de investigacién



El presente trabajo de investigacion se
realizo ~en el Laboratorio de
Farmacognosia del Area de Farmacia, de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga, durante los meses de
marzo a agosto del 2014,

Definicon de la poblacién y muestra
Poblacion: Hojas y flores de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl. “matico”, (recolectadas
del distrito de Huamanguilla, durante los
meses de febrero a marzo, en estado de
floracion) y Baccharis salicifolia R&P
“chilca” (recolectada en la provincia de
Cangallo, durante los meses de febrero a
marzo, en estado de floracion) del
departamento de Ayacucho.

Muestra: Cinco gramos de hojas y flores
secas de Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y
Baccharis salicifolia R&P “chilca”.
Diseiio  metodolégico para la
recoleccion de datos

Recoleccion de la muestra: Se procedio
a recolectar aquellas hojas y flores que se
encontraban en buen estado, mediante un
muestreo por conveniencia, para luego
lavarlas con la finalidad de eliminar
sustancias contaminantes que puedan
interferir con la investigacion, después se
procedié a secarlos al medio ambiente
por siete dias, una parte de las muestras
fueron  llevadas  al Herbarium
Huamangensis de la UNSCH para la
identificacién taxonémica.

La muestra restante se molieron haciendo
uso de un mortero.

Preparacién del extracto
hidroalcohélico

Se pesaron cinco gramos de hojas y
flores secas Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”, Baccharis salicifolia R&P
“chilca” y Piper elongatum Vahl
“matico”, las cuales fueron molidas en
un mortero hasta su pulverizacion.

Las muestras secas y molidas fueron
sometidas a extraccion hidroalcohdlica
(20:80) con etanol al 96°, utilizando el
equipo de Soxhlet. Los extractos se
concentraron a sequedad en un rotavapor
Buchi 3000. Los residuos secos fueron
disueltos en 100 ml de metanol. Los
extractos se utilizaran para el screening
fitoquimico y la determinacion del
contenido de fenoles totales y
flavonoides totales.

Tamizaje fitoquimico

Una wvez obtenidko el extracto
hidroalcoholico se realizard las pruebas
pertinentes para la identificacion
cualitativa de los principales grupos de
metabolitos secundarios, directamente
sobre el extracto de la planta con
reacciones simples especificas de
coloracion y precipitacion.

Determinacion del contenido de
fenoles totales

El contenido de fenoles totales se
determiné por el método colorimétrico
de Singleton y Rossil®, con algunas
modificaciones.
Procedimiento:

e Transferir un ml del extracto obtenido

de cada muestra, en una fiola de 25 ml
que contenga nueve ml de agua
destilada.

o Seguidamente se agregd un ml de

reactivo  Folin-Ciocalteu (grado
analitico Merck).

s Se agita y luego se deja en reposo por

cinco minutos.

e Posteriormente se adiciona diez ml de

carbonato de sodio al 7%, y se afora
con agua destilada a 25 ml.

e Después de 90 minutos en la oscuridad

a temperatura de ambiente se procede a
realizar la lectura a una longitud de
onda de 550 nm.

e  Para realizar la curva de calibracion se

usa soluciones de éacido caféico a
concentraciones entre 100-500 pg/ml,
preparadas a las mismas condiciones
antes mencionadas.

e Se prepara el blanco a las mismas

condiciones que la muestra problema
usando un ml de agua destilada.

Determinacion del contenido de
flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en los
extractos hidroalcohdlicos se determind
por el método de Zhishen et al'”.
Procedimiento:

e Transferir un ml de los extractos
obtenidos, a una fiola de diez ml
que contenga cuatro ml de agua
destilada.

e Seguidamente se le adiciona 0,30
ml de nitrito de sodio al 5%.

e Después de cinco minutos se
agrega 0,3 ml de cloruro de
aluminio al 10%.



® Se deja transcurrir cinco minutos
para agregar, dos ml de hidroxido
de sodio 1M, se agita y afora a diez
ml con agua destilada.

e Se realiza la lectura a una longitud
de onda de 510 nm.

e Para la curva de calibracion se usa
soluciones de quercetina a
concentraciones entre 20-100
pg/ml.

e  Se prepara el blanco a las mismas
condiciones antes mencionadas
usando un ml de agua destilada.

Anilisis de datos

Los resultados se expresan en forma de
medias y desviacién estdndar, y son
representados mediantes graficos en forma
de histogramas. Las diferencias entre las
medias son contrastadas mediante el
Anélisis de Varianza (ANOVA) a un nivel
de confianza de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Tabla 1: Metabolitos secundarios presentes
en los extractos hidroalcohdlicos de las hojas
y flores de Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”, Baccharis salicifolia R&P “chilca” y
Piper elongatum Vahl “matico”.

Especie
Metabolitos O. rosea. B. salicifolia P.elongatum.
secundarios Observaciones

Fenoles y/o +++ - +H+
Taninos
Flavonoides ++ ++

T
+

Lactonas y/o +
Cumarinas
Catequinas ++
Alcaloides ++
Alcaloides +
Triterpenos y/o  +

W

+ + 4+ +

Esteroides

LEYENDA:

) : Ausente
) : Leve

(+H : Moderada
H+HH : Abundante

1%

e 12,62
124

Fenoles totales (mg%)

. =642
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2
Pelongetum 0. mess. 8, satcilcte
Especie

Figura 1. Porcentaje de fenoles totales
presentes en Piper elongatum Vahl
“matico”, Oenothera rosea Ait “yawar
suqu” y Baccharis salicifolia R&P “chilca”.
Ayacucho — 2014.
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Figura 2. Porcentaje de flavonoides totales
presentes en Piper elongatum Vahl
“matico”, CQenothera rosea Ait “yawar
suqu” y Baccharis salicifolia R&P “chilca”.
Ayacucho - 2014.

Porcentaje en mg%
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Figura 3. Variacion del porcentaje de fenoles
y flavonoides totales presentes en Piper
elongatum Vahl “matico”, Oenothera rosea
Ait “yawar suqu” y Baccharis salicifolia
R&P. Ayacucho - 2014,

DISCUSION
La presente investigacién se basd en la
cuantificacion de fenoles y flavonoides
totales de Oenothera rosea Ait “yawar



suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y
Baccharis  salicifolia R&P  “chilca”,
mediante el método de Singletén y Rossi'é, y
Zhishen et al'.

Los compuestos fendlicos o polifenoles
constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, con diferentes estructuras,
propiedades quimicas y actividad biolégica,
englobando mis de ocho mil compuestos
distintos.

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' 1%,

Para obtener el extracto hidroalcoholico se
realizd mediante el método de Soxhlet, que
se define como la accién de separar con un
liquido una fraccion especifica de una
muestra, dejando el resto lo mas integro
posible®.

En el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohélico  desarrollado  segin la
técnica de Miranda y Cuellar®', se reporta la
presencia de los metabolitos secundarios
como; fenoles y/o taninos, flavonoides,
lactonas y/o  cumarinas, catequinas,
alcaloides, triterpenos y/o esteroides (Tabla
1).

Villena'¥, reporta para el caso de Ila
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, y
menciona que estos metabolitos secundarios
presentan accion farmacologica como
antiinflamatoria.

Los metabolitos secundarios que mas se
encontraron en Jenothera rosea Ait “yawar
suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y
Baccharis salicifolia R&P “chilca”, fueron:
en el primer caso se encontraron fenoles y/o
taninos, flavonoides, catequinas, lactonas
y/o cumarinas; en el matico se observo la
presencia de fenoles y/ taninos, flavonoides
y alcaloides; y finalmente en la chilca se
encontraron fenoles y/o taninos, flavonoides,
catequinas, lactonas y/o cumarinas, y
alcaloides, los compuestos fendlicos pueden
ser detectados por el intenso color verde,
azul o negro que producen cuando se le
agrega el cloruro férrico al 5%%2. La muestra
que reacciono inmediatamente a este ensayo
fue la Baccharis salicifolia R&P “chilca”,
que al agregar una gota del reactivo se
produjo una coloracion azul intensa, en el
caso de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”
y Piper elongatum Vahl “matico”, hubo un
cambio de coloracién a un azul intenso
después de unos segundos de agregar el

reactivo. Los compuestos fendlicos poseen
propiedades como antiinflamatorias,
antimicrobianas, antitromboticas,
antialérgicas, antitumorales,
anticancerigenas y antioxidantes. De esta
ultima, principalmente, radica su funcién en
el sistema nervioso, pues se ha visto relacién
de proteccion en enfermedades
neurodegenerativas®>. Al realizar el ensayo
de catequina se evidencia la fluorescencia
verde a la luz UV, es asi que al comparar las
tres muestras se observa que la Baccharis
salicifolia R&P “chilca” obtuvo (+++),
Oenothera rosea Ait “yawar suqu” (++) y
Piper elongatum Vahl “matico” (+)
respectivamente (Tabla 1). Con la reaccion
de Shinoda el cambio de color de amarillo a
rojo indica la presencia de flavonas y
flavonoles??, de esta manera al realizar el
ensayo se diferencia las intensidades de la
coloracion rojo entre cada muestra dando
como resultado que Oenothera rosea Ait
“yawar suqu” fue la que obtuvo una
coloracién mas intensa en comparacion con
Piper elongatum Vahl “matico” y Baccharis
salicifolia R&P “chilca”. El tamizaje
fitoquimico es un ensayo previo de gran
importancia para determinar
cualitativamente la presencia de ciertos
metabolitos  secundarios presentes en
muestras vegetales, dado que los ensayos
como el de Shinoda y cloruro férrico que son
especificos para compuestos fendlicos,
dieron positivo en las tres muestras se
continua con los ensayos para determinar
cuantitativamente fenoles y flavonoides
totales.

Se preparé la curva de calibracion del acido
caféico a 550 nm para determinar la cantidad
de fenoles totales de las muestras, para
obtener la ecuacion se prepararon soluciones
de acido caféico a 100, 200, 300, 400 y 500
pg/ml, de igual manera la curva de
calibracion de quercetina a 510 nm, en este
caso las soluciones del estandar fueron
preparadas a concentraciones de 20, 40 ,60
,60, 80 y 100 pg/ml, a las cuales se le
agregaron distintos reactivos necesarios para
cuantificar fenoles y flavonoides totales, que
fueron preparados a las concentraciones
segun se indica en el método, una vez
obtenida las soluciones preparadas se hizo la
lectura correspondiente a una longitud de
onda de 550 nm y 510. La curva de
calibracion son graficos que muestran la
respuesta de un método analitico (Sefial) en
funcion de cantidades conocidas de analito
(concentraciones) .



El contenido de fenoles y flavonoides
presenta una amplia ubicuidad en Ila
naturaleza ya que son responsables del buen
funcionamiento de las plantas y, en su
relacion con el hombre ya que son utilizados
para tratar enfermedades como ciertos
canceres y desordenes cardiacos por su
poderosa actividad antioxidante; el consumo
promedio de fenoles en los paises europeos
se estima en 23 mg por dia?*.

Los métodos de Folin-Ciocalteau y de
formacion del complejo con AICl; para
determinar el contenido total de compuestos
fenélicos y flavonoides, respectivamente,
son comunmente usados para analizar
plantas y alimentos®. En el presente estudio,
estos métodos se aplicaron para determinar
el contenido de fenoles y flavonoides totales
en tres muestras vegetales de la region de
Ayacucho.

Se prepard el blanco y las tres muestras por
triplicado para determinar el contenido de
fenoles totales, las cuales se dejaron que
reaccionen durante 90 minutos a temperatura
de ambiente para luego realizar las lecturas
correspondientes a una longitud de onda de
550 nm, la cual se acondicioné con un
blanco que fue preparado a las mismas
condiciones que las muestras.

En la Figura 1, se muestra el porcentaje de
fenoles totales de cada muestra en estudio,
en los resultados obtenidos se observa que
por lo menos todos los extractos contienen
compuestos  fendlicos en  cantidades
significativas, siendo de esta manera y
comparando las tres especies se observa que
el contenido de fenoles entre el extracto
hidroalcoholico de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu” y Piper elongatum Vahl
“matico”, presentaron porcentajes de 6,42 %
+/- 0,433 y 3,88 % +/- 0,469. Por otra parte
Baccharis salicifolia R&P “chilca”, es el
que posee el mayor porcentaje de fenoles
siendo de 12,62 % +/- 0,220, superando los
valores encontrados en las otras dos
especies. En el género Baccharis, Rojas?’, ha
reportado la presencia principalmente de
compuestos fenolicos y flavonoides.
Garcia®®, cuantifico fenoles totales con el
método de Folin-Ciocalteu en duraznos
(Prunnus persica L.) procedentes de tres
diferentes zonas de cultivo. Las muestras del
estado de Sonora fueron las que presentaron
valores mas altos, de fenoles totales (121 mg
de acido caféico por 100 gramos peso
fresco).

Al igual que para determinar fenoles totales
se prepararon el blanco y soluciones por

triplicado de los extractos hidroalcohélicos,
para determinar el contenido de flavonoides
totales, en este caso se realizo las lecturas a
una longitud de onda de 510 nm, se prepard
el blanco con la finalidad de acondicionar el
espectrofotometro UV- Vis,

En la determinacion del contenido de
flavonoides totales se comparé las tres
especies dando como resultado que
Oenothera rosea Ait “yawar suqu” y Piper
elongatum Vahl “matico”, presentaron
cantidades de 8,32% +/- 0,153 y 6,21% +/-
0,091, Baccharis salicifolia R&P “chilca”,
fue la que present6 el mas alto contenido de
flavonoides totales (9,95% +/- 0,058),
superando a las dos especies antes
mencionadas. En la prueba de Shinoda en un
estudio reportado por Rojas?’, demuestra que
el género Baccharis contiene cantidades
significativas de flavonoides.

De la Rosa®®, cuantificaron los flavonoides
totales del extracto metandlico de la semilla
de Glycine max “soya”, expresados como
quercetina por espectrofotometria UV-Vis,
el contenido de flavonoides totales fue
16,528% de quercetina.

En la figura 3, se observa la comparacion del
porcentaje de fenoles y flavonoides totales
de las tres muestras en analisis, lo cual
demuestra que el extracto hidroalcoholico de
Baccharis salicifolia R&P “chilca”, es la
muestra vegetal que posee mayores
cantidades de estos dos componentes
quimicos presentes en las plantas. Palacios™,
en la especie Baccharis lanceolata Kth. ha
reportado la presencia principalmente de
flavonoides triterpenoides y esteroides,
aminogrupos, taninos y saponinas. Es asi
que se pondria gran interés en esta especie
ya que los flavonoides ejercen acciones
diuréticas, antiespasmodicas, antiulcerosa,
antitnflamatorias y antioxidantes®!.

El anilisis de varianza, es una prueba
estadistica para analizar si mas de dos
grupos difieren significativamente entre si
en cuanto a sus medias y varianzas®’. El
nivel de significancia es un nivel de la
probabilidad de equivocarse y que fija de
manera a priori el investigador. El nivel de
significancia de 0.05, el cual implica que el
investigador tiene 95% de seguridad para
generalizar sin equivocarse y sdlo 5% en
contra®.

Del analisis estadistico, se ve que hay una
diferencia significativa del contenido de
fenoles y flavonoides totales entre las tres
muestras vegetales, en la prueba de Tukey,
se demuestra que la cantidad de fenoles y



flavonoides totales entre cada muestra son
distintas.

Los factores ambientales parecen no influir
en el contenido de compuestos fendlicos
entre las especies, y las variaciones de los
metabolitos pueden ser de origen genético'.
Con estos resultados obtenidos en la
presente investigacidon se afirma que
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl “matico” y Baccharis
salicifolia R&P  “chilca”,  presentan
cantidades significativas de fenoles vy
flavonoides totales.
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