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Resumen

Una capacidad antioxidante es posible por la presencia de diferentes elementos en la
especie tales como vitaminas, carotenoides y polifenoles. Esta investigacion tiene
como objetivo la cuantificacion de polifenoles y la determinacion de la capacidad
antioxidante de Peperomia Inaequalifolia en el tallo y hojas, en diferentes preparados
Una vez recolectada la especie se separan tanto hojas como los tallos , se someten a un
proceso de fragmentacidn por separado de cada parte, con ayuda de la estufa se obtiene
la muestra seca pulverizada de cada parte por separado ,se realizd una extraccién
exhaustiva de muestra seca y a partir de la muestra fresca se prepar6 infusion,
decoccién y una maceracion acuosa. Una vez obtenida las muestras usando el modelo
de Folin —Ciocalteu, se cuantificaron los polifenoles presentes, la capacidad
antioxidante se realizo por meétodo DPPH. En el preparado de la extraccion exhaustiva
metanodlico de la muestra seca del tallo, el contenido fue (22.85 + 1.02 mg de
catequina eq /gr de muestra seca). En cuanto a la actividad antioxidante en la
extraccion exhaustiva de muestra seca de hojas la concentracion fue (399.23 £ 9.15
mM Trolox eq. /g de muestra seca) por lo tanto se obtuvo una capacidad antioxidante
al inhibir radicales libres. Se concluye que la especie Peperomia inaequalifolia posee
cantidades de polifenoles y una capacidad antioxidante en tallos y hojas a partir de

muestra seca y fresca.

Palabras claves: Peperomia Inaequalifolia, Capacidad antioxidante, contenido de

polifenoles y DPPH.
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Abstract

An antioxidant capacity is possible due to the presence of different elements in the
species such as vitamins, carotenoids and polyphenols. This research has as objective
the quantification of polyphenols and the determination of the antioxidant capacity of
Peperomia Inaequalifolia in the stem and leaves, in different preparations. Once the
species is collected, both leaves and stems are separated, they undergo a fragmentation
process separately. from each part, with the help of the stove, the dry powder sample
of each part is obtained separately, an exhaustive extraction of dry sample was carried
out and from the fresh sample an infusion, decoction and an aqueous maceration was
prepared. Once the samples were obtained using the Folin-Ciocalteu model, the
polyphenols present were quantified, the antioxidant capacity was performed by DPPH
method. In the preparation of the exhaustive methanolic extraction of the dry sample
of the stem, the content was (22.85 + 1.02 mg of catechin eq / gr of dry sample).
Regarding the antioxidant activity in the exhaustive extraction of dry sample of leaves
the concentration was (399.23 £ 9.15 mM Trolox eq. / G dry sample) therefore an
antioxidant capacity was obtained by inhibiting free radicals. It is concluded that the
species Peperomia inaequalifolia possesses quantities of polyphenols and an

antioxidant capacity in stems and leaves from dry and fresh sample.

Key words: Peperomia Inaequalifolia, Antioxidant capacity, polyphenols content and

DPPH.
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INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales se ha convertido en uno de los métodos méas usados
para tratamientos de enfermedades y prevencion, puesto que estas especies vegetales
poseen sustancias capaces de hacer un efecto farmacologico que sintetizan
naturalmente sustancias que son Utiles para la salud de las personas. En el Peru se
han usado desde tiempos memorables las plantas como primer tratamiento
sintomatico de alguna enfermedad, transmitiendo este conocimiento de generacion
en generacién. En el Per( se posee una amplia variedad de plantas medicinales,
capaces de mitigar enfermedades. Estas especies se encuentran a nuestro alcance, por
ello las personas optan por tratarse con plantas medicinales comprobando a si su

eficacia.?

Gracias a los estudios de las actividades farmacologicas de las especies vegetales, se
pueden obtener drogas a partir de plantas medicinales. En la actualidad el uso de la
especie vegetal Peperomia inaequalifolia , conocida vulgarmente como
“congona” ,Se usa frecuentemente para atenuar el dolor e inflamacion de los oidos,a
si como afectaciones al corazon, también se ha comprobado la actividad cicatrizante

de su aceite escenial.?

Los compuestos fendlicos son suma importancia tanto en las personas como en las
mismas plantas ya que , estos cumplen funciones importantes en la especie vegetales,
estd comprobado que los flavonoides son importantes para el desarrollo y buen
funcionamiento de las plantas al protegerlas contra agentes agresores externos, como

la radiacion UV, microorganismos, animales herbivoros y del medio ambiente.



Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica especialmente adecuada
para ejercer una accién antioxidante actuando como captores de radicales libres

neutralizando peligrosas especies reactivas de oxigeno e iones metalicos quelantes.®

Es de suma importancia sustancias con esta capacidad ya que el estrés oxidativo esta
relacionado con enfermedades como la diabetes y cancer, demostrar esta capacidad
en una especie vegetal que esta al alcance de todas las personas seria muy

beneficioso.

Los agentes antioxidantes o sustancias antioxidantes actGan inhibiendo radicales
libres de oxigeno, estos se pueden producir naturalmente en nuestro organismo a
través de procesos metabolicos oxidativos, muchas veces es extremadamente Util
como por ejemplo en situaciones donde se activa el sistema inmune, los macréfagos
usan perdxido de hidrogeno (radical libre) para destruir bacterias y otros elementos
extrafios en la desintoxicacion de drogas y también en la produccién de endotelio
derivado del factor relajante, el 6xido nitrico, extremadamente importante en los

procesos que desencadenan la relajacion de los vasos sanguineos.*

Uno puede decir que un organismo se encuentra bajo estrés oxidativo cuando existe
un desequilibrio entre el sistema antioxidante y pro-oxidante ocurre de tal manera
que prevalezca el sistema pro-oxidante . Uno de los principales mecanismos de lesion
es la lipoperoxidacion (LPO), en otras palabras, la oxidacién de la capa lipidica de la
membrana celular. Junto al EO puede generar dafio a las proteinas y al ADN,

causando varias alteraciones en la funcion celular y, en consecuencia, en el tejido.*

Para proteger las células y los sistemas de organos del cuerpo contra reactivas

especies de oxigeno, los humanos han evolucionado de una manera altamente



sofisticada y complejo sistema de proteccion antioxidante. Implica una variedad de
componentes, tanto de origen endégeno como exodgeno, que funcionan de forma

interactiva y sinérgica para neutralizar los radicales libres.®

La vitamina C, la vitamina E y el betacaroteno son los antioxidantes de la dieta mas
ampliamente estudiados. La vitamina C es considerada el méas importante
antioxidante soluble en agua en fluidos extracelulares. Es capaz de neutralizar
radicales libres de oxigeno en la fase acuosa antes de que la peroxidacion de lipidos
inicie. La vitamina E, otro importante antioxidante muy soluble en lipidos, es el
rompedor de cadenas mas eficaz dentro de la membrana celular donde protege los
acidos grasos de membrana de la peroxidacién de lipidos. La vitamina C es capaz de

regenerar la vitamina E.°

Existen varias otras sustancias antioxidantes dietéticas mas alla de las vitaminas
tradicionales discutidas arriba. Muchas sustancias derivadas de plantas, denominados
colectivamente "fitonutrientes" o "fitoquimicos", cada vez méas conocidos por su
actividad antioxidante. Los compuestos fenolicos tales como flavonoides son ubicuos
dentro del reino vegetal: aproximadamente 3.000 sustancias flavonoides han sido
descritas. En las plantas, los flavonoides sirven como protectores contra una amplia
variedad de tensiones ambientales mientras que, en humanos, los flavonoides parecen

funcionar como "modificadores de respuesta bioldgica".>®

Se ha demostrado que los flavonoides tienen propiedades antiinflamatorias,

antialérgicas, actividad antiviral, antienvejecimiento y anticancerigena.



Los amplios efectos terapéuticos de los flavonoides se pueden atribuir en gran
medida a sus propiedades antioxidantes. Ademas de un efecto antioxidante, los
flavonoides pueden ejercer proteccion contra la enfermedad cardiaca a través de la
inhibicidn de las actividades de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa en las plaquetas

y macro6fagos.®

Los antioxidantes ejercen sus efectos a través de varios mecanismos basicos, que
incluyen: eliminar las especies que inician la peroxidacion, apagar el oxigeno
singlete, quelar los metales, romper las reacciones de la cadena de radicales libres y
reducir la concentracion de O, Las moléculas antioxidantes no son igualmente
poderosas en reaccionar de acuerdo estos variados mecanismos. Por ejemplo, los
acidos fenolicos son efectivos para atrapar radicales libres, pero no tan buenos para
quelar metales, mientras que los flavonoides pueden hacer ambas cosas de manera

eficiente: eliminan los radicales libres y quelatar metales.’

La adicion de antioxidantes sintéticos a aceites y / 0 alimentos es una de las maneras
mas eficientes de prevenir la oxidacién de lipidos. Sin embargo, la seguridad de los
aditivos sintéticos ha sido cuestionada, estimulando la evaluacion de compuestos
naturales con propiedades antioxidantes. Aunque no hay garantia de la seguridad de
los antioxidantes naturales, hay algo de comodidad sabiendo que tales antioxidantes
se purifican de productos naturales que se han consumido por generaciones. Los
compuestos fendlicos en las plantas se reconocen como compuestos importantes para
conferir estabilidad frente a la oxidacion. De esta manera, los extractos plantas

aromaticas (Como Peperomia inaqualifolia), aceites esenciales y sus componentes



estan ganando interés por su relativa seguridad y amplia aceptacion por parte de los

consumidores.?°

En la actualidad las distintas enfermedades o malestares que presenta la poblacién ha
conllevado a basqueda de métodos naturales tales como el consumo de plantas
medicinales, es por ello que se determinara la capacidad antioxidante de Peperomia
inaequalifolia y la cuantificacion de polifenoles presentes en la especie, para los
cuales se obtendra la muestra de la extraccion metandlica de la especie asi como

muestra de su decoccion, infusion y maceracion acuosa.

Objetivo general:

Determinar la capacidad antioxidante y cuantificar los compuestos

polifenolicos presentes en tallo y hojas de Peperomia inaequalifolia.

Objetivos especificos:

- Cuantificar los polifenoles presentes en tallos y hojas de Peperomia
inaequalifolia mediante el método Folin — Ciocalteu. expresados en mg

catequina eg/g muestra seca o fresca

- Determinar la capacidad antioxidante en tallos y hojas de Peperomia
inaequalifolia por el método DPPH expresados en mM Trolox eq./g

muestra seca o fresca



REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes

Estudios internacionales a la Peperomia inaequalifolia y familia

Ecuador

En Quito en el afio 2012, Carvajal y Quintero®® realizaron una tesis con la
Caracterizacion fitoquimica de Peperomia inaequalifolia, con el fin de
hallar una actividad antimicrobiana y antimicotica del aceite esencial de
congona, en la cual se extrajo el aceite esencial de la planta por el método
de hidrodestilacion, el rendimiento con planta fresca fue 0,116%. El aceite
permitié evaluar propiedades fisico-quimicas como : indices de acidez,
refraccion y peso especifico, finalmente se estudio la actividad bioldgica
del aceite esencial frente a cuatro bacterias y una levadura autoctonas
en la cual se demostré actividad antibacteriana frente a bacterias gram
positiva y antimicética frente a C. albicans, Por el contrario el aceite
no presentd actividad antibacteriana frente a bacterias gram negativas,
aprobandose hipotesis nula.

Bangladés (Este de India)

En el 2008 Alam et al ! realizaron un estudio de Actividad antipirética de
Peperomia pellucida Hojas ,en conejo. En la cual Se administr por via
intraperitoneal de leche hervida a una dosis de 0,5 ml / kg de cuerpo por
peso en conejo albino que conduce a pirexia. Se administro el extracto de
etanol de las hojas de P. pellucida a una dosis de 80 mg / kg de peso corporal

lo cual redujo significativamente la temperatura elevada. Este efecto



antipirético ha sido comparado con el efecto antipirético de la aspirina
estandar y el disolvente que se ha usado.
Malasia
En 2016 Lee et al *2 realizaron un estudio del efecto inmunoestimulador de
Peperomia pellucida en pescado .El extracto de la planta fue para su
compuesto activo usando un espectrometro de masas de cromatografia de
gases, y la eficacia de P. pellucida, como agente inmunoestimulador. Los
peces fueron alimentados con alimento medicado a tres Diferentes
concentraciones de P. pellucida .Durante una semana antes de que
estuvieran expuestos a A. hydrophila. El ensayo inmunoabsorbente fue para
determinar el valor de la respuesta de anticuerpos a A. hydrophila .Se
determin6d a un grupo de peces que recibié el alimento medicado el
porcentaje de mortalidad acumulada total.Se demostré el enorme potencial
del extracto de hojas de P. Pellucida como inmunoestimulador en el control
de motilidad septicemia motil debido a A. hydrophila.

Estudios nacionales a la Peperomia inaequalifolia y familia
Juliaca-Peru
Enel 2015 en la Universidad Andina Néstor Céceres Velasquez ,Ugarte y
Mercado * realizaron el estudio de la Valoracion Cicatrizante Del Extracto
De Congona en Herida Traumatica En Ratas Wistar. Evaluacion
Histoldgica, induciendo una herida postquirtrgica y esperar a su futura
cicatrizacion, pero se determind que la especie congona Peperomia Ruiz &

Pav, (familia de Peperomia inaequalifolia) no posee un efecto cicatrizante



sobre heridas postquirtrgicas en las ratas, pero si posee un efecto
antinflamatorio como se habia deducido.
Trujillo -Peru
En 2015 Castro y Estupifia'* realizaron un estudio del efecto sobre ileon
aislado de Cavia porcellus ,del aceite esencial de Peperomia dolabriformis
kunth (familia) ,Ia obtencidon del aceite fue por medio de una destilacion
por arrastre de vapor.Se extrajo 3cm de ileon que se colocé en el
equipo de drgano aislado ,luego fue expuesto a acetilcolina ,se aplico
el aceite esencial en diferentes porcentajes de Peperomia
dolabriformis ,tambien N-butilbromuro hioscina secuencialmente cada 10
minutos . El aceite esencial de las hojas de Peperomia dolabriformis Kunth
genero un efecto similar ala N-Butil bromuro de Hioscina con respecto
a la frecuencia de contraccion con acetilcolina. En conclusion se observo
que generd mejor efecto que N-butilbromuro de hioscina sobre la motilidad
respecto a amplitud de contraccién con acetilcolina en ileon aislado de
Cavia porcellus.

Estudios internacionales a la Peperomia inaequalifolia y familia

sobre capacidad antioxidante
Ecuador
Aillon realiz6 un estudio en Quito en el 2014%, sobre el efecto
antioxidante en el aceite esencial de Peperomia inaequalifolia, el cual de
obtuvo por hidrodestilacién se caracterizd su composicion quimica, por
medio de una cromatografia de gases acoplada a masa (CG-MS) la cual

mostré que su aceite contiene safrol, estearil palmitato y miristicina



dentro de los compuestos mas abundantes. También se realizd
cromatografia en capa fina (TLC) la cual confirmo la actividad antioxidante
del aceite al existir una decoloracion del reactivo DPPH de violeta a
amarillo. Por ello el aceite de Peperomia inaequalifoliasi posee una
significativa actividad Antioxidante.

Ecuador

Noriega P.et al.en 2016 ®Realizaron un estudio sobre la Composicion
Quimica, Actividad Antioxidante Y Antimicrobiana Del Aceite Esencial
Proveniente De La Hojas De Piper Pubinervulum C. Dc Piperaceae en la
cual la Actividad antioxidante del aceite fue evaluada por los métodos
DPPH, ABTS y la fotoquimioluminiscencia (PCL). La actividad
antimicrobiana fue evaluada por el método de difusion de disco en dos
bacterias Gram+, dos bacterias Gram- y dos levaduras. Los resultados mas
interesantes se producen con las dos levaduras Candida tropicalis y Candida
albicans donde la actividad fue similar al aceite esencial de Thymus vulgaris
el estandar natural de referencia. Los buenos resultados con respecto a la
actividad antifangica nos llevan a concluir que el aceite esencial podria ser
usado con esta finalidad.

Malasia

Seong Wei L.et al.l” realizaron un estudio sobre la Caracterizacion de
propiedades  anticancerigenas, antimicrobianas, antioxidantes 'y
composiciones quimicas del extracto de la hoja de Peperomia pellucida en
la cual la capacidad antioxidante se caracterizé utilizando el método DPPH

y las composiciones quimicas fueron seleccionadas e identificado por



cromatografia de gases-espectrometria de masas . La absorbancia de la
muestra fue Grabado con el lector ELISA en intervalos de 6 s. El porcentaje
de inhibicion del radical DPPH fue calculado en base a la absorbancia.
Extracto de hoja de Peperomia pellucida barrido DPPH tuvo una inhibicion
del 30% a una concentracion de 0.625 ppt. Doser, la respuesta en relacion
se observd que el porcentaje de inhibiciébn aumentd ligeramente la

concentracion de extracto vegetal.

Mun’im A.et al'® realizaron un estudio sobre la optimizacion de la
extraccion asistida por microondas de compuestos activos, Actividad
antioxidante y enzima convertidora de angiotensina Actividad inhibitoria
(ECA) de Peperomia pellucida (L.) Kunth en la que la determinacion de
compuestos fendlicos totales se realizO mediante el método
espectrofotométrico se utilizo el reactivo de Folin-Ciocalteu con una ligera
modificacién, y los resultados se expresaron en mg de acido galico
equivalentes por g del extracto (mg de GAE / g de extracto) . El resultado
del estudio indicado que no hubo correlacion significativa entre los
compuestos fendlicos totales y el inhibidor de la ECA. Ademaés, no hubo
significativos correlacion entre compuestos polifenolicos totales y actividad
de captacion.

Colombia

Correa Y.et al realizaron un estudio en 2015 basado en la Actividad
antioxidante y antiflngica de piperaceaes de la flora colombiana ,el material

vegetal (tallos y hojas) se seco, se molid y después se extrajo por percolacion
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con n-hexanos, dicloromentano y metanol. Las soluciones obtenidas se
concentraron a presion reducida y con los extractos crudos se evaluaron las
actividades  antioxidantes ~ mediante el procedimiento  del
difenilpicrilhidrazilo; las especies Piper eriopodon y Piper crassinervium,
presentaron la mejor actividad antioxidante,sugieren que Piper eripodon
presenta propiedades tanto antioxidante como antifingica; por lo cual, tiene
un alto potencial como fuente de compuestos bioactivos que podrian ser
usados como alternativas terapéuticas o industriales.
2.2. Bases teoricas de la investigacion

2.2.1 Peperomia inaequalifolia

2.2.1.1 Taxonomia

Nombre Cientifico Peperomia inaequalifolia

Nombre Vulgar Congona

Genero Peperomia

Especie P.inaequalifoia Ruiz y Pav.
Familia Piperaceae

Clase Dicotyledoneae

Subclase Archyshlamydeae

Orden Piperales

Division Angiospermae

2.2.1.2 Descripcion de la especie Peperomia inaequalifolia

Ubicacion geogréafica: Esta especie es oriunda de Suramérica sobre
todo en los paises como Per( y Ecuador.
Distribucion: Esta especie se cultiva en cualquiera region del Peru,

con suelo en ambientes sombrios, boscosos, muy himedos, Célido a
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frio .Grietas de rocas, entre las plantas tropical también se ha
encontrado esta especie en las alturas como Huaraz, sin embargo, su

familia con el caso de Peperomia pelllucida es de origen oriental. 2

2.2.1.3 Usos

Se usan las hojas el modo se empleo es triturarlas y refieren que son
cicatrizantes topicos y también se usan como dentifrico y para tratar
la gingivitis. La infusion de las hojas se usa como tranquilizante y
analgésica para los dolores de cabeza. Las hojas se mezclan con el
alimento de los animales para apacentarlos. A las hojas asadas al fuego
se les extrae el contenido por presién y se aplica en gotas contra la

otitis y conjuntivitis ocular.?

2.2.2 Compuestos poli fendlicos

2.2.2.1 Definicion

Los compuestos polis fendlicos son sustancias producidas naturalmente por
plantas, esto ocurre normalmente como defensa contra herbivoros y varias
tensiones en general. En los paises occidentales, la ingesta de polifenoles
ocurre en mayor consumo en personas gue siguen una dieta vegetariana. Las
fuentes de alimentos que son especialmente ricos en polifenoles incluyen

papas, ciruelas, verduras de hoja, productos de granos enteros y café. 2

Igual que los acidos fenolicos, los flavonoides son metabolitos secundarios
de las las especies vegetales que poseen una estructura poli fendlica, por lo

que los flavonoides provenientes de compuestos poli fendlicos tienen baja
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toxicidad en los mamiferos y estdn ampliamente distribuidos en el reino

vegetal.??

Las principales fuentes dietéticas de flavonoides en forma de flavonoles,
flavonas, isoflavonas, flavononas pueden estar presente en té, vino tinto,
manzana, tomate, cereza, cebolla, tomillo, perejil, habas de soja y otras
legumbres, fruta de uva, naranja, limon, ginkgo y neem. Los flavonoides se
han usado ampliamente desde hace siglos para el tratamiento de diversas
enfermedades.? Las enfermedades cardiovasculares son hoy la principal
causa de muerte tanto en los paises en desarrollo como en los desarrollados.
Las enfermedades cardiovasculares incluyen aterosclerosis, cardiopatia
coronaria, hipertension arterial e insuficiencia cardiaca. La razon principal
detras de las enfermedades CVS es el estrés oxidativo y por lo tanto con la

ayuda de antioxidantes disminuye el estrés oxidativo.?2%

En general, se acepta que la mayoria de, si no todos, los efectos beneficiosos
para la salud de los flavonoides se atribuyen a sus capacidades antioxidantes

y quelantes.

2.2.2.2 Beneficios de dieta rica en polifenoles

Estudios epidemiologicos han mostrado en muchas oportunidades una
asociacion inversa entre el riesgo de enfermedades humanas cronicas y el
consumo de la dieta rica en polifenoles. Los polifenoles pueden aceptar un
electron para formar fenoxilo relativamente estable. Esta bien establecido
que los alimentos y bebidas pueden aumentar la capacidad antioxidante del

plasma. Este aumento en la capacidad a ricos en polifenoles puede
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aumentar la capacidad antioxidante del plasma. EI consumo de alimentos
ricos en polifenol puede explicarse ya sea por la presencia de polifenoles
reductores y sus metabolitos en plasma, por sus efectos sobre
concentraciones de otros agentes reductores o por su efecto sobre la
absorcién pro-oxidativa por componentes de los alimentos, como el
hierro.?

El consumo de antioxidantes. Se ha asociado con niveles reducidos de dafio
oxidativo a ADN linfocitico. Cada vez hay mas evidencias de que los
antioxidantes, los polifenoles pueden proteger los constituyentes celulares
contra el dafio oxidativo y, por tanto, limitan el riesgo de diversas

enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo.?®

2.2.3 Radicales Libres

2.2.3.1. ¢{Qué son?

Los radicales libres se producen generalmente en la célula a través de reacciones de
transferencia de electrones, con o sin participacion enzimatica, pero mediada por iones
metalicos de transicion; tal es el caso del radical *OH que es generado siempre que el
H20, entra en contacto con iones cobre (Cu+2) o iones fierro (Fe+2); ya que el H2 O2 y
los complejos metalicos estan presentes en humanos, es l6gico asumir que el *OH puede

ser formado in vivo. %
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2.2.3.2 Mecanismos de formacién de radicales libres

Los mecanismos de formacion de los radicales libres son tres:

1. Transferencia electrdnica, en la que se produce la cesion de un electrén a una

molécula.
2. Pérdida de un proton de una molécula.

3. Ruptura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de manera
que cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones apareados del

enlace.?®

2.2.3.3 Estres Oxidativo

El término se usa para describir la condicion de dafio oxidativo que resulta cuando
el equilibrio critico entre la generacién de radicales libres y las defensas
antioxidantes es desfavorable. El estrés oxidativo, que surge como resultado de un
desequilibrio entre la produccion de radicales libres y las defensas antioxidantes,
se asocia con el dafio a una amplia gama de especies moleculares que incluyen
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El estrés oxidativo a corto plazo puede
ocurrir en tejidos lesionados por traumatismo, infeccién, lesién por calor,

hiperoxia, toxinas y ejercicio excesivo. 2°

Estos tejidos lesionados producen un aumento de enzimas generadoras de
radicales (p. Ej., Xantina oxidasa, lipooxigenasa, ciclooxigenasa), activacion de
los fagocitos, liberacion de hierro libre, iones de cobre o una interrupcion de las
cadenas de transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa, que produce un

exceso de especie reactivas de oxigeno (EROS). %
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El inicio, la promocién y la progresion del cancer, asi como los efectos
secundarios de la radiacion y la quimioterapia, se han relacionado con el
desequilibrio entre las EROS vy el sistema de defensa antioxidante. Las EROS se
han relacionado con la induccion y las complicaciones de la diabetes mellitus, la
enfermedad ocular relacionada con la edad y las enfermedades

neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson.?>?

2.2.3.4 Formacion de un radical libre
Debido a la configuracion electrdnica, el oxigeno presenta fuerte tendencia de recibir

un electrén a la vez. La conversion univalente de oxigeno en agua se da como sigue:

La adicion de un electrdn a una molécula de oxigeno en su estado fundamental genera

la formacion del radical superoxido. Oz + e- — Oz -

El superoxido que recibe mas de un electron y dos iones de hidrégeno forman
peroxido de hidrégeno (H20.) a través de la Proceso denominado como dismutacion.
Esta reaccion es catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD) encontrada en
altas cantidades en las células de mamiferos y acelera la reaccion hasta 104 veces la
frecuencia de dismutacion espontanea en pH fisioldgico. 2 Oz« -+ 2H + S

H20226

Cuando el H20O- recibe mas de un electron y un hidrégeno ion, se forma el radical
hidroxilo (OH *), que es el mas reactivo de los intermedios, una vez que pueda
reaccionar y cambiar cualquier estructura celular cercana, influyendo asi sobre las

enzimas, membranas o acidos nucleicos. El radical hidroxilo se puede formar cuando
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el H202 reacciona con el hierro o iones de cobre. Esta reaccién se conoce como

reaccion de Fenton.?!: Fe, + /Cu+ + H,0» — OHe + OH- + Fes + /Cu?*

Los iones de los metales de transicién también pueden catalizar la reaccién entre
H20. y superdxido, lo que lleva a la produccion de hidroxilo radical, la Ilamada

reaccion de Haber-Weiss.H202 + Ope - — Fe/Cu OH « + OH- + O2

Los radicales superdxido e hidroxilo presentan electrones no pareados en su Orbita
exterior y, por lo tanto, llamados radicales libres. El peréxido de hidrogeno no es un
radical libre, sin embargo, representa una parte de metabolito de oxigeno reducido.
Otras especies reactivas de interés son el oxigeno singlete, que son formas de oxigeno
alteradas por rotacion. Estos metabolitos son derivados del oxigeno, si se consideran
como un todo, se Ilaman como especies reactivas de oxigeno (ERO) en funcién de
su aumento reactividad con respecto a las biomoléculas, que generalmente cambian
el tamafio y forma de los compuestos con los que interactuan. Ademas, el radical
superdxido puede reaccionar directamente con el 6xido nitrico (NO). Un radical libre
centralizado en el nitrégeno, que genera peroxinitrito. Este compuesto puede
conducir a la formacion de un agente oxidante con caracteristicas de radical

hidroxilo.
Oz - +NO — ONOO- - ONOO-+H+—>OH *

Cada ERO tiene sus propias caracteristicas, mostrando diferente reactividad y

tiempos de vida media.?®
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2.2.3.5 Enfermedades, procesos degenerativos y estrés oxidativo

Hay una serie de procesos patoldgicos atribuibles razonablemente al ataque de

RL, al menos estarian implicados en algunas de sus fases o secuencias

bioquimicas.?’

22351

2.2.35.2

El envejecimiento: Es dificil diferenciar entre lo que son
procesos propios del envejecimiento o procesos patoldgicos que
se desarrollan preferentemente durante el envejecimiento. El
envejecimiento y la muerte pueden ser el resultado de la
activacion de genes especificos en un momento determinado del
ciclo celular (apoptosis).?’

La ateroesclerosis: La formacion de la placa arteriosclerotica
se inicia con la captacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) por los macréfagos que se transforman asi en células
espumosas. Estas células son captadas por el endotelio mediante
moléculas de adhesion y se acumulan en el espacio
subendotelial, donde inducen la migracion de células
musculares, su proliferacion e hipertrofia. En determinadas
condiciones oxidativas las lipoproteinas se fragmentan y se
alteran determinados residuos de aminoacidos de la apoproteina
de la LDL . Estas LDL oxidadas o productos liberados de ellas,
van a tener mayor poder aterogénico ya gque son captadas mas
avidamente por los macréfagos, son citotoxicas para el endotelio
y estimulan la produccion de factores vasoactivos, de adhesion,

tromboticos y de proliferacion de células musculares lisas de la
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2.2.353

22354

vasculatura,  iniciando o  extendiendo la  lesion
ateroesclerdtica,?"?8:29

Cancer: El desarrollo tumoral es un proceso altamente complejo
caracterizado por la presencia de necrosis celular del tejido sano,
crecimiento  incontrolado de las células cancerosas,
neovascularizacion del area afectada para asegurar el aporte de
oxigeno y nutrientes al tumor, entre otros muchos fenémenos. Se
ha sugerido la implicacion de los RL en el desarrollo tumoral.
Los RL estimulan el crecimiento de las celulas musculares lisas,
lo que sugiere un papel del estrés oxidativo en la
neovascularizacion tumoral o angiogénesis. También se ha
observado la activacion de algunos genes tempranos que podrian
participar en el control de la transcripcion de factores de
crecimiento necesarios para el desarrollo tumoral.?’

La catarata senil: El cristalino estd sujeto al constante
bombardeo de radiaciones diversas causantes de procesos
quimicos irreversibles, que, con el tiempo, por acumulacion,
producen una creciente opacificacion del cristalino; es decir, la
catarata. Los RL generados en el cristalino producen
entrecruzamiento, desnaturalizacion, degradacion de sus
proteinas y otros efectos, formandose granulos microscépicos de
composicion compleja por apelotonamiento desordenado de

moléculas, que crecen en tamafio y cantidad, produciendo
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2.2.355

inicialmente el efecto Tindall, y finalmente la total opacificacion
del cristalino.?’

Insuficiencia renal aguda (IRA), crénica (IRC) y dialisis: el
dafio tubular por isquemia/reperfusion esta, al menos en parte,
ocasionado por el aumento del estrés oxidativo de la IRA (103).
Los RLO producen la activacion de la enzima xantina-oxidasa y
de los neutréfilos, mecanismos importantes del dafio renal por
isquemia/reperfusion. EI NO (6xido nitrico) parece aumentar en
la fase isquémica y los RLO en la de reperfusion, por lo que el
balance NO/RLO condicionara la magnitud del dafio, asi como
los donantes de NO tendran un potencial papel citoprotector
frente a la accion de los RLO . En las nefritis por formacion de
inmunocomplejos, se estimula a los leucocitos
polimorfonucleares y a los macrdéfagos a producir radicales
aniones superdxido. Los RLO van a jugar un importante papel
en el desarrollo del dafio renal y en la formaciéon de la
proteinuria. La pérdida de nefronas conduce a una mayor
produccion de RLO. El aumento de la peroxidacion de lipidos de
la membrana de los globulos rojos estd consistentemente
documentada en pacientes con IRC, lo cual es un reflejo del

aumento del estrés oxidativo por los RLO.?"%
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2.2.4. Antioxidantes:

Un antioxidante es una molécula lo suficientemente estable como para donar un
electrén a un radical libre y neutralizarlo, reduciendo asi su capacidad de dafio. Estos
antioxidantes retrasan o inhiben el dafio celular principalmente a través de su
propiedad de eliminacion de radicales libres. Estos antioxidantes de bajo peso
molecular pueden interactuar de manera segura con los radicales libres y terminar la
reaccion en cadena antes de que se dafien las moléculas vitales. Algunos de estos
antioxidantes, como el glutation, la ubiquinol y el &cido Urico, se producen durante el
metabolismo normal en el cuerpo. Otros antioxidantes mas ligeros se encuentran en la
dieta. Aunque hay varios sistemas de enzimas dentro del cuerpo que eliminan los
radicales libres, los antioxidantes principales de micronutrientes (vitaminas) son la
vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (acido ascérbico) y el B-caroteno. El cuerpo
no puede fabricar estos micronutrientes, por lo tanto, Deben ser suministrados en la

dieta.3132

2.2.4.1 Reaccion de antioxidantes frente a radicales libres

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, nicleo o liquido extracelular. La
accion del antioxidante es de sacrificio de su propia integridad molecular para evitar

alteraciones de moléculas -lipidos, proteinas, ADN, etc.- funcionalmente vital o
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mas importante. Su accién la realizan tanto en medios hidrofilicos como hidro-

fébicos.®

Los antioxidantes pueden ser moléculas que pueden neutralizar los radicales libres
al aceptar o donar electrones para eliminar la condicion no apareada del radical. Las
moléculas antioxidantes pueden reaccionar directamente con los radicales reactivos
y destruirlos, mientras que pueden convertirse en nuevos radicales libres que son
menos activos, tienen una vida mas larga y son menos peligrosos que los radicales
neutralizados. Pueden ser neutralizados por otros antioxidantes u otros mecanismos
para terminar su estado radical. Por ejemplo, muchos antioxidantes tienen
estructuras de anillos aromaticos y son capaces de deslocalizar el electrén

desapareado.®

La vitamina C en la fase acuosa y la vitamina E en la fase lipidica reaccionaran
directamente con o neutralizaran los radicales hidroxilos, alcoxilo y peroxilo
lipidico y formaran hidroperéxidos, alcohol y lipidos, respectivamente. La
vitamina E en si misma se convierte en un radical fenilo y la vitamina C se convierte
en un radical muy estable, debido a su estructura deslocalizada. Ademas, la
vitamina C también puede neutralizar la forma radical de otros antioxidantes, como
el radical glutation y la radical vitamina E, y regenerar estos antioxidantes. La
vitamina C en si misma se regenera facilmente con reductasas dependientes de
NADH o NADPH . Muchos antioxidantes pueden reaccionar directamente con
ROS y / o los intermediarios de radicales libres inducidos por ROS y terminar la

reaccion en cadena, deteniendo asi el dafio inducido por ROS .%3
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2.2.5. Método Foling -cicatiu

El método de ensayo de Folin-Ciocalteau (F-C) es el método méas simple disponible
para la medicion del contenido fenolico en productos. Es un desarrollo del reactivo
de Folin Denis utilizado a principios del siglo XIX para la determinacion de la
tirosina en proteinas se utiliza para la medicién del contenido de compuestos
fendlicos cualquier producto se origen vegetales®. Su fundamento e basa en que
los compuestos fendlicos que poseen anillos aromaticos reaccionan con el reactivo
de Folin-Ciocalteu, un medio con pH basico, resultando una coloracion azul
susceptible de ser determinada espectrofotométricamente hasta a 765 nm. Este
reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sodico en acido
fosfdrico que reaccionan con estos compuestos fenélicos presente en la muestra de
la especie vegetal. El &cido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el
medio acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a
un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que se medira por

espectrofotometria.3*3°

Este reactivo es muy estable si esta protegido contra los ductantes e incluso cuando
se diluye si esta protegido de la luz. Desde hace muchos afios, el método de ensayo
F-C ha estado en uso como una medida de polifenol en productos naturales, y el
mecanismo basico es una reaccion de oxidacion / reduccion con el grupo fendlico
oxidado y el ion metéalico reducido, para este tipo de métodos se puede utilizar como
estandar catequina y acido galico entre otros, que seran equivalente en gramos

dependiendo de la concentracion de polifenoles.®®
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2.2.6. DPPH

El uso de DPPH proporciona una manera facil y rapida de evaluar las actividades

antirradicales de los antioxidantes.

En el ensayo DPPH, un electron impar muestra una fuerte banda de absorcion a una
longitud de onda de 519 nm, que pierde la absorcion una vez que el electron impar es
emparejado por un hidrégeno o un antioxidante donador de electrones
(respectivamente. En el ensayo DPPH, un electron impar muestra una fuerte banda de
absorcién a una longitud de onda de 519 nm, que pierde la absorcion una vez que el
electron impar es emparejado por un hidrogeno o un antioxidante donador de
electrones respectivamente.*®

La ventaja definitiva de este ensayo sobre la mayoria de los otros ensayos para la
determinacién de la capacidad antioxidante ha sido su amplia compatibilidad con
disolventes organicos acuosos polares y no polares como es el caso del metanol en
medio acuoso. Esto permite la evaluacién de compuestos antioxidantes hidrofilos y
lipofilos la capacidad del DPPH de eliminacion en las mismas condiciones
experimentales sin uso de otros agentes solubilizantes como la b-ciclodextrina que son
necesarios en otros ensayos.®

El estdndar usado en este método se denomina trolox el cual es un antioxidante de la
vitamina E, los resultados de se expresan en mili moles correspondientes a la

inhibicidn presentada correspondiente.

1. HIPOTESIS

Hipdtesis implicita.

=24 -



IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion:

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo descriptivo,

con un nivel de enfoque cuantitativo.
4.2. Obtencién de la droga vegetal

La droga vegetal fue adquirida en la provincia de Huaraz del departamento de

Ancash, que se encuentra ubicada en las alturas de este departamento.

El estudio se realizé con las hojas de la y tallo de la planta. Estas fueron secadas
en estufa a 45°C aproximadamente cada parte por separado de la especie, una vez

obtenida la muestra seca se procedio a pulverizarlas y almacenarlas.

4.2.1. Obtencidn de las preparaciones

4.2.1.1. Extraccién exhaustiva

Luego de una pre-seleccion de las hojas y tallo de la especie
Peperomia inaequalifolia,.y obtenida la muestra pulverizada se peso
0.5 g de muestra pulverizada de hojas de la especie, para
posteriormente realizar extraccion exhaustiva con metanol al 80% ,15
mL de metanol por tres veces y los 0.5g de la muestra pulverizada ,los
cuales se someten a una agitacion por 30 minutos, luego de realizar la
agitacion ,se centrifugo y el sobrenadante aproximadamente 45 mL se
depositd en una fiola de 50 mL y aforamos con metanol 80%. El
mismo procedimiento se le confiere al pulverizado de tallo de la

especie.
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4.2.1.2. Decoccion

Para la obtencion de este preparado se pesaron la muestras frescas
(hojas y tallo), en 250mL de agua, para posteriormente se lleva a la
estufa y dejar hasta 10 minutos después de la ebullicion, luego de ello

se deja enfriar a temperatura ambiente.

4.2.1.3. Infusion

Para la preparacion de esta forma, se calientan 250mL de agua hasta
ebullicion, luego retirar el agua del calor, para posteriormente agregar
muestra fresca previamente pesada (hojas y tallo), aproximadamente

10 minutos, luego se retira la muestra del agua.

4.2.1.4. Maceracion acuosa

En 1 litro de agua se colocé aproximadamente 2 tallos de muestra
fresca, incluidas las hojas, se protegio de la luz, y se mantuvo en ese

estado aproximadamente 24h.

4.2.2.Determinacion de polifenoles totales

4.2.2.1. Método de Folin — Ciocalteu:

En una fiola de 10 ml se agregd 2,5 ml de agua tipo 2, después se
afadio el estandar de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5y
10 ppm (mg/L) para obtener la curva de calibracion a las demas fiolas
se adicion6 100 pL de extracto metanolico al 80%, 25ul de infusion y
50 ul de la decoccion. Posteriormente se agregd 500 pulL de Folin

Ciocalteu y se llevo a oscuridad por 5 minutos. Pasado los minutos se
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agrego 2 ml de carbonato de sodio al 10%, seguidamente se afor6 con
agua tipo 2 continuando se llevé a oscuridad por 90 minutos,
finalmente se realizo la lectura en 15" al espectrofotometro UNICO

2800 UV/Vis a una longitud de onda de 700 nanémetros.

4.2.3.Determinacion de capacidad antioxidante

4.2.3.1. Preparacion del DPPH

Se prepard metanol en 100 ml, en el que se necesitdé 2.3mg de polvo
de DPPH se convirtié a gramos y se obtuvo 0.023 gr y se afor6 con

metanol en la fiola de 100ml, para tenerlo 0.06Mm.

4.2.3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante segun el

método de DPPH

En una cubeta se adiciond 1450uL. de DPPH a 0.06 mM, se llevo a
leer al espectrofotometro a una longitud de onda de 515nm para
obtener la absorbancia a tiempo cero (DPPH t0), luego de ello se le
agregoé S0uL del extracto de hojas y se colocod a oscuridad por un
tiempo de 15 minutos para que reaccione, finalmente se obtuvo la
absorbancia a tiempo 15 (DPPH t15). El analisis se realizd por

triplicado para cada una de las muestras.

Como estandar se utilizé el Trolox a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2,

0.4, 0.8 Mm,para obtener la curva de calibracion.

-27-



Para determinar el % de inhibicidn se utilizo la siguiente formula:

% Inhibicion = DPPH t0 - DPPH t15 x 100
DPPH t0

4.3. Poblacion y muestra

4.3.1 Poblacion vegetal: Hojas y tallo de Peperomia inaequalifolia, obtenidas en

la ciudad de Huaraz

4.3.2 Muestra vegetal: Se utilizé 500 g de hoja y 500 g de tallo seco de

Peperomia inaeualifolia.

4.4. Definicién y operacionalizacién de variables:

Variable DEEE Definicion operacional Indicador
conceptual
Compuestos que en -Capacidad de captar o
Capacidad P d Inhibir radicales libres (método

antioxidante de
diferentes preparados
de Peperomia

presencia de
sustratos oxidables
inhiben la oxidacion
o la retardan

DPPH)
- En cuando hay mayor
Captacion de radicales libres

mM trolox eq/ gr
de muestra seca

inaqualifolia por un antioxidante, la
absorbancia disminuye.
Compuestos que
comprenden un
anillo aromatico, que
Cantidad de de IIevg uno o mas
. sustituyentes
Polifenoles : ) :
X hidroxilo, y van Mg de catequina
en hojasy tallo de . L .
Peperomia desclje_ mol_eculas Tecnica de Folin ciocalteu eq/gr de muestra
inaqualifolia fendlicas  simples seca
hasta altamente
Compuestos

polimerizados
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4.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Se utilizaron la observacion directa, registro de reacciones de coloracion, medicion

espectrofotomeétrica, registrados en fichas de recoleccion de datos.

4.6. Plan de analisis:

Los datos se procesaron en considerando medidas de tendencia central: promedio, desviacion
estandar y presentados en tablas con ayuda del Microsoft Exel office 365. Regresion lineal

para la calibracion del estandar.
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4.7. Matriz de consistencia:

TITULO DE LA | FORMULACIO TIPO DE | DISENO DE | POBLACION Y
INVESTIGACION | N OBJETIVOS: HIPOTE | VARIABLE INVESTI | INVESTIGACION MUESTRA
DEL SIS GACION
PROBLEMA
Obijetivo general: Implicitg Determinacién de | Poblacion
“Tendra Determinar la capacidad antioxidante y la cuantificacion de polifenoles totales | yegetal:
Capacidad X idad olifenoles en tallo y hojas de Peperomia inaequalifolia i segin el metodo de Conjunto de
o capaciaa P ° yhol P au ' o Capacidad | Estudio Folin-Ciocalteu )
antioxidante y | antioxidante | opjetivos especificos: antioxidante |de tipo hojas y tallo de
contenido de )(/:onteni dode | Cuantificar los polifenoles presentes en extracto de descripti Determinacion de | Peperomia
polifenoles en polifenoles metanolico,decocto,infusion 'y  maceracién acuosa de hOJasytaIIQ VO cap_amfjad ) inaequalifolia
tallo v hoias de | en . - . . . . de la especie ' antioxidante segun
y hoj o v hoias Peperomia inaequalifolia mediante el método Folin — Ciocalteu Peperomia el método de
Peperomia de y ol expresado en mg catequina eq/g muestra seca o fresca inaequalifoli DPPH. Muestra
inaequalifolia | poneromia | respectivamente. a vegetal: Se
. - . . L e Contenido )
inaequalifoli | 2, Determinar la capacidad antioxidante en el extracto Polifenoles empled
a metandlico, decocto, infusidon y maceracion acuosa de de hojas y aproximadamente
Peperomia inaequalifolia por el método DPPH expresado en tallo de 500 g de las
. Peperomia .
mM Trolo eq./g muestra seca o fresca respectivamente. . P - hojas y 500 g de
inaequalifoli
a tallo
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4.8. Principios éticos

Se busco recuperar el conocimiento del uso tradicional de plantas medicinales, no
solamente para preservar su legado cultural, sino también para registrar informacion
relevante y demostrar cientificamente sus efectos terapéuticos que servirdn como nuevas
fuentes de medicamentos y otros beneficios para la poblacion. Como finalidad es contribuir

con la proteccion de la biodiversidad.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados:

Tabla 1: Contenido de polifenoles totales expresados en mg de catequina equivalentes

a gramo de muestra, segun parte de la especie y tipo de extracto en Peperomia
inaequalifolia

Polifenoles

) totales (mg
) Partede  Tipode )
Tipo de Muestra de catequina
la planta extracto

eq./g de

muestra )

Peperonia inaequalifolia (fresco) Hoja/Tallo  Infusion 081 +0.02

Peperonia inaequalifolia (fresco) Hoja/Tallo Decocto  1.08 % 0.00

Peperonia inaequalifolia (fresco) Hoja/Tallo  Acuoso 0.25 + 0.01

Peperonia inaequalifolia (Seco) Hoja Metanélico 18.94 + 0.22

Peperonia inaequalifolia (Seco) 15 Metandlico 22.85 + 1.02

Fuente: Datos propios de a investigacion
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Tabla 2: Capacidad antioxidante expresada en mM trolox equivalente a gramo de
muestra, segin parte de la especie vegetal y tipo de extracto en peperomia

inaequalifolia

) Parte de la Tipo de DPPH (mM Trolox
Tipo de Muestra
planta extracto Eq./1 g muestra
Peperonia inaequalifolia (fresco) Hoja/Tallo Infusién 6.32 £0.79
Peperonia inaequalifolia (fresco) Hoja/Tallo Decocto 9.96 £ 0.66
Peperonia inaequalifolia (fresco) Hoja/Tallo Acuoso 0.62 £0.13
Peperonia inaequalifolia (Seco) Hoja Metandlico 399.23£9.15
Peperonia inaequalifolia (Seco) Tallo Metandlico 266.99 + 0.82

Fuente: Datos propios de a investigacion
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5.2. Andlisis de Resultados:

Para determinar la cantidad de polifenoles en una muestra de tipo experimental
se realiz6 mediante el método de Folin — Ciocalteu . Este método se basa en la
capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. Este reactivo
contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en &cido
fosforico que reaccionan con estos compuestos fendlicos presente en la
muestra de la especie vegetal. El acido fosfomolibdotingstico (formado por las
dos sales en el medio &cido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la
que se medird por espectrofotometria. La transferencia de electrones al pH
basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en &xidos,
cromoégenos de color azul intenso, de tungsteno (WgO23) y molibdeno
(MogO23), siendo proporcional este color al nimero de grupos hidroxilo de la

molécula lo cual se valoré por espectrofotometria, 3’3

Esta reaccion como refiere el estudio de Aillon sobre la determinacion de la
capacidad antioxidante a partir del aceite esencial de Peperomia inaequalifolia ,
que se realizo con el reactivo de Folin-Ciocalteu también demostrd que reaccion
de coloracion lo cual evidencia que hay polifenoles esto a un maximo de

absorcion a 765 nm y que se cuantifico por espectrofotometria.
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La cantidad de polifenoles presentada en la tabla 1, Las absorbancias de los
estandares se representaron graficamente frente a las concentraciones estandar.
La linea de regresion a este grafico (Figura 1) se utilizé para determinar el
equivalente de catequina de la concentracién de polifenol en las diversas

muestras analizadas.

Diferentes estudios demostraron que los métodos de coccidn ejercen cambios
significativos sobre la actividad antioxidante y alteran el contenido de los
compuestos fenolicos en vegetales, con esto se puede suponer que fue el factor
de la excesiva diferencia entre los diferentes resultados, no obstante, también

las puede disminuir. 4041

En un estudio realizado por Hernandez | en la universidad de Chile compard la
extraccion de compuestos fendlicos con diferentes solventes, entre ellos éter,
etanol y metanol. Se concluyo que con metanol se extraen niveles alto de

compuestos fenolicos.*?

Por ello se puede suponer que en la extraccion metandlico se obtuvo las
concentraciones mas elevadas se compuestos poli fendlicos ya que el metanol
permite una mayor de extraccién, no obstante, esto depende del tipo de muestra

y la muestra vegetal que se desee extraer.

Se ha demostrado que muchos compuestos no fendlicos si muestran una
considerable reactividad hacia el reactivo Folin-Ciocalteu . Por lo tanto, el
analisis no debe considerarse como una medida del contenido fenélico total, sino

mas bien como una medida de la capacidad antioxidante general y se explicaria
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que la actividad antioxidante no fue equitativa con los compuestos polifenolicos

en las muestras analizadas.*

La cantidad de polifenoles presentada en la tabla 1 describe que la concentracion
en la muestra seca de tallo a partir del extracto metandlico al 80% expresados
en 22.5 + 1.02/mg de catequina eg. /g de muestra seca, en extracto metandlico
de muestra de hoja seca se obtuvo 18.94 + 0.22/mg de catequina eq. /g de muestra
seca, también se muestra que en el preparado por decoccion se obtuvo una
concentracion expresado en 1.08 + 0.00 /mg de catequina eq. /g de muestra
fresca, para la extraccion por infusién 0.81 + 0.02/mg de catequina eq. /g de
muestra fresca y por Gltimo en la muestra obtenida por una maceracion acuosa

se obtuvo 0.25 £ 0.01 /mg de catequina eq. /g de muestra fresca.

Sobre la capacidad antioxidante de las distintas muestras presentada en la tabla
2, se determind que las hojas secas de Peperomia inaequalifolia a partir del
extracto metanolico al 80% presentaron una capacidad de inhibicion con una
concentracion de 399.23 + 9.15/mM trolox eq. /g de muestra seca, en el
extracto exhaustivo de muestra de tallo seca obteniendo 266.99 + 0.82/Mm
trolox eq. /g de muestra seca, en la extraccion por decoccidn obteniéndose un
resultado de 9.96 £ 0.66 /mM trolox eq. /g de muestra fresca, en el extracto por
infusion se tuvo 6.32 + 0.79/mM trolox eq. /g de muestra fresca y por Ultimo
en la muestra obtenido por maceracion acuosa se obtuvo 0.62 + 0.13 /mM

trolox eq. /g de muestra fresca.

El efecto de eliminacién de los extractos en un radical DPPH se controlé como

se describe. En resumen, se analizo la proporcion de eliminacién de la muestra
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y Trolox en DPPH al mismo tiempo, y luego se evalu6 un rango de concentracion
adecuado de Trolox y su porcentaje de eliminacion se relaciond con una
ecuacion de regresion lineal entre la concentracidn de Trolox y su porcentaje de
captacion, y la capacidad antioxidante equivalente de Trolox se calculé a través
de la ecuacién, de acuerdo con el porcentaje de captacion de la solucion de

muestra a la solucién de radical DPPH.

Se calculé una ecuacion de regresion lineal con las concentraciones de la
solucién de Trolox como la variable independiente (X) y el porcentaje de efecto

de eliminacion en el radical DPPH como la variable dependiente (Y).

Mientras tanto, el porcentaje de captacion en el radical DPPH de la solucién de
muestra se probo después del tratamiento con la solucion de Trolox. El efecto de
captacion en el radical DPPH de las muestras se podria calcular como la
capacidad antioxidante del equivalente de Trolox a partir de la curva de

calibracion.

Se ha reportado que la capacidad antioxidante esta relacionada con el poder
reductor y estas propiedades reductoras estan asociadas a la presencia de
compuestos fendlicos que ejercen su accion a través del rompimiento de la
reaccion en cadena de los radicales libres por donacién de un aomo de
hidrégeno. De esto se puede interpretar la actividad antioxidante en la prueba
DPPH, el contenido de polifenoles totales se correlaciona bien con la actividad
antioxidante expresada como poder reductor y como actividad antioxidante

seglin estudio.*
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En resumen la actividad antioxidante se determiné por la actividad que realizo
el antirradical DPPH, en presencia de un posible agente antioxidante presente en
la muestra se peperomia inaequalifolia. ElI compuesto 2,2 -difenil-2-
pricrilhidrazil (DPPH),es representativo por tener un color violeta muy notable
el cual se va decolorando al interactuar con un antioxidante hasta una coloracion

amarilla o incolora ,segun cantidad de antioxidantes presentes .

En el estudio realizado con el aceite esencial de Peperomia inaequlifolia se
determind que posee capacidad antioxidante. También evalué usando la misma
metodologia en la que se describe el mecanismo, la absorbancia es medida
espectrofotométricamente. Y la diferencia de absorbancias permite obtener el
porcentaje de captacion de radicales libres antioxidante, pero se presencian mas
decoloracion a méas exposicion a agentes antioxidantes y por lo tanto existiria

una mayor actividad antioxidante.

Molecularmente esta reaccion se puede explicar de la siguiente manera; el
antioxidante acta como y antirradical al donar atomos de hidrogeno, y producto
se esto se producen estructuras moleculares estables que detendran la reaccién
en cadena. Este radical formado interactia con otras moléculas para formar
compuestos estables. Este mecanismo no es igual para todas las moléculas ya
que no todas poseen la misma composicidn estructura y van a o interactuar de
manea diferente con el DPPH, por ello las comparaciones cuantitativas pueden

variar. 4647
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VI. CONCLUSIONES

Se cuantificaron los compuestos polifendlicos en Peperomia inaequalifolia,
presentes en tallo y hojas mediante el método Folin-ciocaltei en extracto
exhaustivo, decocto ,infusion y maceracion acuosa los cuales se expresaron en mg
catequina eg/g muestra seca o fresca respectivamente. También se determind la
capacidad antioxidante de Peperomia inaequalifolia mediante método DPPH en
los mismos preparados ,la capacidad antioxidante fue expresado en mM Trolox

eq./g muestra seca o fresca respectivamente.

En la muestra seca de tallo a partir del extracto metandlico 80% se encontr6 22.5
+1.02/mg de catequina eq. /g de muestra, en maceracion acuosa una concentracion

expresada en 0.25 + 0.01 /mg de catequina eq. /g de muestra fresca.

En la capacidad antioxidante se presentaron en las hojas secas una concentracion
de 399.23 £ 9.15/mM trolox eq. /g de muestra seca, y en la muestra obtenido en

maceracion acuosa se encontro 0.62 + 0.13 /mM trolox eq. /g de muestra fresca.
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Imagen 1: Constancia para la determinacién taxondmica de Peperomia inaequalifolia
Fuente: Herbario de la Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO 2
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Gréfico 1: Curva de calibracion de polifenoles
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ANEXO 3

Curva de calibracion DPPH
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Gréfico 2: Curva de calibracién de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)

Fuente: Datos de la investigacion
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ANEXO 4

Imagen 2: Recoleccién de Peperomia inaequalifolia
Fuente: Departamento Ancash, Huaraz (Ciudad de Huaraz)

Imagen 3: Fragmentacion de hojas y tallos Peperomia inaequalifolia
Fuente: Laboratorio de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote.



Imagen 4: Preparados de las muestras de Peperomia inaequalifolia
Fuente: Laboratorio de la Universidad Catdlica los Anaeles de Chimbote

Imagen 5: Peso de las partes de Peperomia inaequalifolia
Fuente: Laboratorio de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote.
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Imagen 5: Reaccion de reactivo DPPH )
Fuente: Laboratorio de la Universidad Cat6lica los Anaeles de Chimbote.

Imagen 6: Preparacién de la maceracion acuosa.

Fuente: Laboratorio de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote.
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