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RESUMEN

La alta demanda de plantas Utiles para el tratamiento de diferentes
enfermedades, hace que nuestra region Loreto se muestre como una
alternativa prodigiosa de especies vegetales con bondades medicinales, razén
gue, el presente trabajo tuvo como objetivo determinar metabolitos secundarios
polifenoles totales, saponinas y alcaloides en hojas de Justicia spicigera,
Eryngium foetidum y corteza de Erythrina fusca L. por métodos
espectrofotométricos. Especies vegetales seleccionadas y colectadas por
conveniencia. Los valores obtenidos de compuestos fendlicos presentes en
hojas de J. spicigera, E. foetidum y corteza de E. fusca L; siendo mucho mas
representativo en la especie vegetal E. foetidum quien obtuvo resultados
mayores con 41889,987 mg/100g para fenoles totales. Para flavonoides con
11,406 mg/100g. Antocianinas 2,517 mg/100g y para catequinas un valor de
0,003 mg/100g. Para Alcaloides, las hojas de J. spicigera presenté 6,09
mg/100g, hojas de E. foetidum 41,09 mg/100g y corteza de E. fusca L 6,02
mg/100g respectivamente. Para Saponinas hojas de J. spicigera 6,09 mg/100g,
hojas de E. foetidum 41,09 mg/100g y corteza de E. fusca L 6,02 mg/100g,
siendo importante resaltar que E. foetidum presenta mayor cantidad,
concluyéndose asi que es la especie vegetal mas representativa en
cuantificacion de metabolitos secundarios y al que se le puede atribuir

actividades farmacoldgicas, tales como: antioxidante, antinflamatorio.

Palabras clave: Metabolitos secundarios, Justicia spicigera, Eryngium

foetidum, Erythrina fusca L.



ABSTRACT

The high demand for useful plants for the treatment of different diseases,
makes our Loreto region appear as a prodigious alternative of plant species
with medicinal benefits, which is why the present work aimed to determine total
polyphenol secondary metabolites, saponins and alkaloids in leaves of Justicia
spicigera, Eryngium foetidum and bark of Erythrina fusca L. by
spectrophotometric methods. Vegetable species selected and collected for
convenience. The values obtained from phenolic compounds present in leaves
of J. spicigera, E. foetidum and bark of E. fusca L; being much more
representative in the plant species E. foetidum who obtained higher results with
41889.987 mg / 100g for total phenols. For flavonoids with 11,406 mg / 100g.
Anthocyanins 2.517 mg / 100g and for catechins a value of 0.003 mg / 100g.
For alkaloids, J. spicigera leaves presented 6.09 mg / 100g, E. foetidum leaves
41.09 mg / 100g and E. fusca L bark 6.02 mg / 100g respectively. For saponins,
leaves of J. spicigera 6.09 mg / 100g, leaves of E. foetidum 41.09 mg / 100g
and bark of E. fusca L 6.02 mg / 100g, being important to note that E. foetidum
presents a greater quantity, thus concluding that it is the most representative
plant species in quantification of secondary metabolites and to which
pharmacological activities can be attributed, such as: antioxidant, anti-

inflammatory.

Keywords: Secondary metabolites, Justicia spicigera, Eryngium foetidum,

Erythrina fusca L



INTRODUCCION
La obtencion de metabolitos secundarios de plantas, es uno de los principales
intereses de investigacion en la actualidad, ya que ella nos permite buscar y
conocer de donde provienen (biosintesis) y su uso de estos en la planta para
los diferentes procesos que permitan su crecimiento (alimentacion,
mecanismos de defensa, interaccion con el medio, entre otros), su utilizacion
en reemplazo de productos sintéticos; ayudando a entender mejor las ciencias

de la quimica, biologia y la medicina (1).

Las plantas son fuentes de un gran numero de productos metabdlicos de
importancia comercial y son usados en las industrias farmacéutica, alimenticia,
de cosméticos y como fuentes de numerosas sustancias de interés

agroquimico entre otras (1).

Se estima que mas de 100 000 metabolitos secundarios son producidos por las
plantas (2). Aproximadamente 1600 estructuras quimicas nuevas obtenidas a
partir de plantas superiores se describen cada afio, de las cuales un gran
namero tiene actividad bioldgica (3,4). Esto hace que el estudio de los
metabolitos presentes en las plantas sea un enorme reto, de ahi la necesidad
de utilizar tecnologias diversas para su produccién, caracterizacion e

identificacion.

En la region Loreto, existe una gran demanda sobre el uso de plantas
medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades; y, en su gran
mayoria en que estudian los casos, no existe un sustento cientifico que valide

Su uso terapéutico o que demuestre ser inocuo.

Es por eso que, en el presente estudio de investigacion nuestro objetivo fue
determinar los metabolitos secundarios de hojas de Justicia spicigera,
Eryngium foetidum y corteza de Erythrina fusca L. por métodos
espectrofotométricos, la misma que aportard informaciéon sobre compuestos
naturales que podrian representar una alternativa farmacolégica para el
tratamiento de desordenes inmunologicos, dando realce al valor ecolégico de la

diversidad biolégica de la regiéon Loreto.

1



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Adiez, A. et al. (2020), determinaron la actividad citotoxica de los extractos
metanodlicos de hojas, ramas y flores de Erythrina fusca Lour. en linea
celular de cancer de higado humano (HepG2) y linea celular normal de
rifidon de mono (Vero). En sus resultados, encontraron que los extractos no
eran téxicos en ambas lineas celulares con valores de ICso superiores a
100 ug / mL e indice terapéutico inferior a 2, asimismo dichos extractos se
perfilaron en Cromatografia liquida de ultra alta resolucion de fase inversa
(UHPLC), de donde los tres extractos exhibieron un perfil de UHPLC
diferente; asumiendo que el patron de actividades citotoxicas podria
deberse a la clase de compuestos alcaloides. Concluyeron, que son
necesarios mas estudios para confirmar e identificar los componentes
guimicos que dan lugar a los picos en el cromatograma y para fortalecer la

afirmacion sobre la existencia de alcaloides (5).

Bernardo, E. et al. (2019), evaluaron nanoparticulas de plata de Justicia
spicigera y sus potencialidades antimicrobianas en el biocontrol de
bacterias transmitidas por los alimentos y hongos fitopatdogenos. Las
nanoparticulas se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas UV-
visible, espectrémetros de rayos X de energia dispersiva (EDS), potencial
zeta y dispersion dinamica de luz. La actividad antimicrobiana del AgNP
biosintetizado se probd contra bacterias transmitidas por los alimentos
(Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes) y
hongos fitopatégenos (Colletotrichum sp., Fusarium solani, Alternaria
alternata y Macrophomina phaseolina). Como resultados, el perfil elemental
de nanoparticulas sintetizadas de J. spicigera muestra recuentos mas altos
a 3 keV debido a la plata, lo que confirma la formacién de nanoparticulas
de plata, el analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM) mostr6 un
tamafio de particula entre 86 y 100 nm con morfologia esférica y AgNP
mostré una actividad antibacteriana y antifingica eficaz contra los
organismos probados principalmente con B. cereus, K. pneumoniae, E.

aerogenes, A. alternata y M. phaseolina; concluyendo que se necesitan



mas estudios para confirmar el potencial de AgNP de J. spicigera en el

control de organismos indicadores en condiciones de campo (6).

Salinas, J. et al. (2019), determinaron la actividad antioxidante y
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Coriandrum sativum
(culantro del pais) y Eryngium foetidum (sachaculantro). Como metodologia
antioxidante el extracto etandlico acidificado con 1% de &cido férmico y por
medio del espectrofotometro UV-Vis determinaron la presencia de
diferentes compuestos, asimismo evaluaron la actividad antibacteriana de
los extractos etandlicos frente a Escherichia coli y Salmonella sp., por el
método de difusion en disco y por el método de macrodilucion. Reportaron
la presencia de diferentes compuestos, siendo los méas representativos
para C. sativum (culantro del pais) las antocianinas (38,3686+3,6416mg de
cianidina-3-glucosido/100g de muestra original) y los flavonoides
(30,45+0,09gramos de quercetina/100g muestra original) y para E. foetidum
(sachaculantro) los fenoles totales (192,415+0,097mg EAG/100 g muestra
original) y los flavonoides (10,34+0,0g de quercetina/100g muestra

original); también la presencia de carotenos y retinol (7).

Beltran, C. et al. (2013), realizaron el tamizaje fitoquimico preliminar de
39 especies de plantas promisorias de la costa atlantica colombiana sobre
45 extractos etandlicos, incluida las hojas de Eryngium foetidum L. Como
metodologia recolectaron cada uno de los oOrganos de las especies
vegetales; la droga fresca fue sometida a extracciones sucesivas con
etanol 98 % y en los extractos se identificaron diferentes grupos de
metabolitos secundarios. En sus resultados, las hojas de Eryngium
foetidum L. presentaron glicésidos cardiotonicos (+), triterpenos/esteroides
(+) y quinonas (++). Concluyeron la presencia de flavonoides como
fitoconstituyentes mas abundantes en las especies Sarcostemma clausum
(Jacq) Schult., Sterculia apetala (Jacq.) H. Karst., Diospyros inconstans
Jacq., Ceratopteris pteridoides Hooker., Cordia dentata Poir., Cecropia
peltata L. y Gustavia superba (Kunth) O. Berg. y que los resultados
mencionados constituyen un apoyo para continuar con estudios

farmacoldgicos y quimicos de estas especies (8).
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Ibarra, E. et al. (2011), evaluaron la actividad antioxidante de alcaloides de
Erythrina americana Miller, en fracciones de alcaloides libres hexanicos y
metandlicos, liberados metandlicos y de erisodina, obtenidas de semillas de
Erythrina americana Miller, mediante el método del radical estable 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Como metodologia lo realizaron por
espectroscopia UV-Visible. En sus resultados, la fraccion de alcaloides
liberados presenté mayor actividad antioxidante (0,1593 mg mL* + 0,0305),
aunque las tres fracciones crudas inhibieron mas de 50 % de la
concentracién del DPPH. Aislaron erisodina pura a partir de la fraccion de
alcaloides liberados por medio de cromatografia en columna con los
diluyentes diclorometano, metanol en distintas polaridades; dicho alcaloide
identificaron a través de cromatografia en capa fina y RMNH?. Concluyeron
que erisodina causé una fuerte inhibicion sobre el DPPH, comparable a la
del &cido ascorbico (Clso = 0,0212 mg mL? + 0,008 y Clso = 0,0068 mg mL™!
+ 0,0008, respectivamente). erisodina a 0,5 mg mL-1 inhibié hasta 94 % del
DPPH (9).

1.2. Bases tedricas

1.2.1Especies en estudio
A. Justicia spicigera “insulina”

Identificacion taxondmica

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Lamiales Bromhead.

Familia Acanthaceae Juss.

Género Justicia

Especie : Justicia spicigera Schitdl (10).

Sinonimias: Jacobinia spicigera Schlec., L. H. Bailey; Justicia
atramentaria Benth.; Sericographis mohintli Nees; Justicia mohintli

Hemsley; Jacobinia scarlatina Blake (10).



Descripcion botanica: es una planta nativa de Meéxico vy

Sudameérica que crece en clima calido a templado (10).

Usos tradicionales: la decoccién, la infusion y la tintura de sus
hojas son usadas en el tratamiento de diversas enfermedades, tales
como anemia, gastritis, diarrea, disenteria, bronquitis, influenza,
enfermedades de la piel y varios tipos de cancer, especialmente

cervicouterino y leucemia (10).

B. Eryngium foetidum L. “sacha culantro”

Identificacidn taxondmica

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase : Equisetopsida

Orden ; Apiales Nakai

Familia Marantaceae

Género Eringium L.

Especie : Eryngium foetidum L. (11)

Distribucion: Antioquia, Bolivia, China, Ecuador, Mesoamericana,

Nicaragua, Panama, Pera.

Sinonimias: Eryngium antihystericum Rottb., Eryngium foetidum fo.

comosum Urb., Eryngium molleri Gand.

Nombres comunes: culantro, chicoria (portugués); losawiwiri, kwinti

y snekiwiwiri (Surinam).

Descripcion botanica: planta herbacea erecta con olor fuerte,
glabra, de hasta 40 cm de alto, presenta una roseta basal de hojas
angostamente aovadas, obtusas, trilobadas o dentadas y con
espinas. Flores en densas cabezuelas de color verde, rodeadas por

bracteas espinosas (12).


http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=11
http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=13
http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=8
http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=2
http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=3
http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=7
http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=4
http://legacy.tropicos.org/Name/1700080?projectid=5
http://legacy.tropicos.org/Name/1701281
http://legacy.tropicos.org/Name/1701282
http://legacy.tropicos.org/Name/1701282
http://legacy.tropicos.org/Name/1701923

Distribucion geografica: originaria de la Amazonia occidental.
Cultivada en toda América tropical. En el Perd, ampliamente

distribuida en Loreto y Ucayali (Atalaya) (12).

Componentes quimicos: contenido en 100 g de materia seca de
las hojas: Proteinas 0,7 g, lipidos 0,2 g, carbohidratos 6,4 g, calcio
6,0 mg, caroteno 1 mg, tiamina 0,03 mg, riboflavina 0,04 mg, niacina

0,4 mg, &cido ascorbico 5,7 mg (12).

Uso medicinal: acelerador del parto, dolor de estbmago, espasmos,
fiebre, flatulencia, gripe y resfrio, insomnio, vémito.

Otros Usos: Se emplea como sazonador en las comidas,
especialmente las que son a base de pescados (12).

C. Erythrina fusca L. “amasisa”

(13).

Identificacion taxondmica

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase ; Equisetopsida

Orden : Fabales Bromhead
Familia Fabaceae

Género Erythrina

Especie Erythrina fusca L. (13)

Nombres comunes: Gallito, swamp immortelle, porotillo (inglés)

Distribucion geogréafica: en el Perd, en los departamentos de
Loreto y San Martin. También se localiza en todo el Neotrépico, el

Pacifico y Madagascar.

Descripcion botanica: arbol de hasta 25 m de alto, el tronco
presenta espinas. Hojas con 3 hojuelas, ovadas o elipticas, obtusas

en la base y épice, palidas y suavemente pubérulas. Inflorescencia
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terminal en racimo con poca floracion. Flores con céliz campanulado
de 1-1,5 cm de ancho, corola de color anaranjado claro. Fruto
moniliforme de 10 a 20 cm de largo y 1,5 cm de ancho. Semillas en

namero de 2 por fruto, de color marrén o pardo (14).

Quimica: alcaloides, heterésidos cianogenéticos, mucilagos,

saponinas, triterpenos (15).

1.2.2 Metabolitos secundarios

Metabolismos secundarios, referidos a compuestos quimicos
obtenidos y/o sintetizados por las plantas, cumplen funciones no
esenciales en ellas. Los metabolitos secundarios, son moléculas que
no son necesarias para el crecimiento y reproduccién de las plantas,
pero, estas cumplen roles importantes dentro del reino vegetal.
Existen cuatro clases que son significativos para el ser humano, entre
las que destacan: alcaloides, terpenoides y compuestos nitrogenados
relacionados, fenilpropanoides y compuestos fendlicos relacionados y

flavonoides.
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Dicho metabolismo es la quimica que da origen a un producto natural,

siendo usualmente diferente de una planta a otra; ya que, por

precursores quimicos comunes,

completamente diferentes.
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Figura 2. Origen de algunos metabolitos secundarios (alcaloides,

fenilpropanoides y terpenos) en el metabolismo primario

Fuente: https://www.ugr.es/~quiored/pnatu/secundario.htm

Los metabolitos secundarios poseen otras caracteristicas, tales como:

o Presentan distribucion diferente en el reino vegetal.

o Consideradas Importantes para la supervivencia e interaccion

con el entorno.

e No presentan funciones metabdlicas directas aparentes.

e No ser clasificados como secundarios, basandose en su

estructura, ruta biogenética o tipo de distribucion.


https://www.ugr.es/~quiored/pnatu/secundario.htm

Flavonoides: Entre sus propiedades fisicas, dependen de la clase de
flavonoide considerado y hasta su forma (es decir, libre, sulfato o
glicésido). Los flavonoles, flavonas y auronas poseen un sistema
conjugado. Estos son sélidos con colores que van desde amarillo muy
tenue hasta rojo.

Las antocianidinas presentan color violeta, rojo intenso, azul y
morado. Las flavanonas y flavanonoles presentan rotacion Optica,
esto se debe al carbono quiral C-2.

Los glicésidos, de manera general son sélidos amorfos, las agliconas

y los altamente metoxilados son cristalinos (16-18).

Los flavonoides como parte de su naturaleza quimica, su solubilidad
depende de la forma en que estos se encuentren, ademas del nimero
y clase de sustituyentes presentes. Las antocianidinas, los glicosidos
y los sulfatos son solubles en alcohol y agua. Las agliconas
flavonoides altamente hidroxiladas, presentan solubilidad en alcohol
metanol, etanol y n-butanol; en tanto que las poco hidroxiladas son
solubles en solventes de acetato de etilo, acetona y éter etilico. Las
agliconas flavonoides altamente metoxiladas, presentan solubilidad en
solventes menos polares, por ejemplo: éter de petroleo, cloroformo
(21-22).

Los flavonoides con hidroxilos fendlicos, presentan solubilidad en
soluciones alcalinas; pero, algunos altamente hidroxilados se
descomponen por accién de las bases fuertes, hecho importante para

reconocerlos y diferenciarlos (17).

Distribucién: Los flavonoides, podemos encontrarlos distribuidos en
plantas verdes (angiospermas), asimismo, algunos se han detectado
en algas y hongos. Se han encontrado en las diferentes partes de las
plantas, especialmente en las partes aéreas; y se les encuentra en
forma libre (también llamados agliconas flavonoides), como glicésidos,
como sulfatos y algunas veces como dimeros y polimeros. Los

glicésidos pueden ser:



a. Con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno
(enlace hemiacetal) es decir como O-glicésidos (son los mas
comunes de encontrar).

b. Con los carbohidratos ligados a través de enlaces C-C, es decir

como C-glicésidos.

Las antocianinas, se encuentran como sales principalmente en frutos,
flores y tejidos con ciertas coloraciones que van desde el rojo hasta el
violeta y el azul, siendo importante resaltar que muy pocas veces se
encuentran varias clases de flavonoides en un mismo tejido vegetal
(17,21,23).

Clasificacion: (21)
a. Flavonas.
Flavanonas.
Flavonoles.
Flavandioles (leucoantocianos).

Antocianos.

-~ o oo T

Chalconas.

Uronas.

Q@

Actividad farmacoldgica: Se les atribuye propiedades farmacoldgicas,

tales como: actividades inhibidoras de enzimas (hidrolasas,
ciclooxigenasas, fosfatasa alcalina, cAMP fosfodiesterasas, ATP-
asas, liasas, hidroxilasas, transferasas, oxidoreductasas y kinasas),
anticancerigena, antiinflamatoria, antiviral y antibacterial.

Asimismo, se les atribuye inhibicion sobre agregacion plaquetaria, con
accion vasodilatadora (eriodictyol, naringenina y luteolina), con accion
antiarritmica, chalconas con accién antimicética y antibacteriana, la 3-
ramnosilquercetina presenta actividad antidiarréica, isoflavanquinonas
con potente actividad antiinflamatoria y antialérgica, flavonoles con
actividad antiespasmolitica, isoflavonas y flavanonas antimicéticas,
isoflavanos antimicrobianos y flavanos con actividad leishmanicida
(16,17,22).
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Alcaloides: consideradas sustancias organicas de origen vegetal,
gue en pequeiias dosis presentan una actividad fisioldgica intensa. En
su estructura presentan nitrégeno y generalmente estdn combinados
con taninos o acidos organicos.

Representan del 0,1 al 3% del peso seco de la planta. En la
actualidad, se conocen alrededor de 4000 alcaloides y podemos
encontrarlas en algunas familias boténicas: Amarilidaceas,
Buxacaceas, Euforbidceas, Papaveraceas, Lilidceas, Ranunculaceas,

Solanaceas y Asteraceas; ademas de otras mas (16,18).

Los alcaloides como parte de su naturaleza quimica, son
consideradas sustancias relativamente toxicas que actian sobre el
sistema nervioso central, presentan caracter basico, en su estructura
contienen nitrogeno heterociclico y son sintetizados en plantas
partiendo de aminoacidos y derivados inmediatos (16); los podemos
encontrar ampliamente distribuidos en el reino vegetal, aunque se ha
evidenciado que ciertos grupos estan caracteristicamente exentos de
ellos (23).

Pueden ser sélidos, solubles en alcohol o insolubles en agua. Se
extraen mediante agua, con alcalis, alcohol y con disolventes
organicos apolares. Presenta una funcion reguladora y protege a la

especie contra los insectos y parasitos (24).

Actividad farmacoldgica: Tanto en farmacologia, en medicina y

fitoterapia, es empleada en estado puro o por gquimiosintesis como
drogas vegetales tales como: quinina, morfina.
Alrededor de 30 de los alcaloides conocidos se usan en medicina:

a. La atropina, obtenida de la belladona, dilata las pupilas

b. La morfina es un poderoso calmante.

c. La quinina, remedio especifico para la malaria.
d. La nicotina, es un potente insecticida.
e

La reserpina, usado como un tranquilizador.
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f. Asimismo, para infusiones se utilizan (cafeina, t€) y en bebidas
refrescantes (colas) (17).
Saponinas: considerados glicosidos esteroides con un nucleo
espirostano, las mismas que presentan la bondad de hemolizar los
glébulos rojos y forman espuma abundante y estable al agitar sus

soluciones acuosas (12).

Hidrolisis: Como O-glicosidos, se hidrolizan facilmente en medio
enzimatico o acido; ya que ambos procesos liberan una a varias
unidades de carbohidratos ligados, y asimismo la denominada

sapogenina esteroide (24).

1.2.3 Algunos métodos para analisis cualitativo de metabolitos

secundarios

Determinacion de la presencia de alcaloides: Se toma una alicuota de

10 ml (muestra problema), se evapora a sequedad en bafio de maria,
el residuo que se obtiene se disuelve en 3 ml de HCI al 2%, esta
suspension se divide en 3 alicuotas de 1 ml cada una, a cada una de
esas alicuotas se les agrega Reactivo de Meyer, Reactivo de Wagner
y Reactivo de Dradendoff, reacciones de precipitacion representan la

presencia de alcaloides (26-28).

Determinacion de la presencia de saponinas: Se toma una alicuota de

5ml (muestra problema) se agrega 45 ml de agua, se calienta la
mezcla a 60 grados Celsius durante media hora, se agita durante 10
minutos, si se mantiene la espuma 30 minutos a mas de 3 cm. de

altura, representa la presencia de saponinas (26-28).

Prueba de caracterizacion de saponinas: Estos se realizan por
medio de un test de hemdlisis utilizando cajas de agar sangre para el
mismo, un test de espuma y una prueba quimica con el reactivo de
Lieberman-Bouchard, con lo que se puede determinar el tipo de

saponina a la que pertenece el compuesto, de la siguiente forma:
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e Positivo para todos los test y en el reactivo de Lieberman-
Bouchard azul o verde, fueron saponinas esteroidales.

e Positivo para todos los test, y en el reactivo de Lieberman-
Bouchard rojo, puarpura o violeta, fueron saponinas
triterpenoides.

e Positivo para todos los test, y en el reactivo de Lieberman-
Bouchard negativo, amarillo palido, fueron saponinas de
heterosidos de esteroles saturados o triterpenos saturados.

e Positivo 0 negativo para test de hemdlisis, negativo el test de
espuma y positivo para test de Lieberman-Bouchard, saponinas
ausentes, triterpenos libres, diterpenos, esteroles o sustratos

policiclicos relacionados (26-28).

Determinacién de la presencia de flavonoides: Se toma una de las

alicuotas de 10 ml (muestra problema y se evapora), el residuo se
disuelve en metanol al 50%, seguidamente se le agregan raspas de
Mg y 1 ml de HCI concentrado y se espera 10 minutos la reaccion,
una coloracién roja represento la presencia de flavonoides (26-28).

1.3. Definiciéon de términos béasicos

Metabolitos secundarios: compuestos quimicos sintetizados por las
plantas que cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su
ausencia no es letal para el organismo, al contrario que los metabolitos
primarios. Los metabolitos secundarios intervienen en las interacciones

ecologicas entre la planta y su ambiente (29).

Saponinas: son compuestos naturales, glicésidos de esteroides o
triterpenoides caracterizados desde el punto de vista estructural por
presentar enlaces glicosidicos y/o éster entre una genina poco polar y

restos glucosidicos (30).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacién de hipotesis

La determinacibn de metabolitos secundarios: polifenoles totales,
flavonoides, antocianinas, catequinas, alcaloides y saponinas en hojas de
Justicia spicigera, Eryngium foetidum y corteza de Erythrina fusca L., es

posible realizarlo por métodos espectrofotomeétricos.

2.2. Variables y su operacionalizacion

Variable de estudio

Cuantificacion de metabolitos secundarios polifenoles totales, flavonoides,
antocianinas, catequinas, alcaloides, saponinas en hojas de J. spicigera, E.
foetidum y corteza de E. fusca L., por métodos espectrofotométricos.

Indicador: mg/100g.
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Operacionalizacion de variables

secundarios

herbicidas, entre otros. Son
identificados por diferentes reacciones
guimicas de coloracién, precipitacion u

otras.

Tipo por su i
Variable Definicion operacional Indicador Escalade| Medio de
naturaleza medicién | verificacién
Compuestos quimicos sintetizados por
las plantas que cumplen funciones no
esenciales en ellas y se caracterizan
por sus diferentes usos y aplicaciones Hoja de
Metabolitos como medicamentos, insecticidas, o Razén reporte
Cuantitativa mg/100g .
analitico
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3.1.

3.2.

3.3.

CAPITULO lll: METODOLOGIA

Tipo y disefio

Tipo de estudio: descriptivo, debido a que la intervencion fue a propdsito
de la investigacion y al mismo tiempo cumplié con la asignacién aleatoria

de un grupo control.

Disefio: experimental, porque se recopilé y analiz6 los datos obtenidos de
distintas fuentes con intervencion del investigador, se controlé
deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas a fin de

medir los resultados de manera concluyente.

Disefio muestral

Poblacién: estuvo constituida por constituida por las especies vegetales J.

spicigera, E. foetidum y E. fusca L.

Muestra: dos (02) kg de hojas y corteza.

Muestreo o seleccidn de la muestra: fueron colectadas por conveniencia,
en la comunidad de Zungarococha, tomando datos geo-referenciados del
lugar donde serén situadas.

Criterios de seleccion: se incluyé material vegetal identificado en buen

estado de conservacion.

Procedimientos de recoleccion de datos
A) Obtencién del material botanico

Colecta de especies vegetales: utilizando tijeras podadoras, se cortd
suficiente cantidad de hojas de J. spicigera, E. foetidum y corteza de E.
fusca L. a ser estudiadas. Se depositd en sobres de manila debidamente

rotulados, en donde se mantuvieron hasta su llegada al laboratorio.
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Preparacion y limpieza de muestras vegetales: se limpiaron las hojas,
cortezas y se cortaron en pequefios fragmentos. Al mismo tiempo se
realiz6 una seleccion de cortezas en buen estado de cada una de las
especies vegetales para la elaboracion de exsicatas y su posterior

identificacion y certificacion.

Certificacion de la especie vegetal: el Herbarium Amazonense de la
Universidad Nacional de Amazonia Peruana — UNAP certificd la especie
vegetal y entregd una constancia con su respectivo coédigo de

identificacion, segun corresponda.

Secado y micropulverizado de las muestras vegetales: una vez limpia las
muestras, se traslado a un ambiente de secado con una temperatura de
40 °C por una semana. Después del secado de las muestras, se realiz6
la molienda, quedando las muestras en polvo de material vegetal
(micropulverizada). El pulverizado se guardé en frascos de color ambar

para su posterior uso en los diferentes ensayos.

B) Determinacion de metabolitos secundarios

Cuantificacion de compuestos fendlicos: se utilizaron las técnicas

espectrofotométricas de UV/vis descritos por Valls et al. (31).

Preparacion del extracto: se pesaron 0,59 de muestra seca Yy
micropulverizada, se extrajeron sucesivamente con 3 volumenes de 25
ml de etanol absoluto acidulado con un 1% de &cido férmico. El extracto
se evaporO hasta sequedad en estufa a 40 °C. El residuo seco se re
disolvié en una solucion de metanol al 50% acidulado con un 1% de
acido formico, llevado a un volumen de 10 ml. Se guardé de 2-8 °C hasta

su posterior analisis.

Determinacion de polifenoles totales: se realizoé la medida del indice de
Folin, para lo cual se trataron 40 ul de muestra (preparacion del extracto)
con 0,5 mL de reactivo de Folin- Ciocalteau y 2 mL de carbonato
sédico al 20% (p/v) y se llevaron a 10 mL. Transcurrida media hora, se

efectué la lectura de absorbancia a 765 nm. Para establecer el
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calibrado, se utilizaron patrones de acido galico de concentraciones
entre 0 - 1.000 mg/L (31).

Determinacion de antocianinas y flavonoides totales: De lo obtenido de la
preparacion del extracto, se efectud la determinacion de antocianinas a
una absorbancia de 535 nm y para los flavonoides se realizé la
lectura a 374 nm (31).

Determinacion de catequinas y proantocianidoles: se aplicé el ensayo
de la vainillina, se mezclan 0,5 mL (de lo obtenido en la preparacién del
extracto) con 1,25 mL de vainillina en metanol 1% (p/v) y con 1,25
mL de &cido sulfurico 25% (v/v) en metanol. El blanco se preparo
simultaneamente del mismo modo, pero sustituyendo la solucién de
vainillina por metanol. Se efectud la lectura de absorbancia a 510
nm pasados 15 minutos. Se determinaron mediante la ecuacion de la

curva de calibracién estandar Y= 0,04651X + 0,03283 y coeficiente de

determinacion (R2) de 0,9964. Para cada lectura se usé como control

metanol grado analitico (31).

Andlisis de alcaloides: Los materiales vegetales (5g) micropulverizadas
se extrajeron con metanol durante 24 h en una extraccion continua
(soxhlet) aparato. El extracto se filtr6 y se evapord el metanol en un
evaporador rotatorio al vacio a una temperatura de 45 °C a sequedad.
Una parte de este residuo se disolvio en HCI 2 N y después se filtro.
Un mL de esta solucién se transfiri6 a un embudo de separaciény se
lavdo con 10 mL de cloroformo (3 veces). El pH de esta solucién se
ajusté a neutro con 0,1N NaOH. A continuacién, se afiadieron 5 mL de
solucién de verde bromocresol (BCG) y 5 mL de tampén fosfato a esta
solucion. La mezcla se agité y el complejo formado se extrajo con 1, 2,
3, ¥y 4 mL de cloroformo por agitacion vigorosa. Los extractos se
recogieron en un matraz aforado de 10 mL y se diluyeron a volumen con
cloroformo La absorbancia del complejo en cloroformo se midi6 a 470
nm (32)
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3.4.

3.5.

Andlisis de saponinas: se hizo la adicion del reactivo de Lieberman-
Burchard (LB) para formar productos coloridos al reaccionar con
saponinas. El reactivo LB consiste en una mezcla al 16,7 % de
Anhidrido acético en Acido sulfdrico concentrado. Inicialmente se
elabor6 una curva de calibracion absorbancia vs. concentracion
utilizando un estandar. Para esta curva se prepararon soluciones a las
siguientes concentraciones: 0,00; 0,05; 0,1; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35
mg/m, de cada concentracién se prepararon 2 mL, a los cuales se
adicionaron 7 mL del reactivo de LB, se agitd 20 s con un vortex y se dejé
en reposo 30 min. Finalmente se determind la longitud de onda de la
maxima absorcion (A max) para realizar las lecturas posteriores en el
espectrofotdbmetro, se realiz6 un barrido con el estandar. (La A max,
de saponinas de quinua es de 528 nm) y a esta longitud de onda se
realizaron las mediciones para la curva de calibracion vy
posteriormente para las muestras de seleccionadas. A partir de la curva
de calibracion se pudo cuantificar el porcentaje de saponinas presentes
en cada muestra evaluada (31).

Procesamiento y analisis de la informacion

Los datos estan agrupados y presentados en tablas; y, se expresaron en
valores medios * desviacion estandar con sus respectivas pruebas de
significancia al 95% segun la prueba T3 Dunnet. Para determinar las
diferencias entre los diferentes tratamientos se realizaron los respectivos

analisis de varianza a los parametros evaluados de los extractos vegetales.

Aspectos éticos

Se tuvo en cuenta las normas éticas del Instituto Nacional de Salud,
reconociendo que las decisiones relativas a las cuestiones éticas
relacionadas con la medicina, la ciencia de la vida y las tecnologias
conexas pueden tener repercusiones en los individuos, familias, grupos o

comunidades y en la especie humana en su conjunto.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Tabla 1. Compuestos fendlicos presentes en Justicia spicigera, Eryngium

foetidum y Erythrina fusca L.

Especies Fenoles Totales Flavonoides Antocianinas Catequinas

en estudio mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g

J.

o 38576,475 6,033 1,684 0,003

spicigera

E.

_ 41889,987 11,406 2,517 0,003
foetidum
E. fusca L 28552,885 7,159 1,710 0,003

Fuente: elaboracién propia

Se muestra los valores obtenidos de compuestos fendlicos presentes en las
hojas de J. spicigera, E. foetidum y corteza de E. fusca L; siendo E. foetidum
quien obtuvo resultados mayores con 41889,987 mg/100g para fenoles totales.
Para flavonoides con 11,406 mg/100g. Antocianinas 2,517 mg/100g y para
catequinas un valor de 0,003 mg/100g.
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Tabla 2. Descriptivos de los grupos de estudio — compuestos fendlicos

Desviacion  Limite Limite
Grupos de estudio N Media estandar inferior superior
Fenoles_totales  J. spicigera 2 38576,475 144,411 37278,994 39873,956
E. foetidum 2 41889,987 379,408 38481,141 45298,833
E. fusca L 2 28552,886 640,210 22800,831 34304,940
Total 6 36339,783 6220,311 29811,967 42867,598
Flavonoides J. spicigera 2 6,033 0,130 4,865 7,200
E. foetidum 2 11,406 0,170 9,881 12,931
E. fusca L 2 7,159 0,057 6,651 7,667
Total 6 8,199 2,536 5,538 10,861
Antocianinas J. spicigera 2 1,865 0,059 1,157 2,212
E. foetidum 2 2,517 0,065 1,933 3,101
E. fusca L 2 1,711 0,019 1,539 1,882
Total 6 1,971 0,425 1,524 2,417
Catequinas J. spicigera 2 0,003 0,000 0,003 0,003
E. foetidum 2 0,003 0,000 0,003 0,003
E. fusca L 2 0,003 0,000 0,003 0,003
Total 6 0,003 0,000 0,003 0,003

Fuente: elaboracion propia

Se observa el promedio, desviacion estandar, limite inferior y limite superior

obtenido para cada uno de los Grupos de estudio J. spicigera, E. foetidum y E.

fusca L en lo referido a Fenoles totales, flavonoides, antocianinas y catequinas,

con los respectivos intervalos de confianza al 95%.
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Tabla 3. Comparaciones multiples entre los grupos de estudio — compuestos

fendlicos
T3 Dunnett
95% de intervalo de
confianza
Variable () Grupo (J) Grupo  Diferenciade  Error Limite Limite
dependiente de estudio de estudio medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
Fenoles_totales J. spicigera E. foetidum -3313,512 287,058 0,054 -6811,439 184,415
E. fusca L 10023,590" 464,070 0,038 2247,540 17799,639
E. foetidum J. spicigera 3313,512 287,058 0,054 -184,415 6811,439
E. fusca L 13337,102" 526,222 0,008 8996,790 17677,413
E.fuscalL J.spicigera -10023,590° 464,070 0,038 -17799,639 -2247,540
E. foetidum -13337,102" 526,222 0,008 -17677,413 -8996,790
Flavonoides J. spicigera E. foetidum -5,373" 0,151 0,002 -6,407 -4,339
E. fusca L -1,126° 0,100 0,048 -2,216 -0,035
E. foetidum J. spicigera 5,373 0,151 0,002 4,339 6,407
E. fusca L 4,247 0,126 0,016 2,543 5,951
E.fuscalL J. spicigera 1,126 0,100 0,048 0,035 2,216
E. foetidum -4,247 0,126 0,016 -5,951 -2,543
Antocianinas J. spicigera E. foetidum -0,833" 0,062 0,012 -1,230 -0,435
E. fusca L -0,026 0,044 0,901 -0,624 0,572
E. foetidum J. spicigera 0,833 0,062 0,012 0,435 1,230
E. fusca L 0,807" 0,048 0,043 0,104 1,509
E.fuscalL J. spicigera 0,026 0,044 0,901 -0,572 0,624
E. foetidum -0,807" 0,048 0,043 -1,509 -0,104

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Se observa los resultados de las comparaciones mdltiples entre los grupos de
estudio aplicando la prueba T3 Dunnett, encontrdndose que todos los grupos

producen diferentes cantidades de fenoles totales, flavonoides y antocianinas.
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Tabla 4. Contenido de alcaloides presentes en cada una de las especies

vegetales
_ Parte Alcaloides
Especie vegetal
usada mg/100g
J. spicigera Hojas 6,09
E. foetidum Hojas 41,09
E. fusca L Corteza 6,02

Fuente: elaboracion propia

Alcaloides presentes en hojas de J. spicigera 6,09 mg/100g, hojas de E.

foetidum 41,09 mg/100g y corteza de E. fusca L 6,02 mg/100g respectivamente.

Tabla 5. Contenido de Saponinas presentes en cada una de las especies

vegetales evaluadas

Especie Parte usada Saponinas

vegetal mg/g mg/100g
J. spicigera Hojas 1,5277 153,58
E. foetidum Hojas 1,1861 118,85
E. fusca L Corteza 2,4968 252,91

Saponinas presentes en hojas de J. spicigera con 153,58 mg/100g, hojas de E.
foetidum con 118,85 mg/100g y corteza de E. fusca L con 252,91 mg/100g,

siendo importante resaltar que E. fusca L presenta mayor cantidad.
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CAPITULO V: DISCUSION

Los resultados obtenidos, confirman la presencia de metabolitos secundarios
en hojas de Justicia spicigera, Eryngium foetidum y corteza de Erythrina fusca L.
El género Justicia presenta propiedades medicinales atribuidas como
hipoglicemiante, antiinflamatorio; y, esta informacion es concordante con las
investigaciones planteadas por algunos autores sobre J. secunda, quien
presenta diversos metabolitos secundarios entre los que destacan alcaloides,
taninos, cumarinas, glucoésidos fendlicos, triterpenos y/o esteroides, presentes
en extractos hidroalcohdlicos y que son beneficiosos en la salud, en tanto que
actian como: antimicrobianos, antisépticas, antioxidantes, anticancerigenos y
antinflamatorios dando realce a un alto potencial farmacolégico (33). Ademas,
Justicia spicigera también presenta propiedades insecticidas (similar a J.
secunda) ya que posee una pigmentacion caracteristica en sus extractos
(presencia de antocianinas) siendo utilizadas por su eficacia contra la anemia
en los estudios realizados por Moswa et al. y Mpiana et al. (34-35); asimismo,
en extractos metandlicos baja toxicidad frente Artemia franciscana en mérito a
lo declarado por Cantillo et al. (36).

Nuestro estudio guarda relacion con lo estudiado por Salinas, J. et al. (7), ya
gue por medio del espectrofotometro UV-Vis, determinaron la presencia de
diferentes compuestos en E. foetidum (sachaculantro), tales como: fenoles
totales (192,415+0,097mg EAG/100 g muestra original) y flavonoides
(10,34+0,0g de quercetina/100g muestra original); también la presencia de
carotenos y retinol.

Asimismo, coincide con lo manifestado por Adiez, A. et al. (5), en tanto a que
extractos de Erythrina fusca Lour. por Cromatografia liquida de ultra alta
resolucion de fase inversa (UHPLC), de donde los tres extractos metandlicos
de hojas, ramas y flores exhibieron un perfil de UHPLC diferente; asumiendo
gue el patron de actividades citotoxicas podria deberse a la existencia de

compuestos alcaloides.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Los valores obtenidos de compuestos fendlicos presentes en hojas de J.
spicigera, E. foetidum y corteza de E. fusca L; siendo mucho mas
representativo en la especie vegetal E. foetidum quien obtuvo resultados
mayores con 41889,987 mg/100g para fenoles totales. Para flavonoides
con 11,406 mg/100g. Antocianinas 2,517 mg/100g y para catequinas un
valor de 0,003 mg/100g.

Para Alcaloides, las hojas de J. spicigera presenté 6,09 mg/100g, hojas
de E. foetidum 41,09 mg/100g y corteza de E. fusca L 6,02 mg/100g

respectivamente.

Para Saponinas hojas de J. spicigera 6,09 mg/100g, hojas de E.
foetidum 41,09 mg/100g y corteza de E. fusca L 6,02 mg/100g, siendo
importante resaltar que E. foetidum presenta mayor cantidad.

La determinacion de metabolitos secundarios: polifenoles totales,
flavonoides, antocianinas, catequinas, alcaloides y saponinas en hojas
de Justicia spicigera, Eryngium foetidum y corteza de Erythrina fusca L.,

es posible realizarlo por métodos espectrofotometricos.

25



CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Con los resultados obtenidos, el presente trabajo abre las perspectivas
para otras evaluaciones de especies vegetales en lo referido a
metabolitos secundarios, que sean utilizadas en la ethomedicina, asi

como a nivel agroindustrial.

Dado cuenta que Justicia spicigera Schitdl, posee caracteristicas
tintoreas, produce un colorante azul debido a sus metabolitos
secundarios presentes en las hojas de, siendo de vital importancia
aprovechar el colorante, ya que no ha sido utilizado en la industria
cosmética, farmacéutica o alimenticia; posee flavonoides que tiene
funcién antioxidante y que muchos de los colorantes sintéticos
actualmente presentan muchos inconvenientes como: enrojecimiento de

la piel, reacciones alérgicas.

Es importante que la presente investigacion, pueda ser utilizada como
una guia metodoldgica para la realizacion y cuantificacidon de metabolitos

secundarios en otras especies vegetales amazonicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de certificacion de la especie vegetal

Centro de Investigacion de
I'U NAP Recursos Naturales
Herbarium Amaronense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NADIONAL DEPOSITARLA DE MATERLAL BEIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.? 014-2021-AMAZ-UNAP

El Coordinador el Herbarum Amazorense (AMAT] del CIRNA, de la Universidad Macional de la

Amazonia Penuara

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botdnicas presentadas por MORGE CHAVEZ IGLESIAS, bachiller de la Facultad de
Farmachka y Bioquimica de la Universidad Naciesal de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de
tesis de pre grado Hibulado “DETERMINACKIN DE METABDLITOS SECUNDARIOS DE HOUAS DE fusticia
spicigera, Eryngiem  fostideer ¥ COATEZA DE Eqdhrma  fuses  POR METODDS
ESPECTROFOTOMETRICOS™ han sido DETERMINADAS en este Centro di breeustigaicién y Ensefarca
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Derecrion P sy - guiton Pend Figina 1del  CDRSTANCIA Y m4:||:|.z|.maz-|.nh.|=| % |
Apdo. 438

31



Anexo 2. Proceso de extraccion de alcaloides a través de equipo extractor
Soxhlet

Anexo 3. Lectura en equipo espectrofotometro para cuantificacion de alcaloides
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Anexo 4. Resultados del contenido de saponinas, después de hacer reaccionar
la muestra problema con el reactivo Lieberman-Buchner
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