Universidad Nacional

SAN LUIS GONZAGA




@00

Reconocimiento-NoComercial 4.0 Internacional

Esta licencia permite a otras distribuir, combinar, retocar, y crear a partir de su obra de forma no
comercial y, a pesar que son nuevas obras deben siempre rendir crédito y ser no comerciales, no
estan obligadas a licenciar sus obras derivadas bajo los mismos términos.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0



http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

o, UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA
=\ FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
oot EVALUACION DE ORIGINALIDAD

AT 2026-FFBB-011

CONSTANCIA

El que suscribe, deja constancia que se ha realizado el andlisis con el software de
verificacion de similitud al documento cuyo titulo de Informe final de tesis es:

Determinacién de saponinas del extracto etandlico de la raiz de
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en el
anexo de Sansaycca - Ayacucho 2024

Presentado por:

SANTI ARONI JANET PAMELA

Bachiller del nivel PREGRADO de la Facultad de FARMACIA Y BIOQUIMICA. El
resultado obtenido es 0% por el cual se otorga el calificativo de:

APROBADO, segun Reglamento de Evaluacién de la Originalidad.
Con Cadigo de Matricula: 20171121

Se adjunta al presente el reporte de evaluacion con el software de verificacion de
originalidad.

Ica, 28 de enero de 2026

Dr. PENA GALINDO JULIO JOSE
DIRECTOR DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

PGJJ/hadp



UNIVERSIDAD NACIONAL “SAN LUIS GONZAGA”
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

Facultad de Farmacia y Bioquimica

Determinacion de saponinas del extracto etandlico de la raiz de
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en el anexo

de Sansaycca - Ayacucho 2024

Linea de investigacion

Salud publica y conservacion del medio ambiente

INFORME FINAL DE TESIS
Autor
Bach. Janet Pamela Santi Aroni
Ica- Peru

2025



Dedicatoria

A Dios por darme la vida, la salud, la perseverancia
necesaria para culminar esta meta. Gracias por
acompaiiarme en los momentos de duda y por llenarme

de fe cuando mas lo necesitaba.

A mi misma por no rendirme cuando las dificultades
parecian imposibles de superar. por creer, por resistir y

por lograrlo.

Mis padres CLEOFE Y IGNACIO por su amor
incondicional, sus sacrificios y su constante apoyo en
cada etapa de mi vida. A ellos debo todo lo que soy y
todo lo que eh logrado.

A mis hermanos, por estar siempre presentes, por sus
palabras de aliento y por creer en mi incluso en los

momentos dificiles.



Agradecimientos

A mi asesora la Dra. Jessica Yolanda Huarcaya Rojas, por su valiosa orientacion, paciencia 'y
dedicacion a lo largo de este proceso. su guia fue fundamental para la culminacién de este trabajo

y para mi crecimiento académico y personal.

Al Ing. Victor Raul Valdizan Echegaray, por sucompromiso, comprension y por acompafiarme

con sabiduria durante el desarrollo de esta tesis.

A la Institucién beca permanencia, por haber creido en mi y haberme brindado la oportunidad
de continuar con mi formacion profesional, su apoyo fue clave para alcanzar y convertir este

esfuerzo en una realidad.

A la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, por brindarme oportunidad de formarme
profesionalmente a todos los docentes y personal administrativo que, con su esfuerzo y

compromiso, contribuyeron a mi formacion y al logro de esta meta importante en mi vida.

La autora.



INDICE DE CONTENIDO

D70 T Lo 4 - LTSS PR UTUTTPTSTRRN i
AGIaOECIMIENTOS ...ttt bbb bbbtk b bt bbbt et b e bttt n e i
RESUIMEN ...t bttt b bt et e e bt s bt e s be e s e b e e be e ke e st e e sbeesbbeenbeenbeenbe e e vii
A 0] 1 - Vo OSSR viii
[ INTRODUCCION ..ottt ettt ettt sttt n s en s 9
1.1 Antecedentes de 1a iINVESTIZACION .........cviiiiiiii i 10
1.2. Formulacion de problema ........c.ueii i 13
1.3. Justificacion e importancia de 1a investigacion ...........cccccocuieieiiiiee e 13
L. OBJEEIVOS. ..ottt bbb e h b e ar b e e nrne e nnreeennes 14
I\, - T T =T o T o ol L PRSPPI 15

[I. ESTRATEGIA METODOLOGICA ...ttt ettt 20
2.1. Tipo, Nivel y disefo de iNVestiBaCiOn ..........cooiuiiiiiiiiiie et 20
D oY o1 - Yol o] o IV 1 4 01T o - I PSR 20
2.3. Lugar de INVESEIZACION .......ccviiei ittt e e st e e st e e e s stae e e e s eraeeaeaaes 20

2.4. materiales, qUIPOS Y FEACTIVOS .......eiiiuiieiiiieiiii ettt ettt sttt e sanee e 20
2.5 Tratamiento de la muestra de vegetal ..o 21
2.6. Técnicas de procesamiento de datos ..........ccceveiiiiiie i 29

B N X o 1Yot o L <] 4 (oo T PP ROP P OPPPTOTRRTPR 29
L RESULTADOS ...ttt e tae e st e e ss e e s te e et e e snte e e nnaeennteesnneeeaneeeannes 38
LY 0 S0 U 1] [0 N OO 45
V. CONCLUSIONES. ...ttt et s e st e e st e st e e snte e e naeeenneeeanbaeeanreeannes 47
VI. RECOMENDACIONES ...ttt sttt e e e e snee e s nrae e aneeeennes 48
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooeieeeeeeeteeeeeeeeeeeeeee et st seen s 49
VL ANEXOS ..ottt sttt et et e st e Re e e nb e e be e s te e aneesnbeenbeenbeenteenrns 54



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Solucidon de muestra vegetal (takSaNA)............ceveieerieieeieeiese e se e 25
Tabla 2. Medida de altura de espuma en muestra vegetal (taksana) ..........c.ccccevevievenieciienennnn, 26
Tabla 3. Solucidon de Mmuestra STANAAI PUFA .........cc.eceiieiiieeic et sre st sresre s 26
Tabla 4. Medida de altura de eSpuma en MUESEIA PUIA..........ccurererrererierieieeeeieesiesie e 27
Tabla 5. Valoracion de indice afroSIMELriCO..........cocvviiiiiiriiiiee e 30
Tabla 6. Porcentaje de saponina a partir de altura de medida...........cccoceeveviiiiievincvic e, 30
Tabla 7. Altura de espuma realizadas con el extracto de la raiz tacksana.............cccccceevcvernenen, 32
Tabla 8. Solucién de altura de espuma por indice afroSimetriCo ..........ccccvvvivieeveiicie i 33
Tabla 9. Cuantificacidn por espectrofotometria UV/VIS ... 34
TADIA 10, ..t 35
Caélculo de % de saponinas (base himeda y base seca) a partir de la curva LB (650 nm)........... 35

Tabla 11. Identificacion de saponinas a partir del extracto etanolico de Pycnophyllum molle J.
REMY (TAKSANA) ...ttt bbbt b ettt b bbbt 38

Tabla 12. Valoracion de saponina por el indice afrosimetrico realizada al extracto etanolico de

Pycnophyllum molle J. REMY (TAKSANA) ........cviviiiieiiieiieieie e 38

Tabla 13. Determinacion del indice afrosimétrico del extracto (raiz de taksana), obteniéndose un

valor de FI. 12.5 este resultado indica que el extracto posee una alta cantidad de saponinas...... 41
Tabla 14. Cuantificacion de saponina por espectrofotometria Uv - ViS.........ccccevvivieiesciennne. 41

Tabla 15. Concentraciones estimadas en base himeda dando como Cx = 35.86796 mg/g en base
SECA COMO CX= 40, 75905065.......000euuveeerererererererereseresereseseresesesereserererer...r...—.—.—.———.—————.—.—.—......—... 44



INDICE DE FIGURA

Figura 1. Pycnophyllum Molle J. Remy “taksana” — Fotografia tomada en el Departamento de

Ayacucho/Provincia de Parinacochas/ Distrito de SansayCeCa .........c.cccveveveveeieeiesieeieseesee e 18
Figura 2. Ubicacion geografica de Pycnophyllum Molle J. Remy “taksana”............cccccccovrueunne 19
Figura 3. Flujograma tratamiento de VEgetal.............ccccerereieiiiiiri e 23

Figura 4. Correlacion entre las concentraciones del extracto etandlico de Pycnophyllum
Molle J. Remy “taksana”. Empleando la ecuacion de la recta y=0,4321 x - 0,1333 se obtiene
que: El % da 3.506%0 08 EXIFACIO........cceiieiieiieeiesie ettt sttt s re et re et e te e e sresreenresre s 39

Figura 5. Curva de calibracion de altura de espuma para la valoracion de saponina del extracto
etanolico mediante el indice afrosimetrico que nos indica que > 1.0 cm (y persiste > 15 min) donde

habra una presencia significativa de SAPONINGS .........ccccveiiiiieiiiii e 40

Figura 6. Se tiene la relacion lineal y = 0.0178x + 0.0386 donde R2 = 0,98584, el Cx (MG/ML)

como se muestra en la ecuacion es la concentracion de saponinas esteroidale..............cccccceveaee. 42
Figura 7. Recoleccion de 1a muestra VEgetal ...........cooireireirniiei e 54
Figura 8. Seleccion de muUEeStra VEGELal ............ceiieiiiiiiiiei e 54
Figura 9. Limpiezay secado de MUESLra VEJETA .........cecverveieirieiiriisie e 54
Figura 10. Trituracion de muestra VEgELal.............coovirririninniiee e 55
Figura 11. Pesado de MUESEIA VEJELA ........cc.eveiririirieieeiesieieeses et 55
Figura 12. Mezcla de etanol con muestra Vegetal.............ccooviviiriiiiiiinecce e 55
Figura 13. Bafio maria de muestra pycnophyllum Molle ............ccooveiiiiiniinece e 56
Figura 14. Obtencion del extracto por filtraCion...........cccooeveieiiiiiiiii i 56
Figura 15. Bafio maria a evaporizar a seco la muestra vegetal..............ccocevereinireinnenenenenen 56
Figura 16. Preparacion de método LIieDerman..........ccocevererieieieiseic e 57
Figura 17. Deteccion de método LI€DErmMaN..........ccvveiereieieicisese e 57
Figura 18. Preparacion de método SAIKOWSKI ...........cccoriiiriiniiiisecee e 57
Figura 19. Agitacion de muestra SAIKOWSKI ...........covreiieiiinninisesese e 58
Figura 20. Deteccion de Método SAIKOWSKI .........cecvviiiiieiiiieic e 58



Figura 21. PreparaCion 08 MUESIIA .........ccciuiieiiieie e se et ste et sve st sre e st re e sta e nnas 58
Figura 22. Deteccion de método alfa naftol.............ccocevveiiii e 58
Figura 23. Preparacion de muesta VEgELal ...........coeiiiiiiniiieiee e 59
Figura 24. Reaccion de la altura de eSPUMA .......cccoeiiiiiirienise e 59
Figura 25. Pesado de MUESEra VEQELal ............ooveieiiiiiiisiee e 59
Figura 26. Colocacion de etanol a muestra Vegetal .............cccooviiriiiiiniiineeseec e 60
Figura 27. Mescla diluida a 10 tubos Y @gitaCion ...........cceeveirieirieiniiisicse e 60
Figura 28. Medicion la altura de eSPUMA ........ccucieeiiie i et 60
Figura 29. Peso [a MUESIIa VEQELAL .........c.coviiiiic sttt 61
Figura 30. Maceracion 8 MUESEIA ........c.coueieiieiieieeiesie et sre st sre et sre e besreeneennas 61
Figura 31. SECad0 @ FOTAVAPOL ........cvciviiieiiitecie sttt ste ettt e s te e sre e te e besreereestesneebestaeneeneas 61
Figura 32. Colocacion a bafio maria la muestra vegetal ... 62
Figura 33. Pesado de muestra VEQELal SECA.........cccvcverueieeiiiie it sre ettt 62
Figura 34. Preparacion de método Lieberman ..., 62
Figura 35. Obtencidn de método Lieberman ... 63
Figura 36. Observacion de reaccion LIEDErMaN ...........cccecvviiiiieie i 63
Figura 37. Colocacion de muestra a una Celda ...........cooverriiiinniniciscses e 64
Figura 38. Realizacion la lectura en espectrofotometria............coevrrirnineiinesenscse e 64

Vi



Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el contenido de saponinas en el extracto
etanolico de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana), especie altoandina de uso
tradicional en la comunidad de Sansaycca, Ayacucho. La investigacion fue de tipo aplicada y de
nivel descriptivo—experimental, desarrollada en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga” de Ica.

Se emplearon métodos cualitativos (Liebermann—Burchard, Salkowski y a-naftol) y cuantitativos
(indice afrosimétrico y espectrofotometria UV—-Vis), con el proposito de identificar, caracterizar
y valorar el contenido de saponinas presentes en la raiz de la especie. Los ensayos cualitativos
evidenciaron reacciones colorimétricas positivas (+++) caracteristicas de saponinas esteroidales,
mientras que el indice afrosimétrico obtenido (12,5) indicd una elevada capacidad espumante

asociada a compuestos tensioactivos naturales.

En la determinacién cuantitativa mediante espectrofotometria UV-Vis, se registr6 una
concentracion promedio de 99,71 mg/mL, equivalente al 4,07 % p/p en base seca, lo que
demuestra una cantidad significativa de saponinas en el extracto etandlico analizado. Estos
resultados corroboran los usos tradicionales atribuidos a P. molle en la medicina popular andina,

donde se emplea por sus propiedades limpiadoras, cicatrizantes, antimicéticas y antiinflamatorias.

La presente investigacion contribuye al conocimiento fitoquimico y cientifico de una especie
endémica poco estudiada, fortaleciendo la revalorizacion del saber ancestral andino vy

promoviendo la conservacion sostenible de los recursos naturales del Peru.

Palabras clave: Pycnophyllum molle, saponinas, extracto etanolico, Ayacucho.
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Abstract

The present study aimed to determine the saponin content in the ethanolic extract of the root of
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana), a high-Andean species traditionally used in the
community of Sansaycca, Ayacucho. The research was applied and descriptive—experimental in
nature, carried out at the Pharmacognosy Laboratory of the Faculty of Pharmacy and

Biochemistry at the National University “San Luis Gonzaga” of Ica.

Qualitative methods (Liebermann—Burchard, Salkowski, and a-naphthol) and quantitative
analyses (afrosimetric index and UV-Vis spectrophotometry) were employed to identify,
characterize, and assess the saponin content in the plant root. The qualitative assays showed
positive color reactions (+++) characteristic of steroidal saponins, while the obtained afrosimetric

index (12.5) indicated a high foaming capacity associated with natural surfactant compounds.

In the quantitative determination by UV-Vis spectrophotometry, an average concentration of
99.71 mg/mL was recorded, equivalent to 4.07% wi/w on a dry basis, demonstrating a significant
amount of saponins in the ethanolic extract analyzed. These results support the traditional uses
attributed to P. molle in Andean folk medicine, where it is employed for its cleansing, healing,

antifungal, and anti-inflammatory properties.

This research contributes to the phytochemical and scientific understanding of a little-studied
endemic species, strengthening the revaluation of ancestral Andean knowledge and promoting the

sustainable conservation of Peru’s natural resources.

Keywords: Pycnophyllum molle, saponins, ethanolic extract, Ayacucho.
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INTRODUCCION

Las saponinas conforman una clase importante de metabolitos secundarios de
origen vegetal, estructuralmente caracterizados por un ndcleo agliconico (terpenoide o
esteroide) unido a uno o varios residuos de azucares. Estas moléculas combinan regiones
hidrofilicas (azUcares) e hidrofobicas (aglicona), lo que les confiere una alta capacidad
tensioactiva (1) En el contexto vegetal, las saponinas actian como mecanismos de defensa
frente a herbivoros, hongos y otros patdgenos, siendo consideradas compuestos

fitoguimicos con funciones ecoldgicas significativas (2).

En los dltimos afos, el interés cientifico hacia las saponinas ha experimentado un
crecimiento notable, debido a su amplio espectro de actividades bioldgicas con posibles
aplicaciones farmacolG6gicas. Entre las propiedades mas estudiadas se encuentran sus
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, antimicrobianos, antivirales y su
capacidad para modular lipidos y glicemia (3,4) Ademaés, su potencial como agentes
antibiofilm en infecciones microbianas ha sido resaltado recientemente como alternativa

a los antimicrobianos convencionales (5).

El reto metodoldgico para su estudio reside en desarrollar procedimientos de extraccion
y cuantificacion eficientes y reproducibles. La eficiencia de recuperacion de saponinas
depende de multiples factores: solvente, concentracion, tiempo de extraccion,
temperatura, relacion solida: liquido, numero de ciclos, tipo de asistencia como
ultrasonido o microondas (6). En una revision reciente, Fordos et al. examinan los avances
en técnicas de extraccion y purificacion de saponinas desde 2022 hasta 2025, destacando
la relevancia de métodos asistidos (ultrasonido, microondas, extraccion subcritica) para
mejorar rendimiento y selectividad (7). La aplicacién de estas metodologias en especies
medicinales de los Andes ofrece una oportunidad para enriquecer el conocimiento
fitoquimico local. En el Pert, Pycnophyllum molle J. Rémy —comdnmente conocido
como “taksana es una planta nativa de las zonas altoandinas y perteneciente al género
Pycnophyllum de la familia Caryophyllaceae (8) Esta especie ha sido reportada en
catélogos de flora andina, aunque su estudio fitoquimico es practicamente inexistente.2
En el &mbito etnobotanico, poblaciones locales de Ayacucho utilizan tradicionalmente la
raiz de taksana con fines terapéuticos (por ejemplo, contra enfermedades digestivas,

inflamaciones 0 molestias locales), aunque carecen de respaldo cientifico especifico.

Hasta ahora, no se han encontrado en la literatura estudios publicados que determinen
cuantitativamente las saponinas en P. molle en la region de Ayacucho. Dada la

importancia de validar cientificamente los compuestos bioactivos presentes en plantas



medicinales endémicas, resulta de gran interés cuantificar las saponinas presentes en el
extracto etandlico de la raiz de taksana. En ese sentido, el presente trabajo se plantea como

un aporte al conocimiento fitoquimico regional, con miras a vincular tradicion y ciencia.

1.1 Antecedentes de la investigacion

Antecedentes internacionales de la investigacion

Cantero-Bahillo et al. (9) en el afio 2024 en Espafia realizaron una investigacion cuyo propdsito
fue analizar la bioactividad (incluyendo actividades hipolipidémicas, antioxidantes y
antiinflamatorias) de coextractos de semillas de fenogreco (que son ricas en saponinas esteroides)
y cascara de quinua (que contiene saponinas triterpenoides), coextraidos en diversas proporciones,
junto con sus respectivos hidrolizados que son ricos en sapogenina. Se observé que la inhibicion
de la lipasa pancreatica aumentaba con el contenido de fenogreco en los coextractos,
especialmente en las variantes que eran ricas en sapogenina. Este Gltimo compuesto tuvo un
impacto significativo en la bioaccesibilidad del colesterol, mostrando un 90% frente a un 15% en
extractos ricos en sapogenina. Los coextractos con alto contenido de saponinas presentaron una
menor liberacién de citocinas a medida que aumentaba el contenido de fenogreco, mientras que
los extractos ricos en sapogenina mostraron reducciones mas significativas con un mayor
contenido de céscara de quinua. Todas las muestras mostraron actividades antioxidantes celulares
limitadas, aunque la bioactividad mejor6 después de la hidrolisis. Por lo tanto, la coextraccion
simultanea de fuentes esteroides y triterpenoides, como el fenogreco y la cascara de quinua, junto
con su posterior hidrolisis, representa una estrategia innovadora para obtener extractos naturales

con mdltiples bioactividades.

Zhang et al. (10) en el afio 2024 en China realiz6 un estudio cuyo propoésito fue optimizar el
proceso de extraccion de saponinas de avena (Os) y evaluar su capacidad antioxidante. Se utiliz6
un disefio experimental para optimizar la extraccién asistida por ultrasonidos, determinando las
condiciones éptimas: etanol al 80 %, relacion material-disolvente 1:14, 400 W de potencia
ultrasénica, 25 minutos de ultrasonido, temperatura de 60 °C y 180 minutos de extraccion. La tasa
de extraccion fue de 0,317 %. Se prepar0 el extracto crudo y se evaluaron sus propiedades
antioxidantes in vitro, comparando su capacidad de eliminacion de radicales con acido ascorbico
como control. Aunque las capacidades de eliminacion de Os contra DPPH y O2- fueron menores
que las de acido ascorbico, su capacidad frente al radical -OH fue similar. Ademas, Os mostr6
eficacia en la inhibicion de la oxidacién de proteinas en carne de cerdo, reduciendo la formacion
de carbonilo y la oxidacion de sulfhidrilo. Este estudio proporciona una base para el uso de las

saponinas de avena como antioxidantes naturales en el procesamiento de carne.
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Guo et al. (11) en el afio 2024 en la China realizd un estudio cuyo objetivo fue determinar un
método eficiente para extraer saponinas de té a partir de harina de té utilizando solventes
eutécticos profundos, extraccién ultrasbnica y técnicas enziméticas. Los experimentos
demostraron una alta eficiencia de extraccion de 20,93 + 0,48% en 20 minutos, empleando una
potencia ultrasonica del 40% y un solvente binario de betaina y etilenglicol (relacion 1:3), con
una relacion material-liquido de 1:35. Tras purificacion con resina de adsorcion de poro grande,
la pureza de las saponinas alcanzé el 95,94%, superior a la de saponinas comerciales. Ademas, se
evaluaron sus propiedades antioxidantes y antibacterianas, mostrando resultados positivos. Este
proceso, que utiliza solventes eutécticos profundos, se presenta como una alternativa ecolégica y
eficiente frente a los métodos tradicionales con solventes organicos, con un gran potencial para

aplicaciones industriales.

Zanotti et al. (12) en el afio 2024 realiz6 una investigacion cuyo objetivo fue describir e ilustrar
la especie, ofrecer informacion sobre el habitat donde fue hallada y proporcionar un mapa de su
distribucion geografica en Argentina, Bolivia y Chile. Ademas, se validan la identificacion
morfoldgica y la monofilia del género a partir de analisis moleculares del ejemplar recolectado.
Finalmente, se presenta una clave dicotémica para distinguir las cuatro especies de Pycnophyllum
registradas en Argentina hasta la fecha.

Rai et al. (13) en el afio 2023 realiz6 una investigacion cuyo objetivo fue analizar las propiedades
tensioactivas de las saponinas extraidas de las hojas y la corteza del tallo de Jatropha curcas L.
Las mediciones de conductividad y tension superficial confirmaron el caracter micelar de estas
saponinas, con concentraciones minimas de micelizacién (CMC) de 0,50 g/L para las hojas y 0,75
g/L para la corteza del tallo. La saponina de la corteza del tallo mostré una mayor capacidad para
reducir la tension superficial del agua 37,65 mN/m) en comparacion con la saponina de las hojas.
La saponina extraida de la corteza del tallo redujo la tensién superficial del agua a 49,27 mN/m,
lo que evidencia su alta actividad superficial y potencial detergente. EI pH de la saponina fue
ligeramente &cido, un poco por debajo del rango 6ptimo para cabello y piel. Ademas, la saponina
de la corteza del tallo mostr6 mejor capacidad de limpieza, formacion de espuma y estabilidad de
la espuma en comparacion con la de las hojas, gracias a su mayor reduccién de la tension
superficial. Los resultados sugieren que ambas saponinas, de hojas y corteza del tallo, pueden ser

una alternativa ecolégica a los tensioactivos sintéticos.

Morillo et al (14) en el afio 2022 Colombia realizaron un estudio cuyo proposito fue medir el
contenido de saponinas en diferentes variedades de quinua del departamento de Boyaci,
utilizando tres métodos afro simétricos. Se aplico un disefio completamente aleatorizado (DCA)
con un arreglo factorial de 3 (métodos afrosimétricos) por 5 (variedades de quinua). Los

resultados indicaron que el genotipo Amarilla de Marangani presentd el mayor contenido de
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saponinas en todos los métodos evaluados, siendo el método afrosimétrico estandar el mas eficaz.
Ademas, el andlisis de conglomerados permitié clasificar las variedades en quinuas
dulces (como Tunkahuan y Blanca de Jericd) con contenidos de saponinas inferiores a 0,06%, y
en quinuas amargas (como Negra de la Colorada, Dorada y Amarilla de Marangani) con
contenidos superiores a 0,11%. La caracterizacion bioquimica del germoplasma facilitard la
seleccion de genotipos adecuados tanto para el consumo humano como para aplicaciones

industriales, dado el potencial uso actual de las saponinas.

Jiménez et al. (15) en el afio 2021 realiz6 un estudio cuyo objetivo fue realizar un analisis
detallado de las caracteristicas estructurales, bioactividades y métodos analiticos aplicables a
estos compuestos, dado que no hay revisiones recientes disponibles. En total, se han documentado
108 saponinas provenientes de ocho especies del género Yucca. De estas, se ha evaluado la
bioactividad de 68 saponinas que se han aislado de Yucca o de otros géneros. En lo que respecta
a la evaluacion y control de calidad de las saponinas de este género, la técnica mas cominmente
empleada es la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Sin embargo,
es fundamental desarrollar métodos para su analisis rutinario en productos comerciales. Ademas,
la mayoria de los estudios revisados en la literatura se han centrado en el extracto de Y. schidigera,
que es el mas utilizado con fines comerciales. Solo ocho de las 50 especies que componen este

género han sido objeto de estudio, lo que evidencia una clara necesidad de investigacion adicional.

Figueiredo et al. (16) en el afio 2021 en Brasil realizaron un estudio cuyo propoésito de este
estudio fue identificar compuestos en plantas de la medicina tradicional paraguaya con
propiedades inhibidoras contra el DENV. Se observd una alta actividad virucida en el extracto
etanolico de las raices de Solanum sisymbriifolium Lam. (Solanaceae) contra el DENV-2, con un
valor de concentracion maxima efectiva (CE50) de 24,97 pg/mL, sin presentar efectos citotoxicos
notables sobre las células Vero E6. Tres saponinas aisladas del extracto de raiz mostraron efectos
virucidas, con valores de CE50 entre 24,9 y 35,1 pug/mL contra el DENV-2. Ademas, estas
saponinas exhibieron actividad inhibidora frente al virus de la fiebre amarilla, con valores de
CE50 entre 126 y 302,6 pug/mL, lo que sugiere su posible eficacia contra otros virus del género
Flavivirus. En resumen, estas saponinas podrian representar compuestos prometedores para el

desarrollo de agentes antivirales.
Antecedentes nacionales de la investigacion

Ccanto Urbano (17) en el afio 2023 realizé en Yauyos una investigacion cuyo objetivo fue
Evaluar la diversidad de especies vegetales que coexisten en asociacion con el cojin de
Pycnophyllum molle J. Rémy, asi como aquellas presentes en areas sin su influencia, considerando
las variaciones que ocurren durante las temporadas himeda y seca. En parcelas de 1 m2 se realiz6

la evaluacion de las especies vegetales que crecian tanto dentro como fuera de los cojines de
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Pycnophyllum molle J. Rémy.Se presenta los resultados preliminares de las plantas asociadas al
cojin P. molle J. Rémy como en los espacios no asociados a los cojines. En los ecosistemas

altoandinos, la especie P. molle podria proporcionar el establecimiento de otras especies vegetales

1.2. Formulacién de problema

Problema general

¢Qué métodos son mas adecuados para la extraccion, identificacion y cuantificaciéon de las
saponinas presentes en el extracto etanélico de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana)

de uso tradicional en Sansaycca -Ayacucho?
Problemas especificos

PE1. ¢Cual es el procedimiento Optimo para la extraccion de saponinas a partir del extracto
etandlico de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en Sansaycca -
Ayacucho?

PE2. ;Qué métodos analiticos son adecuados para la identificacién y caracterizacién de las
saponinas presentes en el extracto etanélico de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana)

de uso tradicional en Sansaycca - Ayacucho?

PE3. ¢ Cudles son las técnicas fisicoquimicas mas apropiadas para la cuantificacién de saponinas
en el extracto etandlico de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional

en Sansaycca - Ayacucho?

1.3. Justificacion e importancia de la investigacion

El andlisis de las saponinas presentes en el extracto etandlico de la raiz de Pycnophyllum molle es
esencial para validar cientificamente su uso tradicional en la medicina andina, especificamente en
la comunidad de Sansaycca, Ayacucho. Aunque esta especie ha sido empleada ancestralmente
para diversas afecciones, existe una carencia de estudios que respalden su eficacia y seguridad

desde una perspectiva cientifica.

Las saponinas son compuestos naturales que exhiben una amplia gama de actividades bioldgicas,
incluyendo propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas, antifingicas y

antivirales

Estas propiedades sugieren que las saponinas podrian desempefiar un papel crucial en el

desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

La identificacion y cuantificacion de saponinas en P. molle no solo contribuira al conocimiento

fitoquimico de la especie, sino que también permitird evaluar su potencial terapéutico y
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farmacoldgico. Este enfoque es fundamental para el desarrollo de fitomedicamentos y para la

integracion de la medicina tradicional con la practica clinica contemporéanea.

Ademaés, la validacion cientifica de los usos tradicionales de P. molle puede promover la
conservacion de la biodiversidad y el conocimiento ancestral, fomentando un uso sostenible de
los recursos naturales y fortaleciendo la identidad cultural de las comunidades locales.

1.4. Objetivos

Objetivo general

Determinar el contenido de saponinas en el extracto etandlico de la raiz de Pycnophyllum molle
J. Rémy (Taksana) mediante métodos adecuados de extraccion, identificacion y cuantificacion,
en relacion con su uso tradicional en Sansaycca - Ayacucho.

Objetivos especificos

OEL. Optimizar el proceso de extraccion de saponinas a partir del extracto etanélico de la raiz de

Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en Sansaycca - Ayacucho.

OE2. Identificar y caracterizar las saponinas presentes en el extracto etandlico de la raiz de
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en Sansaycca - Ayacucho mediante
técnicas analiticas adecuadas.

OE3. Cuantificar el contenido de saponinas en el extracto etandlico de la raiz de Pycnophyllum
molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en Sansaycca — Ayacucho, empleando métodos

fisicoquimicos apropiados.
1.5. Hipotesis

Hipotesis General:

El extracto etandlico de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) contiene saponinas
en concentraciones significativas, las cuales pueden ser extraidas, identificadas y cuantificadas
mediante métodos analiticos adecuados, lo que respalda su uso tradicional en Sansaycca -

Ayacucho.

Hipotesis Especificas:
HEL. La extraccion con etanol permite obtener una cantidad éptima de saponinas de la raiz de
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en Sansaycca — Ayacucho.

HE2. Las saponinas presentes en el extracto etandlico de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy
(Taksana) de uso tradicional en Sansaycca — Ayacucho, pueden ser identificadas y caracterizadas

mediante reacciones de coloracion.
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HES3. La cuantificacién de saponinas mediante métodos fisicoquimicos permitira correlacionar su
contenido con las propiedades medicinales de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana),

atribuidas tradicionalmente en Sansaycca - Ayacucho.

1.6.Marco Teorico

Saponinas

El término “saponina” proviene del latin sapo, que significa jabdn, en alusion a su capacidad de
generar espuma cuando los extractos vegetales que las contienen se agitan en agua (18). Estas
sustancias constituyen un grupo heterogéneo de compuestos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, caracterizados por una estructura que incluye un ndcleo triterpénico o esteroide de
naturaleza lipofilica unido a una o varias cadenas de azlcares hidrofilicos (19,20). Esta diversidad
estructural explica la amplia gama de propiedades fisicoquimicas y biolégicas que presentan.

En los ultimos afios, el interés creciente por los productos naturales, junto con las propiedades
tensioactivas de las saponinas y la evidencia acumulada sobre su actividad bioldgica incluyendo
efectos anticancerigenos, hemoliticos e hipocolesterolémico, ha impulsado su valoracion como
compuestos de alto valor comercial, con aplicaciones en expansion en las industrias alimentaria,

cosmética y farmacéutica (21).
Clasificacion:

Las saponinas, al ser sometidas a hidrolisis, se descomponen en dos fracciones: una porcion
glucdnica (azucarada) y una aglucénica (sapogenina). De acuerdo con la naturaleza estructural de
la sapogenina, se clasifican en saponinas neutras y  saponinas  4cidas.
Las neutras derivan de esteroides con cadenas laterales espiroquetales, predominando casi
exclusivamente en las angiospermas monocotileddneas; mientras que las &cidas, que son las méas
comunes, presentan una estructura triterpenoide y se encuentran mayormente en las angiospermas

dicotileddneas.

Las sapogeninas son agliconas de tipo esteroidal o triterpenoide policiclico, que pueden contener
uno o més enlaces dobles C=C. Generalmente, la cadena oligosacaridica se une al carbono C3
(saponinas monodesmdsidicas), aunque algunas presentan un segundo residuo de azlcar en C26
0 C28 (saponinas bidesmésidicas). La gran diversidad estructural de las saponinas proviene de la
variacion en la composicion y disposicion tanto del aglucén como de las cadenas de azucares que

las conforman (22)

Las saponinas se hidrolizan en una fraccion azucarada (glucon) y una no azucarada (sapogenina).
Segln la estructura del aglucon, se clasifican en esteroidales (neutras), presentes en
monocotileddneas, y triterpenoides (&cidas), comunes en dicotiledoneas. La sapogenina puede

tener uno o mas dobles enlaces (C=C) y la cadena de azlcares suele unirse al C3
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(monodesmosidicas) o también al C26-C28 (bidesmdsidicas). La gran diversidad estructural de
las saponinas se debe a las variaciones en la naturaleza del aglucén y en la composicién de los

azUcares (23).
Propiedades medicinales:

Las saponinas son metabolitos secundarios con alto valor terapéutico presentes en numerosas
plantas medicinales, destacando por su naturaleza anfipatica (parte hidrofilica y lipofilica), que

les permite interactuar con membranas celulares y proteinas plasmaticas.

Diversas investigaciones recientes confirman sus efectos multifuncionales en el organismo. En el
ambito metabdlico, las saponinas de Panax ginseng, Dioscorea villosa y Trigonella foenum-
graecum modulan la resistencia a la insulina, mejoran la tolerancia a la glucosa y reducen los
niveles de lipidos sanguineos, mostrando utilidad potencial en la prevencion de la diabetes tipo 2

y la dislipidemia (24).

En el sistema cardiovascular, se ha evidenciado que regulan la presion arterial, reducen la
oxidacion del colesterol LDL, inhiben la agregacion plaquetaria y ejercen efectos
cardioprotectores en casos de isquemia e infarto (25). Asimismo, presentan accion
antiinflamatoria y antioxidante, bloqueando rutas de sefializacion como NF-kB, MAPK y
Nrf2/HO-1, fundamentales en enfermedades inflamatorias crénicas.

En el campo oncolégico, estudios recientes muestran que las saponinas triterpenoides inducen
apoptosis, inhiben la proliferacion tumoral y reducen la resistencia a farmacos en lineas celulares
de cancer de mama, colon y pulmén (26). Ademas, ejercen efectos inmunoestimulantes,
potenciando la respuesta humoral y celular, lo que ha motivado su uso como adyuvantes en

vacunas.

Finalmente, se les atribuyen efectos hepatoprotectores, nefroprotectores y neuroprotectores,
relacionados con su capacidad para modular enzimas antioxidantes y disminuir el estrés oxidativo.
Su aplicacion actual se extiende a la nutracéutica y fitoterapia moderna, siendo objeto de

desarrollo en formulaciones orales y topicas.
Propiedades cosméticas:

Las saponinas son compuestos de origen vegetal con una estructura anfipatica que les permite
actuar como tensioactivos naturales, combinando propiedades emulsionantes, limpiadoras y
espumantes. Gracias a estas caracteristicas, se utilizan ampliamente en la elaboracion de
productos cosméticos como champus, jabones, geles, cremas y lociones. Su accion limpiadora es
suave y eficaz, eliminando impurezas y exceso de grasa sin irritar la piel, a diferencia de los

detergentes sintéticos.
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Ademas de su funcidn surfactante, las saponinas poseen importantes propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, que protegen la piel frente al estrés oxidativo, la radiacion ultravioleta y la
contaminacién ambiental, previniendo asi el envejecimiento cutaneo. También estimulan la
microcirculacion, promueven la regeneracion celular y ayudan a mantener la hidrataciéon y
elasticidad de la piel (27).

En el cuidado capilar, fortalecen el foliculo piloso, reducen la caspa y aportan brillo y suavidad
al cabello. Estas cualidades han impulsado su creciente uso en la cosmética natural y ecoldgica,
como alternativa sostenible a los surfactantes sintéticos, mejorando la biocompatibilidad y
reduciendo el impacto ambiental (28, 29).

Meétodos para la cuantificacion de saponinas

- El método colorimétrico con vainillina—acido sulfarico se fundamenta en la reaccion de los
nucleos triterpenoides o esteroidales con vainillina en medio &cido, formando un complejo
coloreado medido a 540-560 nm. Es rapido, sensible y econdémico, aunque puede presentar

interferencias (30).

- ElI método gravimétrico consiste en extraer las saponinas, evaporar el solvente y pesar el

residuo seco. Es simple, pero poco preciso y se emplea solo para estimaciones generales (31).

- La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) separa y cuantifica saponinas
individuales mediante columna C18 y detectores ELSD o CAD, siendo el método méas exacto para
control de calidad (32).

- Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC MS/MS permite
identificar y cuantificar saponinas con alta sensibilidad detectando sus fragmentos caracteristicos,

aunque requiere equipamiento especializado (33).
Pycnophyllum molle (Taksana)
Sinonimia botanica

Pycnophyllopsis molle (J. Rémy) Muschl., Pycnophyllum bryoides Muschl. y Pycnophyllum

aculeatum Muschl (34).
Sinonimia comun

Taksana”, “yareta blanca”, 0 “cojin de puna, huaricoca, molle de altura.

Clasificacion sistematica

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
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CLASE: CARYOPHYLLIDAE

ORDEN: CARYOPHYLLALES

FAMILIA: CARYOPHYLLACEAE

GENERO: PYCNOPHYLLUM J. REMY

ESPECIE: PYCNOPHYLLUM MOLLE J. REMY
Descripcion botanica

Pycnophyllum molle J. Rémy es un arbusto dioico, perenne y densamente cespitoso, que forma
cojines hemisféricos de 20 a 200 cm de diametro. Posee tallos lefiosos de 5-10 mm y ramas
herbaceas apifiadas. Sus hojas son pequefias, imbricadas y escariosas, con laminas lanceoladas a
ovadas, apice agudo u obtuso y nervadura central poco desarrollada. La inflorescencia es terminal
y solitaria, con bracteas opuestas, membranosas y flores unisexuales de estructura simple.
Presenta sépalos imbricados, pétalos ausentes o reducidos, y estambres o estaminodios segun el
sexo. El ovario es tricarpelar, unilocular y glabro, con estilo simple y estigma capitado. El fruto
es una cépsula trigona o utriculo que se abre por tres valvas. Las semillas son reniformes,

comprimidas y de color marrén claro a oscuro (35).

Figura 1. Pycnophyllum Molle J. Remy “taksana” — Fotografia tomada en el Departamento de
Ayacucho/Provincia de Parinacochas/ Distrito de Sansaycca.
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Origen y distribucion

Pycnophyllum molle J. Rémy es una especie originaria de la regién andina de Sudamérica
occidental, distribuida desde el altiplano peruano y boliviano hasta el noroeste argentino. Se
desarrolla principalmente en ecosistemas montanos altoandinos, caracterizados por condiciones
semiaridas y frias propias de la puna altoandina (36). En el Peru crece en Ancash, Arequipa,

Ayacucho, Cajamarca, Junin, Moquegua y Puno

228" SW
itud:4332.7m
idad0 akm/h

Figura 2. Ubicacion geogréafica de Pycnophyllum Molle J. Remy “‘taksana”

Parte utilizada

Hojas, tallos y raices.
Composicién quimica:

Saponinas triterpénicas, flavonoides, taninos, polifenoles.
Usos tradicionales

Pycnophyllum molle J. Rémy es una especie andina utilizada en la medicina tradicional por sus
efectos antiinflamatorios, antimicético, antipirético, cicatrizantes y antimicrobianos.
Las comunidades altoandinas del Pert emplean infusiones o decocciones de la parte aérea y raices
para aliviar afecciones respiratorias, fiebre, digestivas y cutaneas, asi como para desinfectar,
cicatrizar heridas. También se usa en cataplasmas o bafios medicinales destinados a reducir
inflamaciones, lo usa también como antiséptico (champu natural) y purificar el cuerpo tras

enfermedades.
Contraindicaciones

Evitar su administracion en embarazo, lactancia, nifios o personas con enfermedades crénicas

hasta que se disponga de estudios.
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. Tipo, Nivel y disefio de investigacion

Tipo de investigacion

La investigacion aplicada puede integrar la teoria existente. Por lo general utilizan varias ciencias
para la resolucion de problemas. En caso de que el problema sea concreto y no se le puede

resolverse aplicando los principios abstractos de una ciencia (37).
Nivel de investigacion

Descriptiva: Se encarga de especificar las propiedades importantes de personas, grupos,

comunidades o cualquier otro fendmeno que esté sometido al analisis (38).
Disefio de la investigacion
Experimental

2.2. Poblacion y muestra

Poblacion vegetal:

Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana)

Muestra vegetal:

200g de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana)

2.3. Lugar de investigacion

Universidad Nacional San Luis Gonzaga, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Laboratorio de Farmacognosia.

2.4. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales utilizados

- Detergente

- Etiquetas

- Frascos &mbar

- Marcador permanente
- Papel aluminio

- Papel filtro

- Papel Kraft

- Papel toalla

- Tijeras de podar

- Cinta adhesiva

- Regla
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- Libreta
Instrumentos de laboratorio

- -Bagueta

- Celdas de espectrofotometro

- Embudo

- Espétula

- Fiolade 25 mL y 100 Ml

- Gradilla

- Luna de reloj

- Pipetas de diversas capacidades (1 mL, 5mL)
- Probeta

- Propipeta

- Tubo de ensayo

- Vaso precipitado de diversivas capacidades (25 mL, 50 mL, 100 mL)

Equipos de laboratorio

- Balanza analitica
- Bafio maria

- Espectrofotometro
- Molinillo

- rotavapor

Reactivos

Acido sulfarico QP (H.SO4 QP)

- Agua destilada

- Anhidrido acético (CH3CO)

- Etanol 70°

- Reactivo alfa naftol al 0.1 %

- Reactivo cloroformo

- Acetona

- Metanol

2.5 Tratamiento de la muestra de vegetal:
Comprende las siguientes etapas:

Recoleccion y clasificacion de la muestra:

La especie Picnophyllum molle J. Remy fue recolectada por la autora en la region
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de Ayacucho, Provincia de Parinacochas, distrito de Sansaycca se realizd a las
primeras horas de la mafana, utilizando herramientas y sacos esterilizados con el
fin de evitar contaminacion. Posteriormente, el material vegetal fue trasladado al
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”.

Una submuestra fue remitida al &rea de boténica de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”, para su identificacion
taxondmica, la cual fue realizada por una bidloga certificada, segun el Sistema de
Clasificacion APG IV (2016).

Seleccidn de la muestra vegetal:

Una vez recolectadas las raices de la especie, se procedio a seleccionar con el
objetivo de realizar una separacion de las partes deterioradas y evitar la mezcla con
otra especie u otras partes de la planta, después fueron guardados en bolsas de papel
Kraft, para poder evitar la descomposicion de las raices, principalmente por factores

externos.

Limpieza de la muestra vegetal:

Esta etapa se llevo acabo con la finalidad de eliminar residuos de tierra, suciedad,
otras materias que podrian existir en la muestra, evitando asi posibles interferencias
0 alteraciones posteriores. Para ello se utiliz6 con la ayuda de un cepillo se retirara

la tierra adherida en las raices secundarias y se lavé con agua potable.

Secado de la muestra vegetal:

En primer lugar, se hizo un desecado natural bajo sombra durante 10 dias, luego se
llevé a estufa a 60°C.

Molienda de la muestra vegetal:

Una vez desecado el material vegetal, se procedié con la trituracion (manual)
obteniendo fracciones pequefias y posteriormente se realizé su molienda en molino
analitico hasta tamafio de particula adecuado.

Conservacion de la muestra vegetal: Las raices secas y trituradas se colocaron en
en frascos &mbar en un lugar sin humedad y luz directa, hasta su posterior utilizacion
y se coloco una etiqueta indicando nombre de la especie, parte utilizada y la fecha

de almacenamiento.
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Figura 3. Flujograma tratamiento de vegetal

Extraccién de Saponinas

Para obtener el extracto se pes6 100 g de raiz Picnophyllum molle J. Remy, y en un
vaso de precipitado se agreg6 250 mL de etanol de 70° y se agito hasta
homogenizar ambas muestras. Luego se sometié a hervir en bafio maria durante 30
min a una temperatura de 60°C durante 60 minutos. Se concentro el extracto

filtrado para luego someter a bafio maria por evaporizacién a seco por 60 min.
Identificacion de saponinas:
A. Prueba de Liebermann-Burchard:

Se transfirio una alicuota de la muestra a un matraz de Erlenmeyer vy se afiadio 5
mL de cloroformo se disolvié con una bagueta hasta homogenizar la solucion. Se
coloco a un tubo de ensayo y se agregd 2 mL de anhidrido acético se agitd y se
afiadi6 2 gotas de acido sulfarico. Al instante se presencid una reaccion rapida color

azul, que paso a un color anaranjado y finalmente a un color verde oscuro donde:

1. Rosado — azul muy rapido
2. Verde intenso — visible, aunque rapido
3. Verde oscuro — negro — final de la reaccion

Los resultados confirman la presencia de saponinas (+++) esteroidales
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B. Prueba de Salkowski

Se coloco con una espatula una pequefia muestra del extracto seco hacia un tubo de
ensayo, luego se afiadié 5 mL de cloroformo para disolver después se agregé 2 mL
de &cido sulfarico concentrado cuidadosamente por las paredes del tubo de ensayo a
la solucion de cloroformo formandose una capa inferior, se observo una coloracién

roja a vino tinto dando como resultado la presencia de saponinas esteroidales (+++)
C. Prueba de a-naftol

Se pesé 2mg de muestra seca y se colocd en un vaso precipitado se afiadio etanol
70° y se disolvio hasta que homogenice la muestra seca, se agregé luego 2 gotas de
alfa naftol al 0.1% en el tubo de ensayo y por las paredes del tubo se dejo6 reshalar
2 mL de &cido sulfarico concentrado, sin agitar se observo la formacién de dos
capas, donde se observo la formacién de un anillo de color violeta en la interfase,

siendo la reaccidn positiva (+++).
Valorizacién de saponinas:

Para valorar las saponinas se emplearan métodos fisicos como el Test afrosimétrico

y el Indice de espuma

A. Test afrosimétrico: Se tomo la ¥ parte de la muestra seca en un vaso
precipitado y en una probeta colocamos 5 mL de agua destilada se mezcla
ambas soluciones donde la muestra se sometera a calentamiento en un
bafio Maria en ebullicién durante 2 minutos, agitando enérgicamente.
Como resultado, se observara la formacion de una espuma estable. La
duracion de la espuma se evaluara utilizando un sistema de cruces, donde
una persistencia de 5 a 20 minutos se califica con (+), de 20 a 25 minutos
con (++), y de 30 minutos 0 mas con (+++).

B. Indice afrosimétrico: Corresponde al valor que indica el volumen, en
centimetros cubicos, en el cual se disuelve un gramo de material
saponinico para generar una espuma de un centimetro de altura dentro de
un tubo de 16 mm de didmetro, que contiene 10 mL de solucion. Este
método para evaluar la presencia de saponinas se basa en su propiedad
fisicoquimica de reducir la tension superficial en soluciones acuosas, lo
que genera una formacion abundante de espuma al ser agitada. Para que
esta medicion sea valida como referencia analitica, debe realizarse bajo

condiciones especificas.
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a. Muestra de raiz taksana

La muestra se pes6 50g de muestra de raiz y se colocé en un frasco con etanol
de 70° a 200mL luego se dejé macerar por 4 dias, se filtrd la maceracion y se
recolecto el liquido para luego colocar en 10 tubos del mismo didmetro

donde se trabajé con la solucion muestra de la planta:

Tabla 1. Solucion de muestra vegetal (taksana)

Solucion de Muestra vegetal (raiz de taksana) + agua destilada:

Tubo 1: se afiadié 0.5 ml de muestra + 4.5 ml de agua destilada

Tubo 2: se afiadié 1ml de muestra +4ml de agua destilada

Tubo 3: se afiadio 1.5 ml de muestra + 3.5 ml de agua destilada

Tubo 4: se afiadié 2 ml de muestra + 3 ml de agua destilada

Tubo 5: se afiadié 2.5 ml de muestra + 2.5ml de agua destilada

Tubo 6: se afiadio 3 ml de muestra + 2 ml de agua destilada

Tubo 7: se afiadié 3.5 de muestra + 1.5 ml de agua destilada

Tubo 8: se afiadié 4 ml de muestra + 1 ml de agua destilada

Tubo 9: se afiadi6 4.5 de muestra + 0.5 ml de agua destilada

Tubo 10: se afadié 5 ml de muestra

cada tubo se agito vigorosamente medio minuto (unos 30 — 40 veces),
donde se dejé en reposo los tubos por 15 minutos en posicion vertical
durante ese tiempo se presentd burbujas en todo el tubo donde se procedi6
a medir la altura de la espuma formada con una regla de

cada tubo para ello se va interpretar de la siguiente manera:

Alturade laespuma (cm) Resultado Interpretacion
0-05cm Negativo No
saponinas
detectables
0.5-1.0cm Duda/Incierto Presencia débil

o interferencias

>1.0cm (y persiste > 15 min)

Positivo fuerte

Presencia
significativa de
saponinas
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Donde se observad la altura de espuma formada de cada tubo:

Tabla 2. Medida de altura de espuma en muestra vegetal (taksana)

Tubo Muestra Agua destilada Volumen Altura de
vegetal espuma
Tubo 1: 0.5ml 4.5ml 5ml 0.14 cm
Tubo 2: 1ml 4ml 5mi 0.44 cm
Tubo 3: 1.5ml 3.5ml 5ml 0.52 cm
Tubo 4: 2ml 3ml 5mil 0.59cm
Tubo 5: 2.5ml 2.5ml 5ml 0.60cm
Tubo 6: 3ml 2ml 5ml 0.98 cm
Tubo 7: 3.5ml 1.5ml 5ml 0.98 cm
Tubo 8: 4 ml 1ml 5ml 1.18 cm
Tubo 9: 4.5ml 0.5ml 5ml 1.34cm
Tubo 10: 5ml 0 5mil 1.42cm

b. Muestra estdndar pura: La muestra estandar pura se peséa 1 gy luego

se afladié agua destilada de 100 mL se diluyo ambas muestras. Después

se tomaron 10 tubos del mismo didmetro donde se trabajé con la

solucion muestra de la planta:

Tabla 3. Solucion de muestra estandar pura

Solucion de Muestra estandar pura + agua destilada:

Tubo 1: se afiadi6 0.5 mL de muestra estandar + 4.5 mL de agua destilada

Tubo 2: se afladié 1mL de muestra estandar + 4 mL de agua destilada

Tubo 3:

se afiadio 1.5 mL de muestra estandar + 3.5 mL de agua destilada

Tubo 4:

se afiadio 2 mL de muestra estandar + 3 mL de agua destilada

Tubo 5:

se afiadid 2.5 mL de muestra estandar + 2.5mL de agua destilada

Tubo 6:

se afladié 3 mL de muestra estandar + 2 mL de agua destilada

Tubo 7:

se afiadio 3.5 mL de muestra estandar + 1.5 mL de agua destilada

Tubo 8:

se afiadio 4 mL de muestra estandar + 1 mL de agua destilada

Tubo 9:

se afiadio 4.5mL de muestra estdndar + 0.5 mL de agua destilada

Tubo 10: se afiadié 5 mL de muestra estandar
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cada tubo se agito vigorosamente medio minuto (unos 30 — 40 veces)

se dejé en reposo los tubos por 15 minutos en posicion vertical durante ese

tiempo se presentd burbujas en todo el tubo donde se procedié a medir la

altura de la espuma formada con una regla de cada tubo para ello se va

interpretar de la siguiente manera:

Altura de la espuma (cm) Resultado Interpretacion
0-0.5cm Negativo No hay saponinas detectables
0.5-1.0cm Duda/Incierto Presencia débil o interferencias

> 1.0 cm (y persiste > 15 min)

Positivo fuerte

Presencia significativa de saponinas

Donde se observo la altura de espuma:

Tabla 4. Medida de altura de espuma en muestra pura

Tubo Muestra Agua destilada Volumen Altura de
vegetal espuma
Tubo 1: 0.5mL 4.5mL 5mL 0.06 cm
Tubo 2: 1 mL 4 mL 5mL 0.33cm
Tubo 3: 1.5mL 3.5mL 5mL 0.55cm
Tubo 4: 2 mL 3 mL 5mL 0.69 cm
Tubo 5: 2.5mL 2.5mL 5mL 0.92 cm
Tubo 6: 3 mL 2 mL 5mL 1.18 cm
Tubo 7: 3.5mL 1.5mL 5mL 1.36 cm
Tubo 8: 4 mL 1 mL 5mL 1.62cm
Tubo 9: 4.5mL 0.5mL 5mL 1.84 cm
Tubo 10: 5 mL 0 5mL 2.00 cm
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE SAPONINAS POR EL METODO
LIEBERMAN - BOUCHARD (UV/VIS)

El método de Liebermann—Burchard se basa en la reaccion de saponinas con anhidrido
acético y 4cido sulfdrico concentrado, formando un complejo coloreado (verde-azulado),
cuya absorbencia va ser medida en el rango de 620 a 660 nm. El color generado es

proporcional a la concentracion de saponinas presentes.

A. Preparacion del Estandar Interno de Saponinas: La muestra de taksana seca se
trituro hasta obtener un polvo fino. Donde se pes6 50 g del polvo y se colocé en un
frasco con 200 mL de etanol al 70°, dejandolo macerar por 4 dias con agitacion ocasional,
se llevé a concentrar en el rota vapor se afiadio metanol de 100 mL Y se pasé a concentrar
por 1 hora. Para luego llevar a bafio maria por evaporizacion, se afiadié 30 mL de acetona
fria al extracto filtrado para precipitar las saponinas. Se Peso el sélido seco (extracto
enriquecido en saponinas) que da a 165.28. luego paso a Disolver 0.5 g de este sélido en
10 mL de etanol al 70° para obtener una solucidon estandar de 1 mg/mL. Donde se Prepard
diluciones de trabajo: 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 de estdndar en tubos separados,
completando a 10 mL con etanol.

B. Preparacion de muestra vegetal (raiz de taksana): La muestra de raiz taksana seca se
trituro hasta obtener un polvo fino se pesé 50 g. de muestra y se afiadié de 250 mL de etanol
70°, después se dejo macerar 4 dias donde después se realiz6 filtracidn a vacio por 2 horas.

Luego se llevéd a rotavapor por una hora.

C. Procedimiento de Determinacion Barrido de la curva: Se tomo 4 tubos donde se
colocd 1 mL de muestra estdndar en cada tubo, en cada tubo con dilucion estandar, se
agregé 3 mL de anhidrido acético. Se Afiadié lentamente (por las paredes del tubo) 3
gotas de acido sulfurico concentrado. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente
(o en bafio Maria si se estandariza asi). luego paso Medir la absorbencia donde dio a una
onda de longitud a 650 nm en un espectrofotémetro UV/Vis contra blanco (reaccién sin

muestra).

Lectura de muestra de raiz: La muestra de raiz de taksana se pes6 a 0.834g y luego
se colocd a un tubo de ensayo donde se afiadio 3 ml de anhidrido acético, lentamente (por
las paredes del tubo) 3 gotas de acido sulfurico concentrado. Se lleva a espectrofotometria
g u e dio como resultado 99.7219101 mg/mL y se mido la absorbencia a 1.8136 para luego

ser llevado a curva de calibracion
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2.6. Técnicas de procesamiento de datos
Los datos obtenidos de la investigacion seran organizados en tablas, organigramas y figuras los
cuales seran debidamente clasificados, y comparados con bibliografias actuales, con contenido

relacionado al tema.

2.7. Aspectos éticos
Los hallazgos obtenidos en este estudio serdn recogidos y presentados de manera ética, en
concordancia con los principios establecidos en los protocolos de ética y bioética. Desde el inicio,
se proporcionara una descripcion veraz y confiable del procedimiento experimental. Se asegurara
que los resultados se guarden de manera segura para evitar cualquier manipulacion indebida o uso

contrario a los principios éticos y de bioética en la investigacion cientifica

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los datos obtenidos a partir de los procedimientos experimentales realizados para determinar la
saponina del extracto etanélico de Pycnophyllum Molle J. Remy fueron organizados y procesados
mediante la herramienta Microsoft Excel. Esta plataforma facilit6 la tabulacion de los resultados
obtenidos en la valoracion de saponinas por indice afrosimétrico y cuantificacion de
espectrofotometria UV/VIS. asi como el calculo de los porcentajes y la construccion de las curvas
de calibracion respectivas. A partir de dichas curvas se estimaran los valores de porcentaje,
parametros esenciales para valorar y cuantificar la capacidad saponinica del extracto. El analisis
que se desarrolla a continuacion permitira interpretar de forma clara y sistematica los resultados

experimentales, contribuyendo a la determinacién de saponina de la muestra vegetal ( taksana).

Valoracion de saponina por el indice afrosimetrico realizada al extracto etanolico de

Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana)

Para la valoracion de saponinas se trabajo con el extracto etanolico de Pycnophyllum molle J.
Rémy (Taksana). La determinacion se realizé empleando el indice afrosimetrico, cuyos resultados

se presentan en la tabla correspondiente.

Los datos obtenidos fueron procesados en el programa Microsoft Excel se elabor6 el grafico
respectivo y se incorpord una linea de tendencia lineal, junto con la ecuacion de la recta y el
coeficiente de determinacion (R2), el cual permitié evaluar el grado de ajuste de los datos

experimentales a la recta estimada.
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Tabla 5. Valoracién de indice afrosimetrico

Vol. Conc Altura | Altura |Altura
estandar | final R1(cm) |R2(cm) |Prom
(mL)  |(mg/mL) (cm)
0,05 0,5 0,06 0,07 0,06
0,10 1,0 0,35 0,31 0,33
0,15 15 0,53 0,58 0,55
0,20 2,0 0,67 0,71 0,69
0,25 2,5 0,92 0,93 0,92
0,30 3,0 1,22 1,14 1,18
0,35 3,5 1,27 1,45 1,36
0,40 4,0 1,56 1,67 1,62
0,45 4,5 1,84 1,83 1,84
0,50 50 1,97 2,02 2,00

Nota: Se realizé una solucién madre de 1gr de estandar en 100ml de agua destilada

Los resultados se generaron en Excel y se complement6 con una linea de tendencia lineal, junto

con la ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacidn R2, el cual indicé el grado de ajuste

de los datos experimentales a la recta estimada para la raiz de taksana.

Para poder hallar el % de la altura de espuma se dio de esta manera:

Tabla 6. Porcentaje de saponina a partir de altura de medida

Estimacion de % de saponinas a partir de la altura medida (via calibracion)

Altura medida de la muestra (cm) 1,2
DF (factor de dilucion previo a lectura) 1
Volumen final del extracto (mL) 10
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Masa de muestra ()

Humedad de la muestra (%)

Pendiente (S) 0,432121212
Intercepto (b) -0,133333333
Concentracion en extracto (mg/ml) 3,085553997
Concentracion corregida por DF (mg/ml) | 3,085553997

mg totales en el extracto 30,85553997
mg/g (base himeda) 30,85553997
% wiw (base humeda) 3,085553997
mg/g (base seca) 35,0631136
% wiw (base seca) 3,50631136

Nota: Asegurarse de que la altura medida esté dentro del rango de calibracion; si es mayor,

considera diluir o ampliar la curva.

Y =0,432121212x - 0,13333333

x=12+0,13333333

0,432121212

X = 3,085553997mg/ml

Como son 10ml del extracto x = 30,85553997mg/gr
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X
Y = — X100
w

Y = 30,85553997 x 100

1000
Y = 3,0855 % Base humeda
Como laraiz tiene 12% de humedad
Y = 3,506 % Base seca

Tabla 7. Altura de espuma realizadas con el extracto de la raiz tacksana

Volumen | Altura  de
Tubo | deextracto | espuma Pen_rsistencia Cumple

mt) (cm, 15 min) (min) (=1 cm y 15 min)
1 05 0.14 7 FALSE
i L0 044 10 FALSE
3 15 0.52 11 FALSE
4 2.0 0.59 13 FALSE
> 25 0.60 12 FALSE
6 3.0 0.98 15 FALSE
7 35 0.98 17 FALSE
8 4.0 118 24 TRUE
o 4.5 1.34 19 TRUE
10 5.0 1.42 22 TRUE

Como se procedié a medir la altura de espuma formada de cada uno de los 10 tubos donde la

interpretacion de indice afrosimetrico nos indica que > 1.0 cm (y persiste > 15 min) donde habra
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una presencia significativa de saponinas por el cual al observar la tabla da como resultado final
que se obtiene en los tres Ultimos tubos un positivo fuerte de altura de espuma con una gran

cantidad de presencia de saponinas.

De acuerdo a ello se realizaron célculos para la obtencién del indice afrosimetrico y el % de

saponina presente en la raiz de pycnophyllum molle J Remy.

Para calcular el indice afrosimetrico (FI) se define como:

Donde:

V= volumen (mL) de la dilucion en la que se observa una columna de espuma estable de 1cm

después de 15 min
C= cantidad de extracto (g) usada para preparar la solucién inicial en 200 mL
Entonces al calcular el indice afrosimetrico queda de esta manera:

Tabla 8. Solucion de altura de espuma por indice afrosimetrico

Volumen Altura de

N, de extracto | espuma Persistencia | Cantidad de extracto | Indice afrosimetrico
ubo
(mL) (cm, 15 | (min) ) (FI)
min)

8 4.0 1.18 24 50 gr 125
9 4.5 1.34 19 50gr 111
10 5.0 1.42 22 50gr 10.0

Entonces se determind que el indice afrosimétrico del extracto (raiz de tacksana), obteniéndose
un valor de 12.5 este resultado indica que el extracto posee una alta cantidad de saponinas ya que

a partir de 4 mL de solucién se logré una altura de espuma alta.

El valor obtenido (FI)= 12.5 sugiere que la planta analizada es de las mas ricas en saponinas ya

que presenta indice superior a 10.

33




CUANTIFICACION DE SAPONINA POR ESPECTROFOTOMETRIA UV - VIS

La cuantificacion de saponinas extraidas se realizd6 mediante la técnica de espectrofotometria

UV-Visible. EI fundamento del método se basa en la reaccion de las saponinas esteroidales con

el reactivo de Lieberman — Burchard, la cual genera una coloracién caracteristica susceptible de

medicion espectrofotométrica.

Para la construccion de la curva de calibracion se empled como estandar una saponina purificada,

obtenida previamente y utilizada como referencia en el analisis espectrofotométrico UV-Visible.

Tabla 9. Cuantificacion por espectrofotometria UV/VIS

Concentracion Absorbancia R1 | Absorbancia | Absorbancia Absorbancia
(ng/mL) (650 nm) R2 (650 nm) Prom (650 nm) Estimada (650 nm)
20 0,3218 0,3216 0,3217 0,3947
40 0,8416 0,8399 0,8408 0,7507
60 1,1457 1,1462 1,1460 1,1067
80 1,4057 1,4061 1,4059 1,4627
100 1,8183 1,8202 1,8193 1,8188
Pendiente (SLOPE) 0,01780125
Intercepto
(INTERCEPT) 0,038635
R"2 (RSQ) 0,985840795

Ensayo con dos tipos de muestras Ul y U2

U1 es tratado con alcohol de 70°

U2 es tratado adicionalmente con acetona fria

Absorbancia Absorbancia Concentracion
Muestra )

(650 nm) Prom (650 nm) estimada (ug/mL)
Ul 1,6157 1,6181 88,72775788
Ul 1,6205 1,6181 88,72775788
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U2 1,8141 1,81365 99,71294151 Precipitado con acetona

U2 1,8132 1,81365 99,71294151 Precipitado con acetona

Tabla 10.

Caélculo de % de saponinas (base hiumeda y base seca) a partir de la curva LB (650 nm)

Entradas

Masa de muestra himeda (g) 0,834
Humedad de la muestra (%) 12
Volumen final del extracto (mL) 100
Factor de dilucién previo a la lectura (DF) 3

Nota: si diluiste 1:3, FD = 3, Humedad = % de agua de la muestra original.

Concentraciones estimadas (ug/mL) desde "Muestras’

U1 (promedio) A 88,72775788 pg/mL
U2 (promedio) B 99,71294151 pg/mL
Célculos

intermedios

88,72775788 Cc real U1 (ug/mL) 266,1832736

99,71294151 Cc real U2 (pg/mL) 299,1388245

mg totales Ul en extracto  26,61832736

mg totales U2 en extracto 29,91388245

mg/g U1 (base himeda) 31,91645967
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mg/g U2 (base himeda) 35,86796457

% w/w Ul (base himeda)  3,191645967

% w/w U2 (base humeda)  3,586796457

A= Solo etanol 70° mg/g U1 (base seca) 36,26870417

B= Precipitado con acetona mg/g U2 (base seca) 40,75905065

A= Solo etanol 70° % wiw U1 (base seca)

B= Precipitado con acetona % wiw U2 (base seca)

Se tiene la relacion lineal y = 0.0178x + 0.0386 donde R2 = 0,98584, el Cx (MG/ML) como se
muestra en la ecuacion es la concentracion de saponinas esteroidales en la solucién colimetrica,

b el intercepto, m la pendiente y Abs es la absorbancia en la longitud de onda de 650 nm.

_Abs— b
B m

Cx

1.81365 — 0.0386
Cx =
0.0178

Cx=99.7219101 ug/mL
Contenido total de saponina se calculé de acuerdo con la ecuacion:
Factor de dilucion (FD) =3

Cx=99.7219101 x 3
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Cx =299.1388245 ug/ml
Convirtiendo en mg totales en el extracto
Cx =299.1388245 ug x 100 mL x 1 mg/ mL 1000 pg
Cx =29.91388245 mg
Colocando cuantos mg hay en 0.834 gr de muestra pesada
Calculando en base humeda

Cx =29.91388245 mg

0.834 gr

Cx = 35.86796 mg/gr

Cx
% de saponina = —— x 100
C muestra
%d . 35.86796457mg 100
0 de saponina = 1000mg X

% de saponina = 3.586
Donde:
Cx = a la concentracion de saponina
C muestra = concentracion de muestra de raiz de extraida por el método.
Determinacion en base seca

1000 mg ------------ 100 %

X = 120 mg de Agua

1000 mg — 120 mg = 880 mg

X =4.07595065 %
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Por lo tanto nuestro % de saponina tiene 3,586 en base himeda y en base seca obtiene un valor

de 4,07595065 lo cual indica que nuestra planta Pycnophyllum Molle J. Remy es rica en saponina

ya que supera el 3% en rango alto donde tiene mayor potencial.

I11.RESULTADOS

Tabla 11. Identificacion de saponinas a partir del extracto etanolico de Pycnophyllum molle J.

Rémy (Taksana)
METABOLITO ENSAYO RESULTADO | OBSERVACION
esteroidal prueba de Lieberman se observd una coloracion

Burchard +++ azul verde - oscuro
esteroidal Prueba de salkowski +++ se observé una coloracion
rojo - vino tinto

glucdsidos Prueba alfa naftol +++ se observo anillo en la
(carbohidratos  en interfase con una
saponinas) coloracién violeta
Saponina (en | Prueba de espuma (test | +++ formacién de espuma
general) afrosimetrico) estable al agitar

Donde:

(+) Se obtiene una baja intensidad de reaccion presente en ese metabolito.

(++) Se obtiene una intensidad moderada de reaccidn presente en ese metabolito.

(+++) Se obtiene una intensidad alta de reaccion presente en ese metabolito.

Tabla 12. Valoracion de saponina por el indice afrosimetrico realizada al extracto etanolico de
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana)

Vol. Conc. Altura | Altura |Altura
estandar | final R1(cm) |R2(cm) |Prom.
(mL) (mg/mL) (cm)
0,05 0,5 0,06 0,07 0,06
0,10 1,0 0,35 0,31 0,33
0,15 15 0,53 0,58 0,55
0,20 2,0 0,67 0,71 0,69
0,25 2,5 0,92 0,93 0,92
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0,30 3,0 1,22 1,14 1,18
0,35 3,5 1,27 1,45 1,36
0,40 4,0 1,56 1,67 1,62
0,45 4,5 1,84 1,83 1,84
0,50 50 1,97 2,02 2,00

Curva de Calibracion (Altura vs
Conc.)
25
=0.4321x-0.1333
2 // R?=1
E 15 /
E // == Series]
2 1 Series2
<
// Lineal (Series2)
05 7/
0
0.0 2.0 4.0 6.0
Concentracién (mg/mL)

Figura 4. Correlacion entre las concentraciones del extracto etanélico de Pycnophyllum
Molle J. Remy “taksana”. Empleando la ecuacion de la recta y=0,4321 x - 0,1333 se obtiene
que: El % da 3.506% de extracto
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Pruebas realizadas con el extracto de la raiz tacksana

Volumende | Altura de
Tubo extracto espuma Persistencia | CUMPle

(mL) PP (min) 1 cm y >15 min)
1 0.5 0.14 7 FALSE
2 1.0 0.44 10 FALSE
3 15 0.52 11 FALSE
4 2.0 0.59 13 FALSE
5 25 0.60 12 FALSE
6 3.0 0.98 15 FALSE
7 3.5 0.98 17 FALSE
8 4.0 1.18 24 TRUE
9 4.5 1.34 19 TRUE
10 5.0 142 22 TRUE

Concentracion (mL) vs Altura de espuma
(cm)

1.50
— /
% 1.00 ~
§ 0.50 m—
o / = | ecturas
§ 0.00
© 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
3
5 Volumen de extracto (mL)

Figura5. Curva de calibracion de altura de espuma para la valoracion de saponina del extracto
etanolico mediante el indice afrosimetrico que nos indica que > 1.0 cm (y persiste > 15 min)
donde habra una presencia significativa de saponinas
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Volumen Altura de

Tub de extracto | espuma Persistencia | Cantidad de extracto | Indice  afrosimetrico
ubo
(mL) (cm, 15 | (min) (9) (F1)
min)

8 4.0 1.18 24 50 gr 125
9 45 1.34 19 50gr 111
10 5.0 1.42 22 50gr 10.0

Tabla 13. Determinacion del indice afrosimétrico del extracto (raiz de taksana),
obteniéndose un valor de FI. 12.5 este resultado indica que el extracto posee una alta cantidad

de saponinas

Tabla 14. cuantificacion de saponina por espectrofotometria uv - vis

Concentracion

Absorbancia

R1

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

(ug/mL) (650 nm) R2 (650 nm) Prom (650 nm) Estimada (650 nm)
20 0,3218 0,3216 0,3217 0,3947

40 0,8416 0,8399 0,8408 0,7507

60 1,1457 1,1462 1,1460 1,1067

80 1,4057 1,4061 1,4059 1,4627

100 1,8183 1,8202 1,8193 1,8188

Pendiente (SLOPE) 0,01780125

Intercepto

(INTERCEPT) 0,038635

R"2 (RSQ) 0,985840795
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Figura 6. Se tiene la relacion lineal y = 0.0178x + 0.0386 donde R2 = 0,98584, el Cx (MG/ML)
como se muestra en la ecuacion es la concentracion de saponinas esteroidales

Ensayo con dos tipos de muestras Ul y U2

U1 es tratado con alcohol de 70°

U2 es tratado adicionalmente con acetona fria

Absorbancia Absorbancia Concentracion
Muestra .
(650 nm) Prom (650 nm) estimada (pg/mL)
Ul 1,6157 1,6181 88,72775788
Ul 1,6205 1,6181 88,72775788
U2 1,8141 1,81365 99,71294151 Precipitado con acetona
U2 1,8132 1,81365 99,71294151 Precipitado con acetona
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Célculo de % de saponinas (base hiUmeda y base seca) a partir de la curva LB (650 nm)

Entradas

Masa de muestra himeda (g) 0,834
Humedad de la muestra (%) 12
Volumen final del extracto (mL) 100
Factor de dilucién previo a la lectura (DF) 3

Nota: si diluiste 1:3, FD = 3, Humedad = % de agua de la muestra original.

Concentraciones estimadas (ug/mL) desde "Muestras'

Ul (promedio) A 88,72775788 pg/mL
U2 (promedio) B 99,71294151 pg/mL
Célculos

intermedios

88,72775788 Cc real U1 (ug/mL) 266,1832736

99,71294151 Cc real U2 (ug/mL) 299,1388245

mg totales Ul en extracto  26,61832736

mg totales U2 en extracto 29,91388245

mg/g U1 (base himeda) 31,91645967

mg/g U2 (base humeda) 35,86796457

% w/w U1 (base himeda)  3,191645967

% w/w U2 (base himeda)  3,586796457
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A= Solo etanol 70° mg/g U1 (base seca) 36,26870417

B= Precipitado con acetona mg/g U2 (base seca) 40,75905065

A= Solo etanol 70°

B= Precipitado con acetona

Tabla 15. concentraciones estimadas en base himeda dando como Cx = 35.86796 mg/g en base
seca como Cx= 40,75905065

Por lo tanto, nuestro % de saponina tiene 3,586 en base himeda y en base seca obtiene un valor
de 4,07595065 lo cual indica que nuestra planta Pycnophyllum Molle J. Remy es rica en saponina

ya que supera el 3% en rango alto donde tiene mayor potencial
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IV.DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacidn evidencian que el extracto etanélico
de la raiz de Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana) presenta una cantidad significativa
de saponinas, con un indice afrosimétrico de 12,5 y una concentracion determinada por
espectrofotometria UV-Vis de 99,71 mg/mL (4.07 % p/p base seca). Estos valores
demuestran un contenido elevado de compuestos espumantes, comparables a los de
especies vegetales reconocidas por su alta rigueza en saponinas, como Quillaja saponaria

y Trigonella foenum-graecum (Rai et al., 2023).

La presencia de saponinas esteroidales (+++) confirmada por las pruebas de Liebermann—
Burchard, Salkowski y a-naftol coincide con lo descrito por Jiménez et al. (2021), quienes
sefialaron que las especies del género Yucca presentan estructuras similares con elevada
actividad bioldgica y valor industrial. Esta similitud sugiere que P. molle comparte
caracteristicas fitoquimicas con otras especies empleadas en cosmética, farmacologia y
biotecnologia vegetal.

Asimismo, los resultados concuerdan con los estudios de Zhang et al. (2024), donde la
extraccion con etanol al 80 ° y asistencia ultrasdnica en saponinas de avena permitio
obtener concentraciones de 0,317 %, evidenciando que el uso de solventes
hidroalcoholicos favorece la recuperacion de estos metabolitos. Aunque la concentracién
reportada para P. molle es considerablemente mayor, ello podria atribuirse a la naturaleza
de la matriz radical y al uso de etanol al 70°, que potencia la solubilidad de compuestos

esteroidales.

De manera similar, Guo et al. (2024) lograron una extraccion eficiente de saponinas de
harina de té utilizando solventes eutécticos profundos con pureza de 95,94 %. Si bien las
condiciones experimentales fueron diferentes, ambos estudios demuestran la importancia
de emplear sistemas ecoldgicos y reproducibles para maximizar la obtencién de saponinas

con fines farmacéuticos.

En el &mbito latinoamericano, Morillo et al. (2022) reportaron contenidos de saponinas
entre 0,06 % y 0,11 % en variedades de quinua, valores inferiores a los determinados en
el presente trabajo. Esto refuerza la hipétesis de que P. molle, al ser una especie de alta
montafia, desarrolla una mayor biosintesis de metabolitos secundarios como mecanismo

adaptativo frente a condiciones de radiacion, sequia y temperatura extremas.
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En el contexto nacional, el estudio de Ccanto Urbano (2023) destac6 la asociacion
ecoldgica de P. molle con otras especies de los ecosistemas altoandinos de Yauyos,
indicando su rol como planta nodriza o protectora de la biodiversidad vegetal. El presente
trabajo complementa dicho enfoque ecolégico con una perspectiva fitoquimica,
demostrando que esta especie no solo cumple una funcién ambiental, sino también

terapéutica y cultural dentro de la medicina tradicional andina.

En conjunto, los resultados obtenidos respaldan el valor bioldgico y etnobotanico de
Pycnophyllum molle J. Rémy, evidenciando su potencial como fuente natural de
saponinas con aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética y nutracéutica. A
diferencia de los estudios previos que se centraron en matrices foliares o frutales, la
presente investigacion constituye el primer analisis cuantitativo reportado en raices de
esta especie, aportando una base cientifica sélida para futuras investigaciones sobre su
perfil fitoquimico, propiedades bioactivas y posible estandarizacion en productos

naturales peruanos.
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V.CONCLUSIONES

1. Se determiné el contenido de saponinas en el extracto etandlico de la raiz de
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana), mediante métodos de extraccion,
identificacion y cuantificacién adecuados.

2. el proceso de extraccion optimizado con etanol al 70°, mediante maceracién
controlada, permitio obtener un extracto concentrado y estable, con indice
afrosimétrico de 12,5. Este valor refleja una alta capacidad espumante, indicativa de
una extraccion eficiente de saponinas.

3. Las pruebas cualitativas (Liebermann—Burchard, Salkowski y a-naftol) mostraron
reacciones positivas (+++), evidenciando la presencia de saponinas esteroidales. Este
hallazgo sugiere que la raiz de P. molle posee estructuras moleculares asociadas con
actividades tensioactivas, cicatrizantes y antimicrobianas.

4. La cuantificacion espectrofotométrica UV—Vis evidencié un alto contenido de
saponinas, lo cual posiciona a P. molle como una fuente vegetal promisoria para

investigaciones en farmacognosia aplicada y desarrollo de productos naturales
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VI.RECOMENDACIONES

1. Realizar ensayos complementarios variando las concentraciones de etanol, el tiempo
y la temperatura de maceracion, con el fin de optimizar el rendimiento y pureza de
las saponinas extraidas. Ademas, se sugiere comparar la eficacia del método de
maceracidn con otros procesos como Soxhlet, ultrasonido o extraccion asistida por
microondas, que podrian incrementar la eficiencia y reproducibilidad del
procedimiento.

2. Emplear técnicas instrumentales avanzadas (HPLC, LC-MS/MS o RMN) para
determinar su estructura molecular y grado de pureza. Esta informacion permitira
identificar los compuestos activos responsables de las propiedades bioldgicas
observadas.

3. Realizar ensayos farmacolégicos orientados a determinar las actividades
antimicrobianas, cicatrizantes, antiinflamatorias y antioxidantes de los extractos
purificados. Estas pruebas contribuirdn a validar cientificamente los usos
tradicionales atribuidos a Pycnophyllum molle en la medicina popular andina.

4. Estudiar la estabilidad fisico-quimica del extracto etandlico y su posible
incorporacién en formulaciones cosméticas o fitoterapéuticas (geles, jabones,
champds, colutorios, etc.), evaluando pardmetros como pH, viscosidad, color y

compatibilidad con excipientes naturales.
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VIIl. ANEXOS

Anexo N°01: Tratamiento de la muestra vegetal

Figura 9. limpiezay secado de muestra vegeta
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Figura 10. trituracion de muestra vegetal

Anexo N°02: extraccion de saponinas

Figura 12. Mezcla de etanol con muestra vegetal
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Figura 13. Bafio maria de muestra pycnophyllum Molle

Figura 15. bafio maria a evaporizar a seco la muestra vegetal
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Anexo N°03: Identificacion de saponinas

Figura 18. Preparacion de método salkowski
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Figura 20. Deteccion de método salkowski

Figura 21. Preparacion de muestra

Figura 22. Deteccion de método alfa naftol
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ANEXO N°04: VALORACION DE SAPONINAS

Figura 23. Preparacion de muesta vegetal

Figura 24. Reaccion de la altura de espuma

Figura 25. Pesado de muestra vegetal
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Figura 28. Medicion la altura de espuma
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ANEXO N°05: CUANTIFICACION ESPECTROFOMETRICO UV /VIS

Figura 31. Secado a rotavapor
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Figura 32. Colocacién a bafio maria la muestra vegetal

Figura 33. Pesado de muestra vegetal seca

1652819,

Figura 34. Preparacion de método Lieberman
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Figura 35. Obtencién de método Lieberman

Figura 36. Observacion de reaccion Lieberman
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Figura 37. Colocacion de muestra a una celda

Figura 38. Realizacion la lectura en espectrofotometr
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Anexo N°06: Certificacion boténica de la especie vegetal

CERTIFICACION BOTANICA

La bidloga quien suscribe CERTIFICA que, la muestra botanica de la planta conocida conel
nombre de "Taksana" proporcionada por la bachiller Janet Pamela Santi Aroni; ha sido estudiada
cientificamente y determinada como Pycnophyllum molle J. Rémy, de acuerdocon el sistema de
clasificacion del APG IV (2016), se ubica en la siguiente categoria taxonémica.

REINO : PLANTAE

DIVISION : FANEROGAMAS

CLASE : EQUISETOPSIDA

SUBCLASE :MAGNOLIIDAE

SUPER ORDEN: CARYOPHYLLANAE
ORDEN: CARYOPHYLLALES
FAMILIA : CARYOPHYLLACEAE

GENERO  : Pycnophyllum

ESPECIE : Pycnophyllum molle J. Rémy

N.V. :"Taksana"

Se expide la presente certificacion a solicitud de la bachiller para los fines que estimeconveniente.

Ica 31 de julio del 2024

Blga. Mag. Zoila Magaly Cuba Coérdova

Docente boténica de la Facultad de Ciencias Biologicas

Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”
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Anexo N°07: Constancia del uso de las instalaciones del laboratorio de Farmacognosia

UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA
@ FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CARTA DE AUTORIZACION

Vista la solicitud presentada por mesa de partes con numero de exp. 637
de fecha 26 de febrero del 2025, del Bach. SANTI ARONI JANET
PAMELA, autor del proyecto de Investigacion titulado: Determinacion
de saponinas del extracto etandlico de la raiz de pycnophyllum molle
J. Rémy (Taksana) de uso tradicional en el anexo de sansaycca-
Ayacucho 2024. en la cual pide aulorizacion comespondiente para utiizar
los ambientes del laboratorio n® LAS0, de FARMACOGNOSIA. del
Departamento de Cienclas Farmacéuticas, esta Direccldn autoriza el uso
del mencionado Laboratorio para los fines solicitados debiendo coordinar
con el responsable de Inventario del laboratorio de la Dra. JESSICA
YOLANDA HUARCAYA ROJAS; para fijar el horario, correspondients.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para
manifestarle los sentimientos de mi mayor consideracion y estima

personal,
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Anexo N°09: Matriz de consistencia

Titulo: Determinacion de saponinas del extracto etandlico de la raiz de Pycnophyllum molle ). Rémy (Taksana) de uso tradicional en el anexo

Sansaycca- Pannacochas, Avacucho 2024,

Problema Objetivo Hipotesis Variables Metodologia
Problema general Objetivo general Hipotesis general Variable independiente L. Tipo de
(Qué métodos son mas adecuados | Determunur el contensdo de sapoamnas en | " r investigacion:
para by ‘extiocibn, idediificacitn 'y | ol extmeto eandlico de I ‘miz. de l.f' B e i Pyenophyllum molle ). Aplicada
cusntificscién de s saponinas | Pyenophyllum molle J. Rémy (Takana) (T"l"”"”; Ay s A Rémy (Taksina) 2. Disefio dela
presentes en ol extracto etandlico de | meduante . métodos  adecuados  de COBCARTRCSORES - B -ﬁf_:;‘, e laa investigacion:
la raiz de Pycnophyllum molle J. | extraccion, wdentificacion T R ve gy e Experimental
Rémy (Taksana) de uso tradicional | cusntificacidn, en relacidn con su uso idenliﬁcas: 3 iRntifee ada; Varfable dependiente: 3. Nivelde
en Sanssyecs - Ayacucho? tradicional en Sansayccs - Ayacucho. Sriilants mé‘y ) fiticoa investigucitn:
adecuados, lo que respalda su wso Extraer saponinas Deseripuva
Problemas especificos Objetivos especificos tadicions) e . Sandiyoca - Weniificar , 4. Técnieas:
| ,Cuil es el procedimiento dptimo | * Oplimizar ¢l proceso de extraccion | - Ayacucho. Viloter sapotineg R o
para [a extraccion de saponinas & de saponinas a partir del extiacto Hipotesis especificas Cakaaias
partir del extracto etandlico de faraiz | etandlico de la raiz de Pycnophyllum Métoda
de Pycrophyllum molle J. Rémy molle J. Rémy (Takssma) de uso | 14 oqpruecion con etanol permsite obtence iraitaies
(Taksana) de uso tradicional en tradicional en Sansayees - Ayacocho. | g cantidad bptima de saponings de s raiz ndice
Samsaycea - Ayacucho? + Identificar y caracterizar las | ¢ Pyenophyllum molle J. Rémy (Taksans) afrosimétrico

2 Qué métodos analiticos son
adecuados. para I dentificacion ¥
carsclenzacion  de  las  saponmnss
presentes en el extracto etandlico de fa
miz de Pycnophyllum molle J. Rémy
(Taksana) de wso tradiconal en
Sansaycea - Ayacucho?

3 Cudles son las themcas
fisicoquimicas mis apropiadas para la
cusntificacaén  de saponinas en el
extracto elandlico de Il miz de
Pycnophyllum  molle ). Rémy
(Taksana) de uso tadicional en
Sansaycea - Ayacucho?

saponinas presentes en el extracto
etanblico de ka raiz de Pyenophyllum
molle J. Rémy (Toksanma) de uso
tradicional en Sansayeca - Ayacucho
medunte fécnicas analiticas
adecuadas.

o Cuantificar el contenido de saponmas
en el extracto etandlico de la iz de
Pyenophyllum molle ). Rémy (Taksana)
de uso tradicional en Samsayeca —
Ayacucho,  empleando métodos
frsacoquinmicos apropiados,

de uso tradicional en Sansayees -
Ayacucho.

Las sspomunas presentes en el extracto
etanblico de s miz de Pyenophyllum molle
J. Rémy (Taksany) de uso tradicional en
Sansayeca - Ayacucho, pueden  ser
wentificadas vy Gamctenizadas  mediante
reacciones de colomadn

La cuantificacion de sapommnas mediante
métodos fiswoquimacos penmutird
correlacionar 30 coatenido  con s
propiedades medscanales de b iz de
Pycnophyllum molle J. Rémy (Taksana).
atnbuidss radiconalmente en Sansayeca -
Ayacucho.

5. Instrumentos:
Materiales

Equipos
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