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RESUMEN

Alrededor del mundo parte de la poblacién utiliza plantas medicinales como método alternativo
frente enfermedades cronico-degenerativas. En el Perd, la especie vegetal Heliotropium
Curassavicum “Hierba del alacran”, era utilizada para tratar el cancer en una region del pais, sin
tener suficientes estudios que confirmen la actividad terapéutica atribuida. El objetivo de la
presente investigacion es evaluar el contenido de los compuestos fitoquimicos y la capacidad
antioxidante presente en el extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum
“hierba del alacran”. Los materiales y métodos utilizados fueron el extracto seco de la especie
vegetal, obtenida por maceracion con etanol al 96°. La actividad antioxidante se analizé por 3
métodos, poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP), la inhibicion frente al radical libre 2,2-
Difenil-1-picrilhidraizil (DPPH) y la actividad antioxidante por la reaccion del radical acido 2,2'-
azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS+). Obteniendo como resultado mediante el
tamizaje fitoquimico la presencia de los metabolitos secundarios tales como: grupos aminos
libres, flavonoides, tripertenoides y/o esteroides, taninos, alcaloides, leucoantocianidinas,
catequinas y saponinas. Por altimo, se obtuvo una capacidad antioxidante equivalente al Trolox
(mM) de 0,080 por mg de extracto por el método FRAP, en el caso del método ABTS+ el valor
equivalente a 1mg de extracto fue 0,128 mM de Trolox y se obtuvo una concentracién inhibitoria
de media maxima (ICso) de 4,18 mg por el método DPPH. Ante ello podemos concluir que
presenta metabolitos secundarios relacionados a la actividad antioxidante como: flavonoides,
tripertenoides y/o esteroides, taninos, alcaloides, leucoantocianidinas, catequinas y presenta una

actividad antioxidante moderada.

Palabras clave: Heliotropium Curassavicum, actividad antioxidante, tamizaje fitoquimico.



ABSTRACT

Around the world, part of the population uses medicinal plants as an alternative method against
chronic degenerative diseases. In Peru, the plant species Heliotropium Curassavicum "Seaside
heliotrope " was used to treat cancer in one region of the country, without sufficient studies to
confirm the attributed therapeutic activity. The objective of the present research is to evaluate the
content of phytochemical compounds and the antioxidant capacity present in the ethanolic extract
of the aerial parts of Heliotropium Curassavicum "Seaside heliotrope”. The materialsand
methods used were the dry extract of the plant species, obtained by maceration with 96° ethanol.
The antioxidant activity was analyzed by 3 methods, ferric reducing antioxidant power (FRAP),
the inhibition against the free radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and the antioxidant
activity by the reaction of the 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid radical
(ABTS+). As a result, the presence of secondary metabolites such as free amino groups,
flavonoids, tripertenoids and/or steroids, tannins, alkaloids, leucoanthocyanidins, catechins and
saponins was obtained by phytochemical screening. Finally, an antioxidant capacity equivalent to
Trolox (mM) of 0.080 per mg of extract was obtained by the FRAP method, in the case of the
ABTS+ method the value equivalent to 1 mg of extract was 0.128 mM of Trolox and a maximum
mean inhibitory concentration (ICso) of 4.18 mg was obtained by the DPPH method. In view of
this we can conclude that it presents secondary metabolites related to antioxidant activity such
as: flavonoids, tripertenoids and/or steroids, tannins, alkaloids, leucoanthocyanidins, catechins

and presents a moderate antioxidant activity.

Key words: Heliotropium Curassavicum, antioxidant activity, phytochemical screening.



I. INTRODUCCION

Alrededor del mundo, se encuentra una vasta variedad de plantas, de las cuales la mayoria poseen
propiedades medicinales. En el pasado, sanadores y curanderos han utilizado diversas plantas con
este tipo de propiedades para tratamientos en multiples enfermedades que afectaban a la
poblacién. En el presente, el comercio de las plantas medicinales prevalece y se mantiene
relevante, debido a que en algunas comunidades continua la creencia de que los medicamentos
sintéticos pueden llegar a ocasionar dependencia o dafio, aungque aproximadamente el 40-50% de

los medicamentos tienen su origen en recursos naturales. (1).

Las plantas con propiedades antioxidantes contienen compuestos quimicos, como polifenoles,
flavonoides, carotenoides y vitamina C, los cuales ayudan a neutralizar los radicales libres en el
cuerpo. Los radicales libres son moléculas inestables que pueden dafiar las células y contribuir al
envejecimiento y al desarrollo de enfermedades cronicas como el cancer y las enfermedades
cardiacas. Las plantas con la particularidad de ser antioxidantes protegen al cuerpo contra el estrés
oxidativo y reducen el riesgo de sufrir enfermedades relacionadas con la oxidacion celular.
Ademés de su capacidad para combatir el dafio celular, ha demostrado que las plantas
antioxidantes brindan beneficios adicionales para la salud, tales como la reducciéon de la
inflamacion, soporte al sistema inmunoldgico y mejora de la salud cardiovascular. Incorporar una
variedad de estas plantas en la dieta puede ser una forma efectiva de promover la salud y el

bienestar general.

Los seres humanos necesitamos oxigeno (O,) para poder producir energia. Por el contrario, el
exceso de O, puede ser nocivo para las células por la formacion de especies reactivas durante su
oxidacion. Para contrarrestar este problema, nuestro organismo acta mediante un mecanismo
llamado sistema antioxidante (AOX) el cual mantiene en equilibrio tanto las reacciones de 6xido
reduccién como la sobrevivencia celular (2). En la actualidad muchas personas buscan consumir
productos antioxidantes, debido a que el estrés oxidativo, se asocia a la patogénesis de
enfermedades, tales como: artritis, arterioesclerosis, demencia, cancer; por lo que, en la actualidad
el uso de antioxidantes es estudiado de forma intensa, y especialmente, para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas y accidentes cerebrovasculares (3).
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El uso de las plantas medicinales hoy en dia continta siendo una alternativa en algunas terapias
y tiene un alto uso popular, precisamente esta especie de emplea en medicina popular
principalmente las partes aéreas como hipocolesterolémico, para el tratamiento de
arterioesclerosis, reumatismo, gota, neuralgias y para el tratamiento del &cido Urico; también se
reporta uso en bafos de florecimientos (4), muchas enfermedades o dolencias para las que se
emplea tienen relacion con la generacidn de radicales libres, siendo ese uno de los motivos por
el cual se realiza la presente investigacion “Tamizaje fitoquimico y actividad antioxidante del

extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

1.1. Descripcion de la realidad problemética

En Perl una gran parte de la poblacién continda utilizando como un método alternativo el
uso de plantas medicinales, contra diferentes enfermedades crénico-degenerativas.
Lamentablemente, no todas las plantas utilizadas tienen suficientes investigaciones como
para poder determinar o confirmar el uso terapéutico que se le atribuye segln el comercio
local, por lo que se busca averiguar si esas atribuciones son reales 0 no; adicionando a esto
gue en multiples ocasiones las personas consumen una planta sin saber si la dosis en que la
estan ingiriendo sea la adecuada, lo cual en algunos casos podria llevar u ocasionar una

intoxicacion. Unade ellas es el caso de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

Quizas algunos de los factores preponderantes para el consumo de plantas medicinales sea
el aspecto econémico y la demora en la atencién en los establecimientos de salud; lo cual
trae como consecuencia que se sigan utilizando técnicas ancestrales las cuales han sido
trasmitidas a través de generaciones, las cuales quizas han sido Utiles pero que carecen de un
fundamento o base cientifica. En muchos lugares de nuestro pais nuestros conciudadanos
solo utilizan para palear o combatir diversas enfermedades especies vegetales que ellos
cultivan o que crecen de forma silvestre las mismas que son recolectadas principalmente por
las personas de mayor edad de la comunidad las cuales trasmiten las bondades de estas y la
forma de uso; constituyendo esto el eslabén principal de la transmision de conocimiento en

el uso de las plantas medicinales.

Por ultimo, es importante sefialar que en los recientes afios la busqueda de especies vegetales
por parte de la industria farmacéutica se ha incrementado notablemente, debido a que un
importante sector de la poblacién busca consumir productos de este tipo con la finalidad de
combatir diferentes dolencias o enfermedades; resaltando la difusién y comercializacion de

productos con propiedades o caracteristicas antioxidantes.
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1.2. Formulacion del problema
Problema General

e Qué componentes fitoquimicos estan presentes y cuél es la capacidad antioxidante del
extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del

alacran”?

Problemas Especificos

e ;Tendra el extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum

“hierba del alacran” actividad antioxidante?

e (Cuél de los componentes fitoquimicos podrian ser los responsables de la actividad
antioxidante en el extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum

“hierba del alacran”?

o ;Cuél de los métodos presenta mayor capacidad antioxidante en el extracto etanélico de
las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran™?

1.3. Justificacion e importancia

Segln nuestra investigacion realizada en diferentes bases de datos con relacion a estudios
fitoguimicos, actividades farmacoldgicas y estudios de las propiedades atribuidas por la
etnobotanica hacia esta especie vegetal, encontramos que en nuestro pais se han realizado
muy pocas investigaciones, por el contrario, existen algunos estudios realizados en otros
paises en los cuales se reportan gque se obtuvieron buenos resultados e incluso en algunos de
ellos se sugiere que se debe profundizar las investigaciones de esta especie.

En nuestra patria esta planta es muy poco utilizada ya que es considerada como una “mala
hierba”, quizas esta denominacion o atribucion erronea que se le asigna sea por la forma de
crecimiento, por su ubicacion o principalmente por desconocimiento de las personas, pero
también podria darse la denominacion de “mala hierba” por lo que esta especie vegetal se
encuentra o reproduce de preferencia en suelos ligera o altamente salinos, considerandose en
otras latitudes como una especies invasiva y que desperto el interés por crecer en condiciones
agrestes y usados para el tratamiento de ciertas dolencias degenerativas como se mencion6
anteriormente (5); también en algunas zonas del territorio nacional, como en la ciudad de
Trujillo, en el comercio popular relacionado al expendio de plantas curativas o medicinales

la recomendaban y utilizaban en tratamientos para combatir el cancer (4).
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1.4.

1.5.

En otros paises del orbe como Pakistdn se han efectuado investigaciones en las cuales, se
revela la existencia de metabolitos secundarios y las posibles propiedades terapéuticas en las
cuales se incluida la actividad antioxidante en la especie de Heliotropium Curassavicum. Es
importante considerar que estas propiedades pueden cambiar en el tiempo y espacio debido
a los diferentes factores climatoldgicos, agrondmicos, y ecolégicos e incluso por el estrés al
cual puede estar sometida la especie vegetal; por lo cual consideramos que se justifica y es
relevante la realizacion del presente estudio, para poder contribuir desde una base cientifica

buscando que verificar las propiedades atribuidas a esta especie vegetal.

Objetivos de la investigacion
Objetivo General

e Evaluar el contenido de los compuestos fitoquimicos y la capacidad antioxidante que
estdn presentes en el extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium

Curassavicum “hierba del alacran”.

Obijetivos Especificos

o Determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las partes aéreas de
Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran” por los métodos de ABTS, DPPH y
FRAP.

e Determinar los posibles componentes fitoquimicos responsables de la actividad
antioxidante en el extracto etanolico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum

“hierba del alacran”.

¢ Identificar el método antioxidante que presenta mayor actividad en el extracto etandlico

de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

Hipotesis y variables
1.5.1. Hipdtesis
Hipdtesis General
e El extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum

“hierba del alacran” presenta diversos compuestos fitoquimicos y una

apreciable capacidad antioxidante.
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Hipétesis Especificas

o EIl extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum

“hierba del alacran” presenta actividad antioxidante en los 3 métodos

analizados.

e Los componentes fitoquimicos responsables del efecto antioxidante del extracto

etanolico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum ‘“hierba del

alacran” serian los flavonoides.

e El método ABTS presentarda mayor actividad antioxidante del extracto

etanolico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum ‘“hierba del

alacran”.

1.5.2. Variables

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

V. Independiente

Variable Indicador indice
Extracto etandlico de las Metabolitos Reacciones de coloracion
partes aéreas de Heliotropium secundarios. y precipitacion.
Curassavicum “hierba del Pardmetros Solidos totales, solidos
alacran” fisicoquimicos. solubles, pH y cenizas.
V. Dependiente
Variable Indicador indice
Método DPPH ICso
Actividad Antioxidante Método FRAP TEAC
Método ABTS TEAC

1.6. Marco Tebrico

1.6.1. Antecedentes

Sobre la especie Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran” se han encontrado

estudios realizados sobre los fito-constituyentes que se encuentran presentes en ellay

la posible actividad antioxidante que presentaria esta especie vegetal. Los estudios

realizados son los siguientes:

e Lissi et al. (6) en su investigacion: “Total antioxidant potential of resinous

exudates from Heliotropium species and comparison of the ABTS and DPPH

methods” (2009), evidenciaron que los exudados resinosos de las especies

estudiadas de Heliotropium presentan una alta concentracion de actividad

antioxidante mediante el método de ABTS y DPPH.
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o Wasiullah et al. (7) en su trabajo: “Phytochemical Investigation and
Pharmacological Activities of Heliotropium Curassavicum Linn.” (2019),
determinaron que la fraccién dicloro-metanica de Heliotropium Curassavicum
presenta una buena actividad antioxidante tanto en el ensayo de ABTS como
DPPH.

e Suthar et al. (8) en su investigacion: “Phytochemical Screening of Halophytic
Plant Heliotropium curassavicum L. ” (2021) elaboraron un estudio fitoquimico
cualitativo de la especie vegetal Heliotropium curassavicum, asimismo, este
ensayo se realizard con extractos con diferentes solventes en los cuales
encontraron presencia de alcaloides, fenoles, taninos, esteroides y proteinas los

cuales tienen mayor presencia con los solventes de acetona y metanol.

e Abd-ElGawad et al. (1) en su investigacion: “Habitat Affects the Chemical
Profile, Allelopathy and Antioxidant Properties of Essential Qils and Phenolic
Enriched Extracts of the Invasise Plant Heliotropium Curassavicum” (2019)
demostraron la presencia de 56 compuestos quimicos, de los cuales solo 14 de
ellos se encontraron en cultivos cercanos al mar y por otro lado el total de 56
compuestos se encontraron en los cultivos alejados del mar, posiblemente
debido a una variacién en la salinidad que causa mayor estrés en los cultivos
costeros. Ademas, ambos aceites esenciales mostraron actividad alelopatica y
antioxidante, siendo el aceite extraido de las zonas costeras con mayor actividad

frente al aceite esencial extraido de los cultivos alejados del mar.

1.6.2. Descripcion

Heliotropium Curassavicum, es una especie vegetal que crece en suelos salobres,
como en la arena de playa y pisos alcalinos. Es una planta perenne herbacea, el cual
toma la forma de una enredadera en el suelo o forma de arbusto erecto el cual alcanza
un tamarfio de 0,5 m de altura. El tallo y follaje son carnosos, ademas presenta hojas
gruesas y ovaladas. Posee inflorescencias que se encrespan en forma de una doble fila
de pequefias flores con forma de campana, ademas cada flor es de color blanco con
cinco I6bulos redondeados y una garganta de color purpura o amarillo. El fruto es una

nacula suave (9).
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1.6.3. Clasificacion botanica

La muestra vegetal después de haber sido recolectada se selecciond una porcién de
esta, la cual se trasladd para su identificacion al museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos; donde se nos emitié una constancia de
la clasificacion efectuada (N° 039-USM-MHN-2023) segun el sistema de clasificacion
de Cronquist (1988), teniendo la siguiente posicion taxonémica:

¢ Reino: Plantae

e Orden: Boraginales

e Familia: Boraginaceae

e Género: Heliotropium

o Especie: Heliotropium curassavicum L.

e Nombre Vulgar: Hierba del Alacran

Figura 1. Muestra vegetal recolectada
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1.6.4. Habitat

La especie vegetal en estudio es originaria de América, de manera internacional se han
encontrado estudios que aseguran que se ha expandido a otros continentes como
Africa, Europa y Asia. Es importante resaltar que las condiciones ambientales son
Unicas en cada lugar o pais en donde crece y se desarrolla esta especie, es probable
gue un cambio en las condiciones ambientales puede provocar variaciones
significativas en los ingredientes o componentes bioactivos de las plantas los cuales
se consideran como un mecanismo adaptativo, debido a que los compuestos bioactivos

permiten a las plantas invadir y colonizar nuevos espacios, territorios o habitats (8).

En el PerG esta especie vegetal la podemos encontrar en los departamentos de
Arequipa, Ica, La Libertad, Lambayeque, Lima, Piura y Tacha. Se reporta que esta
planta se desarrolla principalmente en zonas costeras, su habitat esta circunscrito a una
elevacion de 0-500, 500-1000 m.s.n.m. (10).

Figura 2. Muestra vegetal en su habitat.
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1.6.5.

1.6.6.

Usos Tradicionales

La medicina popular o ancestral reporta que la especie vegetal Heliotropium
curassavicum se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento de Glceras, heridas,
inflamaciones locales, cura de la gonorrea, erisipela, estrefiimiento, edema,
infecciones bacterianas y diabetes (8). Pero quizas lo mas importante de resaltar es que
en un estudio realizado en la ciudad de Trujillo encontramos que sus hojas y tallos, los
cuales son usados en forma de cocimiento era empleado para tratar el cancer (4).

Actividad Antioxidante

Los antioxidantes pueden actuar a través de 2 vias principales para inactivar los
radicales: reacciones de transferencia de &tomo de hidrégeno (Hidrogen Atom
Transfer, HAT) o de transferencia de un electrén (Single Electron Transfer, SET). Al
final el resultado es el mismo, independientemente del mecanismo, pero la cinética y

las reacciones colaterales difieren.

En las reacciones tipo HAT, (radical DPPH) se inactiva el radical por donacion de un
atomo de hidrogeno por parte del antioxidante. De esta forma el nuevo radical formado
es mucho mas estable que el inicial. Las reacciones HAT son determinadas por la
entalpia de disociacion del grupo donador de hidrégeno en la molécula antioxidante.

Las reacciones HAT dependen del pH y del solvente, y normalmente son muy rapidas.

Por otro lado, en las reacciones SET (los ensayos de FRAP y ABTS) el antioxidante
transfiere un electron para reducir diferentes compuestos incluyendo, metales,
carbonilos y radicales. Los mecanismos SET y HAT ocurren generalmente al mismo

tiempo, el pH y la estructura de los antioxidantes determinara cual es el predominante.

La reactividad relativa en el método SET se basa principalmente en la desprotonacion
y en el potencial de ionizacion del grupo funcional reactivo, por lo que las reacciones
son dependientes del pH. En general, el potencial de ionizacion disminuye con el
incremento del pH, reflejando el aumento de la capacidad donadora de electrones con
desprotonacion (11) (12).
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1.6.7. Estrés Oxidativo

Un radical libre es un &tomo o molécula que contiene electrones desapareados en el
altimo orbital, haciendo que sean muy reactivos, debido a ello es que suelen reaccionar
con multiples biomoléculas produciendo su oxidacion para alcanzar su estabilidad
electroquimica. Debido a este concepto, las formas reducidas de O, son llamadas ERO
(Especies reactivas de oxigeno) y también esta el Peroxido de hidrogeno H-0-. Las
ERO son productos resultados del metabolismo celular, pero también se puede formar
por fuentes exdgenas tales como Rayos X, contaminacion ambiental o humo de tabaco,

ademas un exceso en la produccion de las ERO es perjudicial en los organismos vivos

).

La vida media de un radical libre es de microsegundos, sin embargo, el radical tiene
la capacidad de reaccionar con lo que esté a su alrededor, lo cual provoca gran dafio a
membranas celulares, moléculas o tejidos. Cuando los radicales libres se acumulan
por afios o se producen en grandes cantidades, debido principalmente a contaminantes
externos los cuales tienden a deteriorar la salud del organismo vivo (13).

Para contrarrestar los efectos nocivos de los radicales libres, los organismos aerobios
tienen sistemas de defensa antioxidante, en los que estan incluidos las moléculas,

enzimas y secuestradores quimicos los cuales previenen los dafios del estrés oxidativo.

Las enzimas AOX conforman la vanguardia de defensa celular frente al dafio
oxidativo, las cuales eliminan tanto el O, como el H,O,. Posteriormente, encontramos
una segunda linea de defensa la cual se compone por moléculas no enzimaticas
actuando en contra de los radicales libres. Los antioxidantes se agrupan segln su

naturaleza quimica y su modo de accion:

e Enzimas
e  Antioxidantes preventivos
e Antioxidantes secuestradores de ERO

e  Antioxidantes nutricionales (2)

El estrés oxidativo en los diversos estados patolgicos que se presente puede alterar la
funcionabilidad celular, de esa manera contribuye o retroalimenta el desarrollo de
enfermedades tales como: enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neuroldgicas, enfermedades autoinmunes, trastornos neurodegenerativos como
envejecimiento, hipertension, Parkinson, Alzheimer, sindrome de dificultad

respiratoria aguda (13).
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1.6.8.

1.6.9.

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se basa en la identificacion de los fito-constituyentes
denominados metabolitos secundarios los cuales pueden estar presentes en extractos
de material vegetal, los metabolitos se identifican mediante el uso de reacciones de
precipitacion, coloracion, y analisis quimicos bien descritos. Ademas, el tamizaje se
puede realizar a diferentes extractos del mismo producto natural, debido a que tiene
como fin identificar y comprobar la presencia de estos metabolitos, los cuales pueden

variar de acuerdo con el solvente utilizado en su extraccion (14).

Marco Conceptual

e [Especies Reactivas del Oxigeno (ERO): son especies reactivas que son
derivadas del oxigeno, las cuales son: el radical hidroxilo (OH), el anion
superoxido (O: -), el radical peroxido (ROO), el radical hidroperoxilo (HO,), el
Oxido nitrico (NO) vy el oxigeno singlete (102). Ademas, existen otras especies
reactivas derivadas del oxigeno y son oxidantes en ciertas condiciones, tales como:
el peroxido de hidrogeno (H20-), el acido hipocloroso (HCIO) y el ozono (Os)
(15).

e Enzimas: son proteinas complejas que producen un cambio quimico especifico,

el cual depende de la funcién de la enzima.

e Polaridad: es una propiedad presente en las moléculas que significa la separacion
de las cargas eléctricas presentes en la misma molécula. La polaridad esta
intimamente relacionada con propiedades tales como la solubilidad, el punto de
ebullicion, punto de fusion, fuerzas intermoleculares, etc. Es por lo que,
dependiendo de la polaridad del disolvente, éste atraera diferentes compuestos en

una misma materia vegetal.

e Extracto etandlico: se obtiene una maceracion de aproximadamente 7 dias de una

especie vegetal seca con etanol (alcohol etilico 97°).
e Antioxidante: son sustancias naturales o fabricadas sintéticamente, las cuales

pueden prevenir o retrasar algunos tipos de dafios a las células. Estos se pueden

encontrar en diversos alimentos, incluyendo frutas, verduras y plantas.
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Taninos: son moléculas complejas que se conforman de aproximadamente 12 a
16 grupos fenolicos. Ademas, es una sustancia astringente, que se puede encontrar
en algunos tejidos vegetales, tal como la corteza de los arboles y hollejo de la uva;

entre otros usos se emplea para curtir pieles.

Flavonoides: son compuestos fendlicos diaril-propédnicos que constituyen un
amplio grupo de compuestos fendlicos los cuales provienen del metabolismo
secundario en algunas plantas. Dentro de la amplia gama de efectos que se le
atribuyen, se encuentra su efecto antioxidante y la capacidad que cuenta para

inhibir diferentes procesos enzimaticos.

Aminoécidos: son moléculas que combinadas las cuales forman las proteinas. Los
aminoacidos y las proteinas son pilares vitales en la vida, debido a que cuando se

descomponen o ingieren las proteinas, dan como resultado los aminoacidos.

Alcaloides: son sustancias organicas nitrogenadas, de origen vegetal
mayoritariamente. Presentan una estructura quimica compleja los cuales en
diversas ocasiones ejecutan acciones farmacolégicas en pequefias dosis y cuentan

con una marcada toxicidad por lo que su rango terapéutico es muy estrecho.

Saponinas: son heterdsidos muy presentes en el amplio reino vegetal. Su contacto
con el agua produce una espuma persistente, siendo ésta su caracteristica

principalmente conocida.

Solidos Totales: es la materia que permanece como residuo posterior a una

evaporacion y secado de 130 + 3°C por transcurso de 1 hora.

Solidos Solubles: la concentracién de sélidos solubles se determinard mediante la
utilizacién de un refractdmetro. Se realiza una dilucidn del extracto al 10 % y se

coloca una gota en el equipo.

Cenizas: es un método en el cual toda la materia organica existente en un extracto
se oxida a una temperatura que ronda entre los 550 - 600°C (mediante el uso de
una mufla); el material inorganico que no se sublima a esta temperatura es llamada

ceniza.
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pH: es una medida que revela el valor de la acidez o la alcalinidad de las
soluciones. Es definida como la concentracién de iones de hidrégeno presentes en

el agua. La escala del pH es logaritmica con valores de 0 a 14.

DPPH: (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) propuesto por Blois en 1958, se basa en un
método de captacion de radicales libres muy utilizado para determinar la actividad
antioxidante de un extracto. El método se basa en aceptar un electrén o atomo de
hidrégeno por la molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazina, que en solucién en

metanol es de color violeta intenso.

FRAP: su principio es basado en que los antioxidantes son sustancias que pueden
reducir el ion férrico al estado ferroso; tal es asi que el ion forma un complejo
coloreado con el compuesto 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ). EI método FRAP
no mide la capacidad neutralizadora de los radicales libres presentes en la muestra,

lo que evalla es su capacidad reductora por la transferencia de electrones.

ABTS: a través de este método se evalua la actividad antioxidante equivalente a
Trolox (TEAC), el cual es basado en la reduccion de la coloracion verde/azul que
se produce por la reaccion del radical &cido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico (ABTS*) con el antioxidante presente en la muestra.
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. Tipo, nivel y disefio de la investigacion

211

212.

Tipo de Investigacion

Disefio Experimental

Presenta como base una compilacion de esbozos de investigacion que utilizan la
ejecucion y la verificacion controlada para entender los sucesos causales. En general,
una o mas variables se manipulan con el objetivo de determinar su efecto sobre una
variable dependiente. La parte experimental es donde el investigador opera u ordena
una variable y controla/aleatoriamente el resto de las variables.

Nivel de Investigacion

Descriptivo- Explicativo

Descriptivo: Implica conocer la situacion actual, la cultura y las actitudes resaltantes
mediante una descripcién detalla del proceso. Se trata de estudiar y conocer las

caracteristicas del problema elegido.

Explicativo: Debido a que se encarga de buscar el porqué de los sucesos, mediante
el establecimiento de relaciones causa-efecto. En la presente investigacion
establecemos la posible relacién entre la presencia del tipo de metabolitos
secundarios hallados y la actividad antioxidante que presenta el extracto etandlico de

las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

El trabajo realizado permite encontrar el verdadero motivo de la investigacion,
estableciendo las relaciones de causa y efecto. Por tanto, para el extracto etanolico
de las partes areas de la planta en estudio se establece una probable relacion entre la
presencia de metabolitos secundarios seleccionados y la actividad antioxidante

presente.
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2.1.3. Disefio de Investigacion

El disefio de investigacion es el cuali-cuantitativo y transversal, debido a que
mediante el estudio realizado determinamos la presencia o ausencia de los
metabolitos secundarios en un determinado extracto etanélico y cuantificamos un
parametro como es la capacidad antioxidante. Es una investigacién transversal

porque los datos reportados son en un determinado tiempo.

2.2. Materiales de trabajo

2.21. Materiales de laboratorio

e Vasos de precipitado
e Embudos

e Lunade relgj

e Balones

e Espétulas de metal

e Matraces Erlenmeyer
o Fiolas

e Probetas

e Tubos de ensayo

e Vasos de vidrio

e Pinzas metélicas

e Soporte universal

e Pipetas de ImL, 5mL y 10mL
e Peras de bromo

e Propipetas

e Bagueta

e Micropipetas 100uL

e Micropipetas 1000uL
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2.2.2. Material biologico

o Partes aéreas de la especie vegetal Heliotropium Curassavicum “hierba del

alacran”.

2.2.3. Equipos

e Balanza analitica (BOECO)

e Evaporador rotatorio marca HEIDOLPH modelo LABOROTA 4000.
e Espectrofotdmetro UV/Vis 2100 (UNICO 2100)

e Bafio ultrasonido (UC-10)

e Estufa/incubadora Binder B-28

e Mufla

2.24. Reactivos

Metanol

e Diclorometano

e Agua destilada

e Alcohol 70°

e Etanol 96°

e Hidroxido de Amonio 25%

e Acido clorhidrico

e Acetato de Sodio

e Tricloruro férrico

e Acido acético glacial

e 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Sigma —Aldrich
e Reactivo 2,4,6, tripiridyl-s-triazina (TPTZ).

e Trolox Hoffmann — La Roche

26



2.25. Adicionales

e Papel de filtro

Papel de aluminio
e Guantes estériles

e Mascarilla

e (Gafas protectoras
e Papel tissu

o Papel toalla

e Viales

e Micropipetas automaéticas y tips para micropipetas

2.3. Poblacion y muestra
Muestra vegetal: Partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”

2.4. Métodos, técnicas y procedimientos de recoleccion de datos
24.1. Métodos y técnicas

2.4.1.1. Recoleccion del material vegetal

La especie vegetal estudiada Heliotropium Curassavicum, fue recolectada
por el autor en el Distrito, Provincia y Region Ica. La recoleccién de ésta
se realizo en las primeras horas de la mafiana con la finalidad que la
temperatura solar no altere la composicién de la especie, utilizamos una
pala de jardin y bolsas de papel Kraft, una vez efectuada larecoleccion, con
la finalidad de proteger la especie se realizd su traslado inmediato al
laboratorio de Quimica General de la Facultad de Farmacia yBioguimica
de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”.

Se selecciono una porcién de la muestra de la especie vegetal la cual fue
trasladada por el autor al Museo de Historia Natural de la UNMSM para

que sea clasificada taxonémicamente.
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24.1.2.

Tratamiento de la muestra

Seleccion: Luego que efectuamos la recoleccidn, se procedi6 a realizar una
seleccidn de la muestra vegetal, de tal forma que todas las muestras que se
encuentran en buen estado se colocaron en bolsas de papel Kraft para evitar

procesos de descomposicion.

Limpieza: Seguido al proceso descrito anteriormente se continua con la
limpieza con la finalidad de poder eliminar todo residuo de cuerpos
extrafios, tierra, suciedad, grasa o muestras en mal estado; con el objetivo
fundamental que estos no ocasionen posteriores interferencias o

alteraciones.

Secado: Esta etapa del trabajo se realizdé bajo sombra en el interior del
laboratorio, esto con la finalidad que los componentes de la especie en
estudio no sufran ninguna alteracion, la especie vegetal se distribuy6 sobre
hojas de papel Kraft que fueron colocadas sobre las mesas de trabajo del
laboratorio durante aproximadamente 15 dias; dando movimiento
periédico a lamisma, con la finalidad de obtener un secado uniforme.

Una vez transcurrido este periodo de tiempo, se procedié a comprobar que
se ha secado la muestra mediante presion al tacto y esta se quiebra con

facilidad, caso contrario debid extenderse el periodo de tiempo de secado.

Molienda: Seguidamente procedimos a fragmentar o triturar la muestra
vegetal, esto se realizé mediante cortes haciendo uso de tijeras de podar,

buscando que toda la muestra a utilizar tuviera un tamafio uniforme.

Conservacion: Una vez que teniamos la muestra a estudiar totalmente
fragmentada, esta se almacend en bolsas de papel Kraft confeccionadas
especialmente para este fin, la muestra se mantuvo en estas bolsas hasta

que se continuo con las siguientes etapas del estudio.
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24.1.3.

Tamizaje fitoquimico (16)

El screening fitoquimico, es la etapa inicial en la investigacion fitoquimica
de las especies vegetales, la cual nos permite precisar cualitativamente los
grupos quimicos primordiales que se encuentren presentes en una especie
vegetal; lo que nos permitira a partir de ello, orientar el fraccionamiento y
extraccion o aislamiento de los grupos de mayor interés. El tamizaje
fitoguimico se constituye en la remocién de metabolitos con solventes de
diferentes polaridades de acuerdo con la naturaleza y solubilidad de estos;
para su posterior reconocimiento mediante la aplicacidn de reacciones de
coloracion y precipitacion. EI uso de reactivos o productos quimicos brinda
una evaluacion rapida, la cual nos permite acceder a trabajos sensibles y

reproducibles.

2.4.1.3.1. Determinacion de grupos funcionales

2.4.1.3.1.1. Obtencion de Fracciones

Procedimiento

Se tomaron 700 g de las partes aéreas secas, pulverizadas o
fragmentadas de la especie vegetal Heliotropium
Curassavicum “hierba del alacran”; luego procedimos a
colocar la muestra en un frasco de vidrio con la finalidad de
efectuar la maceracion, el solvente utilizado fue el alcohol de
96°C y se almacen6 durante un periodo de tiempo de 15 dias,
durante este periodo de tiempo efectuamos una agitacion
periddica, logrando de esta manera, optimizar la extraccion de
los metabolitos primarios y secundarios.

Posteriormente, se procedié a efectuar la filtracion del
extracto; seguidamente a este paso realizamos el trabajo en un
evaporador rotatorio o también Ilamado rotavapor con la
finalidad de obtener un extracto seco, el cual constituye la
base fundamental para las etapas siguiente de nuestra
investigacion (extracto crudo). Este se disolvié con HCl al 1%
(2 x 20 mL), y posteriormente se filtr6 con la finalidad de

obtener dos partes:
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a) Insoluble: Esta porcién se procedié a lavar hasta un pH
neutro utilizando H,O destilada, luego se disolvié con 5mL
de CH.Cl,, seguidamente se procedié a secar con NaSOa
anhidro, a continuacion, se filtré, el filtrado obtenido se

denomind Fraccion B.

b) Solucion &cida: la solucion se filtrd y se alcalinizé con NHs,
se efectud la extraccion con CH:Cl; (2 x 25mL), obteniendo
las 2 siguientes fases:

v' Fase Diclorometanica: se lavé utilizando 10 mL de
agua  destilada, posteriormente  esta  porcidn
diclorometéanica se procedid a secar con sulfato de sodio
anhidro y a continuacion, se filtro; dando como resultado

la Fraccion C.

v Fase Acuosa: Utilizando 5g de sulfato de sodio anhidro
se saturd la fase y luego se efectud una extraccién con
diclorometano: etanol (3:2) (2 x 25mL). Aqui obtuvimos

las siguientes dos porciones:

- Fase Organica: (Diclometanica-etandlica). Se
efectiio un lavado con una solucion de sulfato de
sodio anhidro (10 mL), hasta que se aglutinaron las
fases acuosas. Posteriormente, se deshidratd la fase
organica con 1g de sulfato de sodio anhidro. Se
procedi6 a filtrar y dié como resultado la Fraccion
D.

- Fase Acuosa: Se adicionaron los remanentes
acuosos obtenidos del lavado de la fase organica
(porcion previa), a esto le llamamos Fraccion E.
Sobre estas fracciones se determinaron diferentes

metabolitos.
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Fraccion F: en un vaso precipitado se coloca 1 g de la droga
seca y molida con 20 mL de agua, luego se agita con una
bagueta. Durante 15 minutos debe hervir, transcurrido el
tiempo se procede a filtrar en caliente utilizando el papel
filtro, por dltimo, se deja enfriar a temperatura ambiente

dando como resultado la Fraccion F.

Una vez separadas las diversas fracciones del extracto seco de
la muestra vegetal, procedimos a realizar las reacciones de
identificacion mediante diversos ensayos de coloracion o
precipitacién, esto con la finalidad de poder identificar los
grupos funcionales y grupos de metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de Heliotropium

Curassavicum “hierba del alacran”.

24.1.3.1.2. Deteccion de Taninos

v" Reaccion de gelatina-Sal: en seleccionan tres tubos de
ensayo y se vierte en cada uno 0,5 mL de extracto etanélico
obtenido de la Fraccion A previamente disuelto en agua; al
tubo 1 se le adiciona 1 mL de solucion de Cloruro de Sodio
al 5%, al tubo 2 se le afiade 1 mL de la solucién de gelatina
al 1% y al tubo 3 se le adiciona 1 mL de solucion de NaCl
5% y 1 mL de gelatina al 1% la cual es una mezcla de
gelatina — sal; la precipitacién con este Gltimo reactivo o con
ambos para los tubos 1°y 2° son un indicador positivo de la
presencia de taninos, si solo ocurre en uno podria ser un

falso positivo.

v" Reaccion de Cloruro Férrico: en un tubo de ensayo se
coloca 0,5 mL de la Fraccion A en etanol y posteriormente,
se agrega 1 gota de solucion acuosa de Tricloruro Férrico
(FeCls) al 1%. La reaccion es positiva cuando aparecen

colores azul-negro, verde o azul verdoso.
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24.13.1.3.

Deteccidon de Aminoéacidos

v" Reaccion de Ninhidrina: En este caso se trabaja sobre tiras

de papel de filtro, en estas tiras con ayuda de una pipeta
capilar se agrega lo siguiente:
e Una gota de la Fraccién A méas una gota de reactivo
Ninhidrina al 2%.
e Blanco: son unas gotas de la solucion etandlica de
Ninhidrina al 2%.
Luego, en primer lugar, se efectla el secado a temperatura
ambiente de las tiras de papel, posteriormente, estas tiras se
colocaron en una plancha de calentamiento o calefactora a
una temperatura de 110 - 120°C hasta que aparezca un color
en la tira de papel conteniendo al blanco.
El resultado es la comparacion entre la mancha presente en
el blanco con la mancha obtenida en la muestra, la reaccién
es positiva si la mancha en el papel de la muestra es de un

color azul violaceo.

24.13.1.4. Deteccion de Flavonoides

24.13.15.

v' Reaccién de Shinoda: en una placa excavada se vierte 3

gotas de la Fraccién A, Fraccion D o Fraccién E, luego se
agregan aproximadamente 5 limaduras de Magnesio y por
Gitimo se adicionan 2 gotas de Acido clorhidrico
concentrado. La reaccion es positiva cuando aparecen tonos

de color rojo, anaranjado y violeta.

Deteccion de Triterpenoides y/o Esteroides:

v' Reaccion de Liebermann Burchard: En una placa

excavada se disuelve una reducida cantidad de la Fraccion
B, Fraccion C o Fraccion D en diclorometano,
posteriormente, se agregan 5 gotas de anhidrido acético y
por Gltimo se afiaden 5 gotas de &cido sulfurico concentrado.
La reaccién es positiva si se revela el color verde, azul

verdoso (vias rojo o azul).
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2.4.1.3.1.6. Deteccion de antraquinonas

v

Reaccion de Borntréger: en un tubo de ensayo se agrega
una determinada cantidad de la Fraccion B, luego se
disuelve con diclorometano y se afiaden 3 ml de NaOH 5%,
posteriormente se tapa el tubo de ensayo y se agita
suavemente. La reaccion es positiva si la fase acuosa toma

un color rojo.

24.1.3.1.7. Deteccion de Alcaloides

Los restos de la Fraccion C o Fraccion D, se evapora a

sequedad, luego se agrega 2 ml de HCI al 1% vy se filtra. Al

filtrado se realizan las siguientes reacciones de precipitacion:

v Dragendorff: se agregan 4 gotas del reactivo; la reaccion

es positiva si presenta un precipitado anaranjado.

v' Mayer: del reactivo se afiaden 4 gotas; se considera

reaccion positiva si presenta un precipitado blanco

Cremaoso.

v Hager: se afiadieron 4 gotas del reactivo; la reaccion es

positiva si se forma un precipitado color marrén.

2.4.1.3.1.8. Deteccion de Leucoantocianidinas y catequinas

v

Reaccion de Rosenheim: a 2 mL de la Fraccion D o
Fraccion E, se agregan 0.1 mL de HCI concentrado, la
mezcla se calienta durante 10 minutos a 100°C y se deja
enfriar. Luego se afiaden 2 L de agua y 0.4 mL de alcohol
amilico, después agitar y observar el color en la fase amilica.
La reaccion es considerada positiva si se forma un color que

va desde el rosado débil Ilegando hasta el carmesi oscuro.
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2.4.1.3.1.9. Deteccion de Saponinas

v" Prueba de Espuma: En 2 tubos de ensayo se agregan 2.5
mL de la Fraccion F; luego se procede a agitar los tubos de
ensayo durante 1 minuto. Se deja en reposo por el periodo
de 15 minutos; se debe observar la formacion de espuma.
Esta reaccion se considera negativa cuando la altura de la

espuma formada es de una altura inferior a 5 mm.

2.4.1.4. Procedimiento de Caracterizacién Fisicoquimicas (17)

2414.1.

24.14.2.

24.143.

Sélidos totales: AOAC 925.03B

Determinacion: Pesamos alrededor de 2 g de extracto seco en una placa
Petri, previamente esta placa se seca a una temperatura de 130°C por 1
hora, seguidamente procedemos a enfriar esta en un desecador; debemos
efectuar el pesado cuando llegue a la temperatura ambiente.

Procedimos a colocar la placa destapada conteniendo la muestra, en la
estufa para efectuar el secado a 130 = 3°C por espacio de 1 hora
(tomando el tiempo desde cuando la estufa llega a la temperatura de
130°C), cubrimos la placa con la tapa dentro de la estufa concluido el
tiempo, luego llevamos la placa al desecador; posteriormente pesamos la
placa, cuando estd llega a la temperatura ambiente. Reportando la

pérdida de peso como humedad.

Sélidos solubles: AOAC 932.12.

Mediante el método refractométrico, se determinaron los sélidos solubles
presentes en el extracto,

Se determind mediante el método refractométrico, para efectuar esta
determinacion primero se prepard una suspension al 10% y luego se

calibro el equipo se realizando la medicion de forma directa.

Cenizas: AOAC 923.03 Ash

Determinacion: Previamente un crisol debe ser incinerado o calentado
a temperatura de tratamiento (550°C-600°C) por el espacio de una hora;
posteriormente el crisol se enfri6 en desecador. Luego, se pesa
aproximadamente de 1 a 3 g de extracto etanolico de la muestra vegetal

estudiada, estos se mezclan en el interior de un crisol.
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Posteriormente procedimos a colocar el crisol con la muestra, dentro de
la mufla a una temperatura de 550°C - 600°C durante el periodo de 4
horas, transcurrido el tiempo se apaga la mufla y se deja enfriar el crisol
durante una hora. Transcurrido el tiempo, se retira el crisol con los restos
y se colocan en el desecador, se pesa el resultado de las cenizas cuando
el crisol alcanzo la temperatura ambiente. Calculando el residuo como

cenizas totales.

2.4.1.4.4. pH: AOAC 981.12.

Este ensayo se determind por el método potenciométrico, para ello, se
prepar6 inicialmente una suspension del extracto seco al 10%;
seguidamente se realiz6 la calibracion del Potenciometro, una vez
culminado este paso, se efectudé la medicion del pH de la muestra

previamente realizada.

2.4.1.5. Métodos Para Determinar la Actividad Antioxidante:

24.15.1.

Determinacion de actividad antioxidante por método DPPH:

El Fundamento del método desarrollado por Brand-Williams et al.,
DPPH (2, 2 —difenil-1-picrilhidracilo) este método se utiliza para evaluar
la actividad antioxidante tanto en alimentos como extractos vegetales. Es
un método colorimétrico de evaluacion de actividad antioxidante basado
en la reduccion del radical estable DPPH, el cual inicialmente presenta
coloracion azul-violeta, variando hacia amarillo palido por reaccion con
un  compuesto  antioxidante; la  absorbancia es  medida
espectrofotométricamente a 515 nm.

Para el protocolo desarrollado se utilizaron 3.1 mg del radical DPPH y
se diluyeron en 100 ml de metanol analitico al 80% y mediante el
espectrofotometro se establecié la absorbancia entre 0.9 — 1.0 a una
longitud de onda de 517 nm (constituyo blanco de reactivo) (18).

Se tomo 2,9 mL del reactivo DPPH en viales independientes a los que se
agreg6 100 uL de las diferentes diluciones del extracto etandlico por
duplicado, se agito vigorosamente y se deja en incubaciéon en la
oscuridad por espacio de 30 minutos; luego se volvio a leer la
absorbancia a 517 nm. Se determino el correspondiente porcentaje de

inhibicion del promedio de cada concentracion del extracto analizado.
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24.15.2.

24.153.

% Inh = Lectura de blanco — Lectura de muestra x 100

Lectura de blanco

Determinacion de actividad antioxidante por método FRAP:

Se empled la metodologia recomendada por Benzie y Strain (1996), este
método se emplea para evaluar la capacidad antioxidante de una muestra
debido con su capacidad para reducir el ion férrico (Fe*3) presente en un
complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma
ferrosa (Fe*?), debido a la donacidn de electrones de los antioxidantes, se
mide la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm. Los resultados se
expresaran como valores TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity),
mediante la construccion de una curva patron usando diferentes
concentraciones del estandar Trolox. (17).

El procedimiento consistio en la preparacion del reactivo FRAP
compuesto por acetato de sodio (300mM), tricloruro férrico 20 mM y una
solucion de TPTZ 10 mM en &cido clorhidrico 40 mM en una proporcién
de 10:1:1. Se tomo 3mL de reactivo preparado, se leyd la absorbancia a
593 mM, se adiciono 100uL de las disoluciones del extracto o patrén (en
este caso se utilizo el trolox), se dej6 en incubacion por 30 minutos y se
nuevamente se leyé la absorbancia. Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado. Para la cuantificacién se efectu6 una curva de
calibracion con los valores de las disoluciones de trolox obtenida. la

actividad antioxidante se expresa como equivalentes de trolox (TEAC).

Determinacién de actividad antioxidante por método ABTS:

Este ensayo recomendado por Arnao et al. (2001), se fundamenta en la
cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS*, debido a la
interaccion con especies donantes de hidrdgeno o de electrones.

El radical ABTS*es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de
734 nm. Los resultados se expresaron como valores TEAC (trolox
equivalent antioxidant capacity), mediante la construccion de una curva

patron usando como solucidn estandar el Trolox (19).
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24.2.

24.3.

El procedimiento implico la obtencion quimica del radical, previamente
mediante la reaccion del reactivo ABTS (0,0508mg en agua ultrapura)
con persulfato de potasio (6,7mg) que se deja reaccionan por 16 a 18
horas. Luego se tomd 1 mL del reactivo y se diluyo a 70 ml con alcohol
al 96° neutro que presento una absorbancia de 0,68 + 0,02 unidades de
absorbancia a una longitud de onda de 734 mM. Se tomo 2ml en un vial
protegido de la luz y se adiciono 50 uL de las soluciones del extracto o el
patron usado, se dejo en incubacién por 30 minutos y se volvié a leer la
absorbancia. En el caso de las soluciones del trolox, con la diferencia de
la absorbancia inicial menos la absorbancia final se construy6 la curva de
calibracion, lo que permitioé hallar el correspondiente de TEAC de cada
una de las soluciones del extracto. Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado.

Lugar de experimentacion

El lugar donde efectuamos nuestra investigacion fue la Universidad Nacional San
Luis Gonzaga, en el Laboratorio de Quimica General, el mismo que depende del
departamento Académico de Ciencias Quimicas de la Facultad de Farmacia y

Bioguimica.

Técnicas de procesamiento de la informacion

Recoleccion de datos analiticos

La recopilacion de los datos se hizo en el cuaderno de trabajo correspondiente, en el
cual se registraron y anotaron los resultados que se obtuvieron en cada una de las
partes experimentales programadas el presente proyecto de investigacion; detallando
el método analitico aplicado para cada ensayo o prueba realizado durante el

transcurso de toda la investigacion.

Procesamiento de datos
Los datos se procesaron en Microsoft Excel 2019 y se presentaron como valores

estandar, a partir de los cuales se construyeron los graficos correspondientes.
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244.

Analisis Estadistico

Los datos que se obtuvieron durante el proceso de los ensayos que se llevaron a cabo
para determinar la actividad antioxidante serdn sometidos a métodos de anélisis
paramétrico tales como: la determinacion de la media y desviacion estandar, asi
como métodos no paramétricos como el coeficiente de correlacién, para poder

encontrar el ICso 0 TEAC segun el método utilizado.
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I1l. RESULTADOS

3.1. Resultados del Tamizaje fitoquimico

Tabla 1. Resultado del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las

partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

FRACCION DETECCION METODO RESULTADO
Rx. de Gelatina-sal -
Taninos
Rx. de Cloruro férrico +
Fraccion A
Grupos aminos libres  Rx. de Ninhidrina +
Flavonoides Rx. de Shinoda +
Triterpenoidesy/o ~ Rx de Liebermann N
L esteroides Burchard
Fraccion B
Antraquinonas Rx. de Borntréger -
Esteroides y/o Rx. de Liebermann +
triterpenoides Burchard
Rx de Dragendorff +
Fraccion C
Alcaloides Rx. de Mayer +
Rx. de Wagner +
Flavonoides Rx. de Shinoda +
Leucoantoci:_;midinas Rx de Rosenheim N
y catequinas
Esteroides y/o Rx de Liebermann +
- triterpenoides Burchard
Fraccion D
Rx de Dragendorff +
Alcaloides Rx. de Mayer +
Rx. de Wagner +
Fraccion E Flavonoides Rx. de Shinoda +
Leucoantocignidinas Rx de Rosenheim N
y catequinas
Fraccion Saponinas Rx de Espuma +

Fuente: El autor; el signo (+) indica reaccién positiva, signo (-) indica reaccion negativa
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3.2. Resultados de la Caracterizacién Fisicoquimica

3.2.1. Solidos Totales:

Formula:

WP, — WP, X 100 %
WE

Donde:
e WP, =Peso de la placa Petri con residuo del extracto
e WHP;=Peso de la placa Petri vacia

e WE = Extracto etandlico

En el ensayo realizado obtuvimos los siguientes datos:
e Peso de la placa Petri vacia: 73.8857 g
e Extracto etandlico: 2.0603 g

e Peso de la placa Petri con residuo del extracto: 75.7924 g

Reemplazando datos:

75.7924 g — 73.8857 g
S.T.= 2.0603 g

x 100 %

ST = 92.5447%

3.2.2. Cenizas
Formula:
WC, - WC; X 100 %
WE
Donde:

e WC,=Peso del crisol con el residuo del extracto
e WC; = Peso del crisol vacio

e \WE = Extracto etandlico
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En el ensayo realizado obtuvimos los siguientes datos:
e Peso del crisol vacio: 22,8448 g
e Extracto etandlico: 1,6289 g

e Peso del crisol con el residuo del extracto: 23,2679 g

Reemplazando datos:

21.1777g — 20.7218
% Cenizas = g 9 x100%

15874 g

% Cenizas = 28.7199

Tabla 2. Resultado de la caracterizacion fisicoquimica del extracto etandlico de las

partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

PARAMETROS RESULTADOS UNIDADES
Solidos Totales 92.54% g/100g
Solidos Solubles 4.8% 9/100g
Cenizas (°Brix) 28.72% 9/100g
pH 5.19 -
Color Verde oscuro -
Aspecto Espeso viscoso -
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3.3. Resultados del Método Antioxidante FRAP

Tabla 3. Valores de absorbancia para la curva de calibracion de trolox
para el método de FRAP.

Concentracion de  Absorbancia Absorbancia Absorbancia

Trolox (mM) inicial final Promedio
0.0312 0.076 0.065 0.071
0.0625 0.129 0.124 0.127
0.125 0.247 0.241 0.244

0.25 0.425 0.421 0.423
0.5 0.871 0.872 0.872
1 1.505 1.513 1.508

Fuente: El autor.
La absorbancia promedio es el promedio de la absorbancia determinadas

Figura 3. Curva de calibracion de trolox por el método FRAP.

v =1.4929x +0.051

1.8
R2=10.9949

1.6

1.4

Absorbancia

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracion de trolox mM
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Tabla 4. Actividad antioxidante por el método FRAP del extracto etandlico
de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran” y su

TEAC correspondiente.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia

(mg/mL) inicial final Promedio TEAC (mM)
0.39 0.089 0.076 0.083 0.021
0.78 0.121 0.113 0.117 0.044
1.55 0.206 0.197 0.202 0.101
3.11 0.371 0.363 0.367 0.212
6.21 0.699 0.696 0.698 0.433

Figura 4. Curva de correlacion de concentracion de extracto vs capacidad

antioxidante equivalente al trolox.

0.5 y=0.0712x - 0.0091
R2=0.9999
0.45
0.4
0.35
2 03
o 0.25
’f:
m 0.2
—
0.15
0.1
0.05

0 1 2 3 4 5 6 7
Extracto mg/mL

TEAC = 1mg de extracto equivale a 0.080 mM de trolox
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3.4. Resultados del Método Antioxidante ABTS

Tabla 5. Valores de absorbancia para la curva de calibracion de trolox
para el método ABTS.

Concentracion de  Absorbancia  Absorbancia Absorbancia
Trolox (mM) inicial final Promedio
0.0312 0.024 0.028 0.027
0.0625 0.061 0.068 0.065
0.125 0.138 0.127 0.133
0.25 0.278 0.273 0.276
0.5 0.497 0.463 0.48

Figura 5. Curva de calibracidn de trolox por el método ABTS.

0.6 y =0.9666x +0.0089
R2=0.9929

Absorbancia
[==]
[

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Trolox en mM/mL
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Tabla 6. Actividad antioxidante por el método ABTS del extracto etandlico
de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran” y

su TEAC correspondiente.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia TEAC

(mg/mL) inicial final Promedio (mM)
0.62 0.083 0.079 0.081 0.075
1.24 0.159 0.163 0.161 0.157
2.49 0.286 0.284 0.285 0.286
4.97 0.49 0.486 0.488 0.496
9.94 0.558 0.55 0.554 fdc

Nota: fdc = Valor fuera de curva.

Figura 6. Curva de correlacion de concentracién de extracto vs capacidad antioxidante

equivalente al trolox.

y=0.0951x +0.032
0.6 R2=1.9933

0.3

TEAC (mM)

0.1

0 1 2 Extractd mg/mL 4 5 6

TEAC = 1mg de extracto equivale a 0.128 mM de trolox
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3.5. Resultados del Método Antioxidante DPPH

Tabla 7. Valores de absorbancia y porcentaje de inhibicidn del extracto etandlico

de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

Extracto Absorbancia Absorbancia Absorbancia

(mg/mL) inicial final Promedio %Inh
0.39 0.884 0.886 0.885 2.74
0.78 0.837 0.834 0.836 8.13
1.55 0.74 0.738 0.739 18.79
311 0.55 0.541 0.546 40
6.21 0.249 0.242 0.246 73

B o

Figura 7. Curva de correlacion de la concentracion del extracto vs

porcentaje de inhibicidon del radical DPPH.

30 y =12.083x - 0.5635
R2=10.9957

70

60
50
40

30

Porcentaje de inhibicion

]
—
(3]

3 4 5 6 7
Concentracion de extracto mg/mL

Por lo tanto, el 1Cs =4.18 mg
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IV. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion, se realizé el tamizaje fitoquimico del extracto etanélico
de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran” y su capacidad de
reducir el hierro férrico (Fe+3), presente en un complejo con la 2, 4, 6-tri (2-piridil)-S-triazina
(TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe+2), (FRAP). Asi, como su capacidad antioxidante frente al
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); teniendo como proposito ampliar con evidencias
cientificas algunas de las propiedades que han sido atribuidas a la hierba del alacran por la
medicina popular en la prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas al estrés

oxidativo.

El tamizaje fitoquimico realizado nos permitié determinar de manera cualitativa los
principales grupos de fitoconstituyentes quimicos de la planta. EI método para la realizacion
del tamizaje parti6 por fraccionamiento de una cantidad considerable del extracto etandlico,
posteriormente se realizaron las reacciones detalladas en el método analitico en cada fraccién,
teniendo mayor interés en los resultados de las fracciones A, D y E, debido a que nos
permitieron determinar la presencia de los metabolitos con capacidad antioxidante como se
puede apreciar en la Tabla N° 1 donde se identificaron grupos aminos libres, flavonoides,
triterpenoides y/o esteroides, taninos, alcaloides, leucoantocianidinas, catequinas y saponinas,
muchos de los cuales son concordante con lo reportado por Suthar et al 2021 en el estudio
“Phytochemical Screening of Halophytic Plant Heliotropium curassavicum L.” donde
encontraron fitoconstituyentes como alcaloides, fenoles, taninos, esteroides y proteinas en los
disolventes acetona y metanol, a pesar que la extraccion de los metabolitos deben
principalmente del solvente de y el método usado, en ambos estudios estamos hablando de
solventes de naturaleza polar (etanol y metanol) o de mediana polaridad (acetona). Asimismo,
Abd-ElGawad et al 2019, reporta que el aceite esencial de Heliotropium curassavicum
presenta compuestos de naturaleza terpenica. Asimismo, Ghori et al 2016 en un articulo de
revision reporta que muchas especies del género Heliotropium que crecen en Pakistan,
presentan compuestos fitoquimicos de naturaleza alcaloides, terpenoides y flavonoides; Sohail
et al 2014 también reporta los mismos metabolitos secundarios para la especie Heliotropium

bacciferum.
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Con respecto a la capacidad antioxidante del extracto mediante el método FRAP, podemos
visualizar en la tabla N° 3, los valores de la concentracién de las diluciones preparadas del
Trolox (mM) que nos permitié hallar la correspondiente curva de calibracion para la
determinacion de la actividad antioxidante por el método FRAP (figura N° 3), donde
observamos la generacionde la siguiente ecuacion: y = 1.4929x + 0.051; con la pendiente con
1.4929y el intercepto con 0.051; teniendo como coeficiente de determinacién (R2) de 0.9949,
gue nos permitio hallar el correspondiente TEAC de cada una de las soluciones del extracto
(tabla N° 4) y luego la curva decorrelacion de las concentraciones del extracto y sus respectivos
equivalentes de trolox (figura N° 4) que nos facilita extrapolar los resultados para hallar el
equivalente para cualquier concentracion de extracto; este resultando hallado de 1mg
equivalente a 0.080 mM de trolox es un valor bajo, lamentablemente es resultado no puede ser
comparado, pues en ninguna de las bibliografias referencia se ha aplicado este método la
determinacion de la actividad antioxidante en esta especie.

En la Tabla N° 5, se pueden observar los valores de absorbancia obtenidos en cada
concentracion del patron, lo que nos permitié establecer la correspondiente curva de
calibracion de trolox (figura N° 5) por el método del radical ABTS, originando la ecuacion
y=0.9666x + 0.0089 a través de la cual hallaremos los equivalentes de trolox respectivos
para cada una de las diferentes diluciones del extracto ensayadas como se observa en la
tabla N° 6, que posteriormente al establecer la correlacién entre las concentraciones y sus
respectivos TEAC se expresa en lafigura N° 6, a partir de la cual extrapolamos la actividad
antioxidantecomo equivalente de trolox a una determinada concentracién, como hemos
realizado en el presente estudio donde 1mg de extracto equivale a 0.128 mM de trolox;
este valor comparado con lo reportado por Lissi et al 2009, valores equivalentes a 2.0 -5.2
M para exudados resinosos de algunas especies de Heliotropium son valores bajos; pero
estos resultados obtenidos tienen cierta similitud a los obtenidos por Wasiullah et al 2019, en

la fraccion de dicloro-metanolica de las partes aéreas de esta especie de una zona de Pakistan.

Con respecto a la determinacion de la actividad antioxidante del extracto etandlico por el
método DPPH, en la tabla N° 7 se observan las diferentes concentraciones del extracto, sus
absorbancias promedio, y sus respectivos porcentajes de inhibicion del radical DPPH. Para
poder calcular ICso, procedimos a relazar una curva de correlacion entre concentraciones del
extracto y sus respectivos porcentajes de inhibicion (figura N° 7) la que genero la ecuacion: y
=12.083x —0.5635; teniendo una pendiente 12,083 y con un intercepto de -0.5635y lo permitio

obtener un valor del I1Cs, fue de 4.18 mg.
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En atencion a los estudios de actividad antioxidante de esta especie referenciados por este
método, no se puede hacer una comparacién directa con Lissie et al 2009, ni por Abd-ElGawad
et, al 2019, ya que estos analizaron exudados y aceites esenciales respectivamente; mientras
gue comparado con el estudio de Wasiullah et al. 2019 presento valores ICso entre 33 y 48
para los diferentes tipos de extractos, los valores obtenidos en el presente estudio son

considerablemente menores, lo indica una mayor actividad antioxidante.

En referencia a identificar el método antioxidante que presenta mayor actividad en el extracto
etanolico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum "hierba de alacran"; debemos
indicar existen dos mecanismo de accion por los que se determina la actividad antioxidante de
la actividad antioxidante como son: la transferencia de electrones simples (SET) y la
transferencia de atomos de hidrogeno (SAT); el método de FRAP se basa en el mecanismo
SET, mientras que los otros dos métodos empleados se fundamenta en ambos mecanismo,
mientras que el DPPH prioriza el mecanismo SET, el método ABTS prioriza el mecanismo
HAT, de los resultados se descarta el método FRAP; mientras que entre los otrosdos resulta
mas activo el método de DPPH, ya al transformar 1Csp a equivalente de trolor resulta que 1mg
del extracto equivale 0.138mM de trolox.
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V.  CONCLUSIONES

En el extracto etanolico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “Hierba del
alacran”, se comprobo la presencia de fitoconstituyentes a través del tamizajefitoquimico
siendo los siguientes: grupos aminos libres, flavonoides, tripertenoides y/o esteroides,
alcaloides, taninos, leucoantocianidinas, catequinas y saponinas; a los cuales se les podria
atribuir una capacidad intermedia 0 moderada.

El extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “Hierba del
alacran”, presenta a través del método FRAP una baja capacidad antioxidante, por otro
lado, mediante los métodos ABTS y DPPH presentan una actividad antioxidante

intermedia 0 moderada.

Los componentes fitoquimicos a los cuales se les podria atribuir el efecto antioxidante
del extracto etandlico Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran” serian los grupos
aminos libres, flavonoides, tripertenoides y/o esteroides, alcaloides, taninos,

leucoantocianidinas, catequinas y saponinas.

El extracto etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “Hierba del

alacran”, presenta la mayor actividad antioxidante por el método DPPH.
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VI. RECOMENDACIONES

Seguir con la investigacion de la especie vegetal Heliotropium Curassavicum “hierba del
alacran”, debido a que en el PerU se encuentra vagamente estudiada, mientras que, en
paises como la India, Pakistan y Egipto se estan realizando investigaciones en otras
actividades terapéuticas obteniendo resultados interesantes.

Continuar con la investigacion relacionada a la gran cantidad de sales minerales que se
obtuvieron como resultado del ensayo en la presente investigacién, la cual fue una

muestra tomada en la Regién de Ica.
Seria 6ptimo un estudio comparativo entre muestras recolectadas de diferentes suelos,

debido a que la gran presencia de sales puede ser indicativo de gran presencia de Silicatos

o Carbamatos utilizados como un mecanismo de defensa de la especie vegetal.
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VIII. ANEXOS
Anexo 1. Matriz de Consistencia
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Pregunta general: Objetivo general Hipétesis General:

¢ Qué componentes fitoquimicos estan
presentes y cual es la capacidad
antioxidante del extracto etandlico de
las partes aéreas de Heliotropium
Curassavicum “hierba del

alacran™?

Pregunta especifica 1:

¢Tendra el extracto etandlico de las
partes aéreas de Heliotropium
Curassavicum “hierba del alacran”
actividad antioxidante?

Pregunta especifica 2:

;Cudl de los  componentes
fitoquimicos  podrian  ser  los
responsables de la  actividad
antioxidante de la plantaHeliotropium
Curassavicum “hierba del alacran?

Pregunta especifica 3:

¢Cuél de los métodos presenta mayor
capacidad antioxidante en el extracto
etandlico de las partes aéreas de
Heliotropium Curassavicum “hierba
del alacran”?

Evaluar el contenido de los
compuestos  fitoquimicos y la
capacidad antioxidante que estan
presentes en el extracto etandlico de
las partes aéreas de Heliotropium
Curassavicum “hierba del alacran”.
Objetivo especifico 1

Determinar la actividad antioxidante
del extracto etandlico de las partes
aéreas de Heliotropium Curassavicum
“hierba del alacran” por los
métodos de ABTS, DPPH y FRAP.
Objetivo especifico 2

Determinar los posibles componentes
fitoquimicos responsables de la
actividad antioxidante en el extracto
etandlico de las partes aéreas de
Heliotropium Curassavicum “hierba
del alacran”.

Objetivo especifico 3

Identificar el método antioxidante que
presenta mayor actividad en el
extracto etandlico de las partes aéreas
de  Heliotropium  Curassavicum
“hierba del alacran”.

El extracto etandlico de las partes
aéreas de Heliotropium Curassavicum
“hierba del alacran” presentadiversos
compuestos  fitoquimicos 'y una
apreciable capacidad antioxidante.

Hipotesis Especificas 1:

El extracto etandlico de las partes
aéreas de la planta Heliotropium
Curassavicum “hierba del alacran”
presenta actividad antioxidante en los 3
métodos analizados.

Hipotesis Especificas 2

Los componentes fitoquimicos
responsables del efecto antioxidante del
extracto  etanodlico  Heliotropium
Curassavicum “hierba del alacran”
serian los flavonoides.

Hipotesis Especificas 3

El método ABTS presentard mayor
actividad antioxidante en el extracto
etandlico de las partes aéreas de la
planta Heliotropium Curassavicum
“hierba del alacran”.

Variable independiente:
Extracto etan6lico de las
partes aéreas de Heliotropium
Curassavicum “hierba del
alacran”

Variable dependiente:

Actividad Antioxidante

Tipo de estudio:
Disefio Experimental.

Nivel de investigacion:
Descriptivo- Explicativo

Disefio de estudio:
Cualitativo-Transversal

Poblacion de estudio:
Extracto etandlico de las
partes aéreas de
Heliotropium Curassavicum
“hierba del alacran”

Muestra:

Muestra vegetal: Partes aéreas de
Heliotropium Curassavicum
“Hierba del alacran”
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Figura 8. Clasificacion botanica por el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (N° 039-USM-MHN-2023).
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S ) VICERRECTORADO DE MUSEO DE HISTORIA NATURAL
INVESTIGACION Y POSGRADO

“Afio de la unidad, la paz y el desarrollo”

CONSTANCIA N° 039-USM-MHN-2023

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (fértil) recibida de Marycielo Emy Flores Hernandez, estudiante de pregrado de
la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica ha sido estudiada y clasificada como: Heliotropium
curassavicum L.y tiene la siguiente posicion taxonomica, segun el Sistema de Clasificacion APG IV
(2016).

ORDEN : Boraginales
FAMILIA : BORAGINACEAE
GENERO : Heliotropium

ESPECIE : Heliotropium curassavicum L.

Nombre vulgar: “Hierba de alacran”
Procedencia: Ica
Determinado por: MSc. Hamilton Beltran Santiago.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

conveniente.
Lima, 3 de marzo de 2023
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Figura 9. Secado de la muestra vegetal Heliotropium Curassavicum

“Hierba del alacran”.

Figura 10. Filtrado del extracto etandlico de las partes aéreas de

Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

\
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Figura 11. Secado del extracto etandlico de las partes aéreas de

Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.
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Figura 12. Obtencidn del extracto seco Heliotropium Curassavicum

“Hierba del alacran”.

Figura 13. Fraccionamiento del extracto etanolico de las partes aéreas de

Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.
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Figura 14. Pesado del extracto seco de las partes aéreas Heliotropium Curassavicum

“Hierba del alacran”.

Figura 15. Determinacion de cenizas del extracto etandlico de las partes aéreas de

Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.
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Figura 16. Determinacion de Solidos Totales del extracto etandlico de las partes

aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

Figura 17. Reaccion de identificacion de flavonoides en el extracto etandlico de

las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.
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Figura 18. Reaccidn de identificacion de alcaloides en el extracto

etandlico de las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum

“hierba del alacran”.

Figura 19. Reaccidn de identificacion de taninos en el extracto etandlico de las

partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.
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Figura 20. Reaccion de identificacion de aminoacidos en el extracto etanélico de

las partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”.

Figura 21. Reaccion de identificacion de saponinas en el extracto etanolico de las

partes aéreas de Heliotropium Curassavicum “hierba del alacran”
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