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RESUMEN

Los frutos del “algarrobo” contienen compuestos fenolicos (CF) a los que se le atribuyen
importantes propiedades nutracéuticas. El objetivo fue caracterizar el compuesto fendlico
con mayor abundancia y determinar la actividad antioxidante (AA) en cinco extractos
(etanol de 45%, 70%, 96%, infuso y decocto) de frutos de Prosopis pallida (Humb. &
Bonpl. ex Willd.) Kunth de las regiones de Tumbes, Piura, Lambayeque y'La Libertad. Los
CF se cuantificaron por el método de Folin-Ciocalteu y la AA se evaluo por los métodos de
DPPH, FRAP y ABTS. El mejor extracto con CF fue etanol 96% de los frutos de Piura con
58,03+2,50 mg equivalentes de acido galico/g (EAG/g). ‘.a AA fluctud entre 5,27+0,30-
2,12+0,08; 8,46+0,45-5,32+0,34 y 17,63+0,53-11,16+0,29 mg de equivalentes de Trolox/g,
para el DPPH, FRAP y ABTS, respectivamente.en las muestras sin purificar. Mientras que,
entre los extractos purificados, el decocta’de La Libertad presentdé mayor concentracion de
CF (90,65£1,70 mg EAG/g) y mayor /AA por los métodos de DPPH, FRAP y ABTS. Por
otro lado, se llevd a cabo <la. caracterizacion del compuesto fendlico de mayor
concentracion y con actividad antioxidante por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, “elucidando su correspondiente estructura y formula general
Cao7H31015. Se concluye que el compuesto fendlico de mayor concentracion con AA es
Apigenin-6,8-digalactdsido (vicenin) y pertenece a las flavonas.

Palabras claves: compuestos fendlicos; antioxidante; Prosopis pallida; DPPH, FRAP,
ABTS.

viii
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ABSTRACT

The fruits of the "algarrobo™ contain phenolic compounds (PC) to which important
nutraceutical properties are attributed. The objective was to characterize the phenolic
compound with greater abundance and to determine the antioxidant activity (AA) in five
extracts (45%, 70%, 96% ethanol, infusion and decoction) of fruits of Prosopis pallida
(Humb. & Bonpl. Ex Willd.) Kunth of the regions of Tumbes, Piura, Lambayeque and La
Libertad. The PC were quantified by the Folin-Ciocalteu method~and the AA was
evaluated by the DPPH, FRAP and ABTS methods. The best extract with PC was ethanol
96% of the fruits of Piura with 58.03+2.50 mg Gallic acid-equivalents/g (GAE/g). The AA
fluctuated between 5.27+£0.30-2.12+0.08, 8.46+0.45-5.324+0.34 and 17.63+0.53-11.16+0.29
mg of Trolox equivalents/g, for DPPH, FRAP and ABTS, respectively in the unpurified
samples. While, among the purified extracts, the decoction of La Libertad showed higher
concentration of PC (90.65+£1.70 mg GAE/g) and higher AA by the methods of DPPH,
FRAP and ABTS. On the other hand, the phenolic compound of higher concentration and
with antioxidant activity was™characterized by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry, elucidating its.corresponding structure and general formula C27H3101s. It is
concluded that the phenolic compound of higher concentration with AA is Apigenin-6,8-

digalactoside (vicenin) and belongs to the flavones.

Keywords: phenolic compounds; antioxidant; Prosopis pallida; DPPH, FRAP, ABTS.
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I. INTRODUCCION

Las plantas vasculares sintetizan una gran cantidad de moléculas organicas, a
consecuencia de su metabolismo secundario. Los polifenoles son metabolitos
secundarios distribuidos ampliamente en el reino vegetal. Se localizan en todas las
partes de la planta, variando su concentracion a lo largo de su ciclo vegetativo. Estos
compuestos participan en muchas funciones, como la asimilacion de nutrientes,
sintesis proteica, actividad enzimaética, fotosintesis, formacion de componentes
estructurales, alelopatia y defensa ante los factores adversos del ambiente. Los fenoles
estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (Sabor, astringencia, dureza), las
caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen
vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo

fenol (Mufioz et al., 2015).

En general se puede considerar/a los frutos del algarrobo como un alimento con
potente capacidad antioxidante que incluyéndolo en la dieta diaria ayudaria a
satisfacer los requerimientos diarios de antioxidantes y prevenir ciertas enfermedades
de patologia inflamatoria, ademas de los beneficios que se obtendrian por los demas
nutrientessque/contiene como es el caso de la proteina, fibra, y acidos grasos omega 3

y 6 (Perez'et al., 2014).

El jarabe tradicional hecho de las vainas de Prosopis, conocido como "algarrobina™ o
"arrope de algarrobo" en los paises andinos, se utiliza cominmente en reposteria y
cocina local para preparar dulces y cdcteles. En un trabajo realizado en la Universidad

de Talca-Chile se evalu6 el contenido polifendlico de cuatro vainas de Prosopis
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muestras de jarabe a partir de la fraccion retenida con Amberlite, se analizé utilizando
un cromatografo liquido de alto rendimiento con detector de arreglo de diodos
acoplado a espectrometria de masas (HPLC-DAD-MS/MS). Los principales
compuestos fenolicos en los jarabes fueron flavonoides C-glicosil apigenina derivados,
incluyendo 6,8-C-pentosido-C-hexosido, 6,8-hexosido y glicésidos de quercetina. El
derivado de azucar 5-hidroximetil furfural estaba presente en la mayoria de las
muestras. Todos los jarabes carecian de citotoxicidad hacia fibroblastos de pulmén
humano y células AGS gastricos humanos. Los constituyentes fenélicos de los jarabes
son flavonoides C-glicosidicos con propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
nutracéuticas. La composicion fendlica de jarabe decalgarrobo de América del Sur se

presenta por primera vez (Quispe et al., 2014).

Las especies de Prosopis se consideran arboles y arbustos de usos multiples de la FAO
y sus frutos constituyen una fuente de alimento para los seres humanos y los animales.
De acuerdo con el Cadigo Alimentario Argentino, la "harina de algarrobo" se obtiene
moliendo todo el fruto maduro, pero en el proceso tradicional de la mayoria de las
semillas se descartan. De las semillas se obtiene harina y se evalla las proteinas
mediante hidrélisisenzimatica. De acuerdo a su perfil de aminoacidos y la calificacién
quimica, las‘proteinas de Prosopis alba, no son deficientes en aminoacidos esenciales.
En la Universidad Nacional de Tucuman-Argentina, se evalud la capacidad
antioxidante de las proteinas hidrolizadas (valores Clsg: 50-5 pg/mL). Se describio la
actividad inhibidora de enzimas pro-inflamatorias (lipooxigenasa y fosfolipasa).
También se analizé la mutagenicidad/antimutagenicidad de proteinas e hidrolizados de
proteinas de la harina de semilla. La harina de cotiledon P. alba podria ser una nueva

alternativa en la formulacion de alimentos funcionales no solo por su alto contenido en
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proteinas, sino también por las propiedades bioldgicas y funcionales de sus proteinas e

hidrolizados de proteinas (Cattaneo et al., 2014).

Segun Pérez et al. (2014), en un trabajo realizado en el Laboratorio de Investigacion
de Productos Naturales (LIPRON), Instituto de Quimica del NOA (INQUINOA-
CONICET), Facultad de Ciencias Naturales e IML, Universidad Nacional de
Tucuman-Argentina, encontraron que la harina de P. alba mostré mayor significancia
total (suma de libres y unidos) contenido en compuestos fenélicos y flavonoides
totales que P. nigra (p < 0,05) mientras que P. nigra tuvo mayores concentraciones de
antocianinas que el P. alba (p < 0,05). La harina” Py nigra muestra un patron se
caracteriza por la aparicién de antocianinas, asi“como 14 glicosidos flavonoides, con
mayor diversidad quimica de P. alba, que muestra 8 glucosidos flavonoides como
constituyentes relevantes. Los principales, compuestos se quercetina O-glucosidos y
basada en la apigenina C-glucosides. La composicion fendlica de dos harinas de la
vaina de algarrobo de América'del Sur se presenta por primera vez. Las vainas de P.
nigra que tienen un mayor contenido de antocianinas son mas oscuro (morado) que las
de P. alba (marrdn.Claro). Ademas, los extractos polifendlicos sin azucar de P. nigra'y
P. alba, asi come_antocianinas enriquecidos extractos de P. nigra mostraron actividad
antioxidantei.P. nigra y P. alba extractos polifenolicos mostraron actividad contra una
enzima pro-inflamatoria. En conclusion, la harina de vainas de algarrobo contenia
polifenoles bioldgicamente activos, con un impacto positivo en la salud humana (Pérez

etal., 2014).

Especies reactivas del oxigeno es el término que se aplica colectivamente a las

moléculas radicales y no radicales que son agentes oxidantes y/o son facilmente
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convertidos a radicales. En la ultima década se han acumulado evidencias que
permiten afirmar que los radicales libres y el conjunto de especies reactivas que se les
asocian juegan un papel central en nuestro equilibrio homeostatico, que es el normal
funcionamiento de los mecanismos de regulacion que conservan el estado normal
fisiolégico de los organismos. En mamiferos son muchos los procesos fisiopatoldgicos
causados por estas especies tales como los mecanismos patogénicos asociados a virus,
bacterias, parasitos y células anormales, constituyendo un mecanismo de defensa del
organismo frente a estos agresores. Cuando el aumento del contenido intracelular de
radicales libres sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés
oxidativo, a través del cual se induce dafio a moléculas bioldgicas como lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. El estrés oxidativo'se presenta en diversos estados
patoldgicos en los cuales se altera la~funcionalidad celular, contribuyendo o
retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas como la aterosclerosis,

cardiomiopatias, enfermedades netrologicas y cancer (Avello et al., 2006).

Los compuestos fenolicas tienen por finalidad o mecanismo su capacidad para captar
los radicales libresque Se pueden generar en las células del cuerpo humano y que son
resultado de la~combinacion de muchos factores ambientales, incluida la
contaminacién’ atmosférica. Dichos radicales actian sobre acidos grasos
poliinsaturados, colesterol, ADN vy lipidos, siendo estos ultimos los més susceptibles a
la sustraccion de un electron por parte del radical que lo requiere para alcanzar su
estabilidad electroquimica. Los antioxidantes actian como fuentes de hidrogeno y se
oxidan en lugar de cualquiera de los componentes anteriormente mencionados,
protegiendo de esta manera las células contra el dafio que causan los radicales libres

(Ruiz et al., 2013).
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Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales, son el
ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu. EI método de Folin-Ciocalteu se basa
en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de
Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier
tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotungstico. La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotéingstico en 6xidos,
cromogenos de color azul intenso, de tungsteno (WsO23) y~molibdeno (MogO2s),
siendo proporcional este color al ndmero de grupos hidroxilo de la molécula

(Gutiérrez et al., 2008).

Un método muy usado para medir la capacidad-antioxidante, se basa en la estabilidad
del radical 1,1- difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la deslocalizacion
del electron desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta
caracterizada por una banda de absorcion, en solucion etandlica, centrada alrededor de

518 nm (Molyneux, 2004).

Cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar
un atomo de‘hidrogeno o con otra especie radical se produce la forma reducida DPPH-
H 6 DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la péerdida de la
absorbancia. El pardmetro ICso, que es la concentracion necesaria para obtener un 50%
de efecto, es generalmente usado para la interpretacion de este método (Suéarez et al.,

2004).
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Los constituyentes de la biomasa se pueden dividir en Celulosa, hemicelulosa, lignina,
ceniza y agua. Los niveles de constituyentes quimicos del género Prosopis han sido
estimados como 25% -30% de hemicelulosa, 40% -45% de celulosa, 11% -28% de
lignina. La biomasa incluye compuestos quimicos como: azlcares, resinas, aceites
volatiles, acidos grasos, taninos, alcoholes y fenoles con una con un contenido de

taninos de hasta el 9% del material lefioso. (Prabha et al., 2014)

Los polifenoles poseen acciones antihelminticas, antihepatotéxicas, antinflamatorias,
antidiarreicas, antitlcera, antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha verificado
que inhiben la replicacion del virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV) y del virus
simplex humano (HSV), inhiben las glucosil transferasas del Streptococcus mutans
(caries dental), inhiben la autoxidacion..del ascorbato, también inhiben efectos
citotoxicos, la promocion del crecimiento tumoral y la enzima xantina monoamina
oxidasa. La actividad antioxidante{de los fenoles es el origen de funciones biologicas
tales como la antimutagénica,.anticancerigena y antienvejecimiento. Los flavonoides,
en particular, exhiben/una-amplia gama de efectos bioldgicos, incluyendo actividad
antibacteriana, antiviral, antinflamatoria, antialérgica, antioxidante, antitrombdtica y

vasodilatadora (Seeram et al., 2006; Prabha et al., 2014).

Existe evidencia epidemioldgica acerca de los beneficios para la salud del consumo
abundante de frutas y verduras en la dieta. Altas ingestas de frutas y verduras estan
asociadas con el mantenimiento de la salud y la prevencion de enfermedades. El
pensamiento vigente vincula el alto contenido de antioxidantes con la inhibicién de las
enfermedades provocadas por el dafio oxidativo, tales como la enfermedad cardiaca,

las hemiplejias y el cancer (Ramirez et al., 2014).
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Los flavonoides son la clase predominantemente descripta de los fenoles presentes en
los alimentos, porque son aproximadamente 2/3 de los fenoles consumidos en la dieta
humana. Los taninos también son una fuente importante de antioxidantes. Debido a su
presencia ubicua en los alimentos de origen vegetal, los humanos consumen

compuestos fenolicos a diario (Paladino, 2007).

Las frutas en general, y en particular, las frutas pequefias 0“berries, contienen una
amplia gama de flavonoides y acidos fendlicos que muestran actividad antioxidante.
Los principales subgrupos en berries y frutas son los “antocianos, proantocianidinas,
flavonoles y catequinas. Los extractos de hlackberries, corintos rojos y negros,
blueberries, frambuesas negras y rojas poseen‘una alta actividad como captores de
radicales superoxido. Los acidos hidroxinamicos tipicamente presentes en las frutas

han demostrado inhibir la oxidacién.en las LDL in vitro (Paladino, 2007).

Los extractos fendlicos (de berries (blackberries, frambuesas, cerezas, blueberries, y
frutillas) inhiben la“exidacion de las LDL humanas y la oxidacion de los liposomas

(Maurya y Singh;.2010).

A diferencia de otras fibras alimentarias, la fibra de algarrobo obtenida de su fruto
contiene taninos, antes considerados producto toxicos y hoy revalorizados dentro del
grupo de los polifenoles como antioxidantes y potentes protectores que evitan la
formacion de las cancerigenas nitrosaminas, son antiinflamatorios, antirreumaticos y
benéficos para el corazon y los rifiones. Los polifenoles solubles se absorben a través

de la pared intestinal, con lo que pueden ejercer su efecto en diferentes zonas del
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organismo, mientras que los polifenoles insolubles permanecen fundamentalmente en
el intestino, donde pueden captar compuestos reactivos contenidos en los alimentos o
producidos por bacterias. Estudios in vitro han demostrado que la fibra de algarrobo
puede inactivar de modo eficaz los radicales libres y otras sustancias reactivas, algo
que solo ha podido demostrarse de forma limitada en otras fuentes de fibra alimentaria

(Tamayo, 2008).

Se menciona entre las especies frutales al algarrobo, aunque 'no sea su uso mas
frecuente, con fines de enfatizar el extraordinario valor nutritivo de la pulpa
comestible que rodea las semillas. Es uno de los alimentos vegetales mas ricos que se
conocen por su alta concentracion en almidon)y \proteinas y constituia una parte
importante de la dieta de muchos pueblos-indigenas. La pulpa es dulce, se consume
cruda, se incorpora como harina en_galletas y sopas, 0 se mezcla con agua para
preparar una bebida llamada atole/y,a los nifios se les da con leche por ser un excelente
alimento. También puede constituir un alimento concentrado de primera calidad para
animales. Sus polisacaridos llamados galactomananos forman la famosa goma de
algarroba, conocida bajo la sigla E410 en las sustancias aditivas de los alimentos. Se
utiliza para fabricar los helados mas apreciados. La goma de algarroba se usa asi
mismo en.la.industria como agente estabilizador, espesante y aditivo en la industria

alimenticia, farmacéutica, textil, papelera (Tamayo, 2008).

Numerosos investigadores han desarrollado en los ultimos tiempos nuevas alternativas
para el arte culinario. Con la harina de algarrobo, por ejemplo, ya se realizan galletas
con mayores proporciones de fibra, calcio y hierro que las convencionales. También

crearon “supersopas” Y queso prebidtico, destinado a mejorar el sistema inmunoldgico.
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Asi fue como investigadores de Argentina crearon desde quesos que mejoran el
sistema inmunologico, “superguisos” y “supersopas” que optimizan los niveles de
nutricion, hasta galletas con harina de algarrobo, que contienen mayores proporciones

de fibra, calcio y hierro que las convencionales (Tamayo, 2008)

Actualmente el estudio de alimentos con propiedades antioxidantes ha aumentado
considerablemente debido al interés que se tiene sobre los efectes benéficos en la
salud que previenen dichos compuestos, tales como la prevencién de cancer,
enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter/inflamatorio. Ademas de
que el consumo frecuente de antioxidantes se relaciona con la disminucion de otras

enfermedades como diabetes y enfermedades coronarias.

Es importante realizar este tipo de trabajo porque sustenta una buena fuente de
informacion para introducir en la“alimentacion productos con actividad antioxidante
que serviran para proponer una, futura terapia alternativa preventiva antioxidante no
invasiva, sin repercusiones para el organismo y mas barata, y para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como enfermedades autoinmunes
(Lupus eritemateso-sistémico, rosacea, artritis, etc.) ya que se ha demostrado el efecto

antioxidantedg productos naturales provenientes de las plantas.

Este tipo de trabajo es una buena fuente de informacion en la realizacion de futuras
investigaciones que con llevan con la elaboracién de diversos fitofarmacos que tienen
un impacto importante en la sociedad, y a su vez marca la pauta para futuras
investigaciones y que deberian ser tomadas en cuenta por la Organizacion Mundial de

Salud para regular y fomentar politicas y normas para la aplicacion de estos estudios
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en la medicina alternativa sobre el ser humano, invirtiendo en investigaciones
farmacéuticas para controlar las dosis administradas y saber en qué tiempo hace efecto

cada fitofarmaco.
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OBJETIVOS

General
Caracterizar los compuestos fendlicos y determinar la actividad antioxidante de los

extractos hidroalcohdlicos, infuso y decocto de Prosopis pallida del norte del Perd.

Especificos

Determinar la concentracion de compuestos fendlicos de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos, por el método de Folin-Ciocalteu de las muestras de las regiones
de Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad.

e Determinar la actividad antioxidante de los cinco sistémas de extraccion por los
métodos de DPPH, FRAP y ABTS de las muestras de las regiones de Tumbes,
Piura, Lambayeque y La Libertad.

e Determinar la concentracion de compuestos fenolicos de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos, purificados con Amberlite por el método de Folin Ciocalteu

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos purificados con Amberlite por
los métodos de DPPH, FRAP y ABTS.

e Caracterizar el compuesto fendlico de mayor concentracion con actividad

antioxidante.
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material
2.1.1. Material de estudio
1 kg de frutos de Prosopis pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Kunth

“algarrobo” de las regiones de Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad.

2.1.2. Material de Laboratorio

2.1.2.1. Material de vidrio y otros

e Balones fondo redondo de 25 mL, 50 mL{y 200 mL
e Embudos de filtracion

e Espétulas

e Matraces aforados de 10 mls;25 mL, 100 mL y 500 mL
e Frascos &mbar

e Gradillas

e Guantes de nitrilo

e Jeringasde 3mLy5mL

e Matraces Erlenmeyer de 100 mL y 250 mL

o Morteros

e Papel de aluminio

e Papel filtro MN751

e Papel Kraft

e Pinzas

e Pipetasde 1 mL,5mLy 10 mL

e Pizetas

e Probetas de 100 mL

e Varillas de vidrio
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e Vasos de precipitacion de 50 mL, 100 mL, 250 mL y 1000 mL

2.1.2.2. Equipos de laboratorio

e Agitador magnético IKA, modelo C-MAG HS10

e Agitador vibratorio — Heildolph, modelo Reax Control

e Balanza analitica - A&D, modelo 5004

e Bafio de ultrasonido con calefaccion — Mrs Laboratory Equipment,
modelo DC-150H

e Bafio maria Memmert, modelo WNE14

e Equipo Cromatdgrafo liquido de alta resalucion Hitachi modelo Elite
LaChrom

o Espectrofotometro de microplacas UV/VIS Fisher Scientific,
modelo accuSkan GO

e Estufa - JP Selecta, modelo 2000210

e Liofilizador Millrock Technology, modelo BT85B-A

e Micropipetas de.200 pL — Brand, modelo transferpette

o Refrigeradora - Coldex

¢ Rataevaporador — Heidolph, modelo LAborota 4003 control
e, “Tamices N°20

o Ultracongelador Artiko

o Ultrapurificador — Simplicity, modelo UV System

2.1.2.3. Reactivos y solventes

e Acetato de sodio - Merck
o Acido acético glacial - Merck
 Acido galico - Merck

e Agua destilada
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e  Ambelite® XAD7HP

e Carbonato de sodio

e Carbonato de sodio - J.T.Baker

e Etanol 96% CKF

e Etanol 96° %. CKF

o FeCls3.6H20 - Sigma-Aldrich

e Metanol grado HPLC

¢ Reactivo de Folin-CioCalteu - Sigma-Aldrich

e Reactivo de FRAP Sigma-Aldrich

e Reactivo DPPH - Sigma-Aldrich

e TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) - Sigma-Aldrich

e Trolox Sigma-Aldrich

2.2. Método
2.2.1. Recoleccion de la muestra
Los frutos de P. pallida se recolectaron durante la temporada de noviembre 2016

- marzo del 2017, en_las regiones de Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad.

2.2.2. Identificacion y determinacion taxondmica de la especie
La identificacion botanica del material vegetal se realizé en el Herbarium
Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo; utilizandose

muestras de frutos de P. pallida., recolectadas en cuatro localidades:

e Sector alrededores del parque Nacional cerros de Amotape, distrito de
Casitas, provincia Contralmirante Villar, departamento de Tumbes, con
coordenadas de latitud sur 04° 05* 39.3”’; longitud oeste 80° 41” 28.9”’

y altitud de 600 m s. n. m. y con codigo HUT 59850.
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e Sector Batan Grande, distrito de Pitipo, provincia Ferrefafe,
departamento de Lambayeque, con coordenadas de latitud sur 06° 28’
32.6”’; longitud oeste 79° 42’ 12.29”’ y altitud de 97 m s. n. m. y con
cédigo HUT 59851.

e Ciudad de Piura, distrito de Piura, provincia de Piura, departamento de
Piura con coordenadas de latitud sur 05° 10’ 43.7°’; longitud oeste 80°
37’ 09.8”’ y altitud de 37 m s. n. m. y con cddigos HUT 59858 y
59859.

e Sector bosque algarrobal, distrito San. Pedro de Lloc, provincia
Pacasmayo, departamento de La libertad, con coordenadas de latitud
sur 07° 27’ 17.8’; longitud oeste 79° 30’ 05.2°" y altitud de 45 m s. n.
m. y con codigos HUT 59852 y-59853.

2.2.3. Preparacion de la muestra

2.2.3.1. Seleccién de la muestra

Se seleccionaren los frutos que se encontraron maduros y en buen
estada; eliminandose las sustancias extrafias presentes en el material

vegetal.

2.2:3.2) Secado y pulverizacién
Se secaron los frutos de las especies de P. pallida en estufa a 40 °C.
Se separaron las semillas y luego se pulverizé con la ayuda de un
mortero para la obtencion de una muestra homogénea. Finalmente

fueron guardados hasta su posterior uso en frascos de color ambar.
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2.2.4. Preparacion de los extractos

Los extractos fueron preparados al 10% peso/volumen, tres hidroalcoholicos

(etanol 96%, 70% y 45%) y dos acuosos (infuso y decocto). (Ganoza Yupanqui

et al., 2015; Torres-Guevara; Ganoza-Yupanqui, 2017)

2.2.4.1. Extractos Hidroalcohdlicos
Al material vegetal pulverizado y tamizado se le adiciond etanol
(96%, 70% y 45%), luego se sonicd por 20 minutos a temperatura
ambiente, luego se filtrd a través de papel de filtro.

2.2.4.2. Extractos acuosos
El decocto fue obtenido por la adicion de agua destilada al material
vegetal y llevado a ebullicion/pori10 minutos. El infuso se prepar6
adicionando agua recientemente hervida al material vegetal, se tapo
y se dejo en contacto ‘por 10 minutos; en ambos casos se filtraron y
se obtuvieron los extractos.

2.2.5. Liofilizacion de los extractos

Los extractos fueron secados al vacio en un rotaevaporador, luego fueron
resuspendidos.con agua destilada y llevados a -80 °C en un ultracongelador por
72 horas, posteriormente se colocaron en un liofilizador por 48 horas y fueron
almacenados en frascos ambar entre 2 y 8 °C. (Zavala-Urtecho et al., 2018).

2.2.6. Purificacién de los extractos

El extracto seco resultante fue suspendido mediante el uso de un bafio de
ultrasonido en 15 mL de agua destilada y luego se mezclé con Amberlite. La
resina se lavd con 1 L de agua destilada y se eluyé con 1 L de metanol grado
HPLC. El eluato se concentrd bajo presion reducida y después se almaceno a -

20 ° C hasta su uso (Cattaneo et al, 2014; Quispe et al, 2014).
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2.2.7. Determinacion de compuestos fenolicos

Preparacion de la curva de calibracion

Se obtuvo una curva de calibracion con la solucion patron de acido galico
preparandose una solucién 1 mg/mL de acido galico en etanol, fueron
realizadas 6 diluciones estandar entre 0,02 y 0,16 mg/mL. Se tomo 25 uL de
cada dilucién y se mezcld con 125 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu al 10% y
se agito por 20 minutos a 45 °C. Posteriormente se adiciond400 uL de Na2CO3
al 7%, se dejé reposar por 10 minutos en oscuridad y se“realizo la medicion en
un espectrofotdbmetro de microplacas UV/VIS a 760’ nm (Alarcon-Aguilar et

al., 2018).

Determinacion de compuestos fendlicos en los extractos

Se pesaron 10 mg de cada liofilizado)y se disolvié en 1 mL de su respectivo
solvente, luego se realiz6 una dilucion al 1/4, se tomo 25 pL y se mezcld con
125 uL del reactivo de Falin<Ciocalteu al 10% y se agité por 20 minutos a 45
°C. Posteriormente sesadicion6 100 puL de Na,COsz al 7%, se dejo reposar por
10 minutos en/Oscuridad y se realiz6 la medicién en un espectrofotometro de
microplacass UV/VIS a 760 nm. Los valores fueron expresados como
miligramos equivalentes de acido galico por g de extracto liofilizado (mg
EAG/Q), las mediciones fueron realizadas por triplicado. (Alarcon-Aguilar et

al., 2018)

2.2.8. Evaluacion de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante se midié por medio de la captura de radicales libres

de los extractos que fue determinada por los métodos de:
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e DPPH, que utiliza como referencia la disolucién de 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo

e ABTS 2,2-azinobis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y sulfato de
potasio (peroxdisulfato de potasio)

e FRAP, que utiliza una mezcla de los reactivos:
Buffer de acetato: 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ): Cloruro férrico

hexahidratado, en proporciones de 10:1:1

2.2.8.1. Determinacion de la actividad antioxidante por DPPH
Para hallar la curva de calibracion, se prepard una solucién de Trolox
a 1 mg/mL en etanol, a partir de ‘esta solucion, se prepararon 6
diluciones a concentracionesestandar entre 0,25 y 0,025 mg/mL, se
tomd 10 pL de cada dilucién, se le agregd 300 pL del reactivo DPPH
preparado al 0,2 miM, se agité por 15 minutos y se midié en un
espectrofotometroUV/VIS a 517 nm.
De igual manera se procedio con los extractos preparados a 10 mg/mL
y se siguié con el procedimiento realizado con los estandares Los
ensayos fueron realizados por triplicado y expresados en mg de
equivalentes de Trolox por gramo de extracto liofilizado (mg ET/g)
(Alam et al., 2013; Alarcon-Aguilar et al., 2018).

2.2.8.2. Determinacion de la actividad antioxidante por ensayo ABTS
(2,2’-azinobis (3-ethyl- benzothiazolline-6-sulfonic acid))
Se prepard una solucién patron de Trolox a 1 mg/mL en etanol de
96%, a partir de esta solucidon, se prepararon diluciones a
concentraciones estandar entre 0.013 y 0.2 mg/mL. Se tom¢ 10 uL de

cada dilucion y se agreg6 300 pL del ABTS con una absorbancia de
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0.7 a 750 nm aproximadamente. Se agitdé por 5 minutos y se midio en
un espectrofotémetro de microplacas UV/VIS a 750 nm. Asimismo, se
procedio con los extractos preparados a 10 mg/mL y se procedio del
mismo modo que las soluciones estandar. Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado. Los valores fueron expresados en mg de
equivalentes de Trolox por gramo de extracto (mg TE/g). (Re et al.,
1999; Seeram et al., 2006; Alam et al., 2013).

2.2.8.3. Determinacion de la actividad antioxidante“por el ensayo FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power)
El reactivo de FRAP fue preparado utilizando buffer acetato 300 mM
(pH 3,6), solucion TPTZ (2,4,65tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM en
HCI 40 mM y una solucién-de.FeCl3.6H20, 20 mM. Se mezclaron 25
mL de buffer acetato_con’ 2,5 mL de solucién TPTZ y 2,5 mL de
solucion de FeCI3.6H20, luego se incubd a 37 °C. A partir de la
solucion de Trolox de 1 mg/mL se prepararon 6 diluciones a
concentraciones estandar entre 0,013 y 0,13 mg/mL. Se hizo
reaccionar 8 pL de cada dilucion con 200 pL del reactivo de FRAP
por-30 minutos a 37 °C y se midid en un espectrofotometro UV/VIS a
593 nm. Con el mismo procedimiento se evaluaron los extractos
preparados a 10 mg/mL por triplicado y se expresaron en mg ET/g
(Benzie y Strain, 1996; Alam et al., 2013; Ramirez et al., 2014).
Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Los valores fueron
expresados en mg de equivalentes de Trolox por gramo de extracto

(mg TE/qg).
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2.2.9. Analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
El sistema de HPLC empleado fue un Elite LaChcrom con arreglo de diodos,
con columna RP 18-5 u (250 x 4,6 mm). Aproximadamente 5 mg de cada
fraccion retenida por Amberlite, se disolvieron en 1 mL de metanol:agua (1:1
vIv), luego se filtrd a través de un filtro PTFE de 0,45 micras y se inyecté en el
HPLC-DAD. Las lecturas de los extractos se realizaron a 254 y 330 nm.
Ademas, el extracto fue sujeto de un barrido espectrofotométrico desde 200
hasta 600 nm, para la caracterizacion de los picos. Los.analisis de HPLC se
realizaron usando un sistema de disolvente de gradiente: Acido formico al
0,1% v/iv en H,O y CH3CN se emplearon como fases mdviles A y B,
respectivamente. Las condiciones de gradiente fueron las siguientes: 0,0-15
min 3-30% B; 15-25 min 30-50% B; 25-35 min 50-90% B, 35,0-40,0 min 90%
B, 40,0-45,0 min 3% B. Columna: C1g (250 mm x 4,6 mm; 5 um), velocidad de
flujo 1 mL/min, volumen de-inyeccion de 20 pL, longitudes de onda 254 nm y
330 nm y temperatura 30~°C.

2.2.10. Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
Obtenido loswperfiles de HPLC de los extractos purificados se procedié a
analizar la_muestra por un cromatégrafo liquido de ultra resolucion acoplado a

unespectrometro de masas (UPLC-MS/MS).

LC-MS/MS se realiz6 en una UHPLC Cuaternaria de rapida separacion Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific). La separacion se logré en una
columna Kinetex de 1,7 um EVO C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um, 100 A,
Phenomenex). Para eluir 0,1% (v/v) é&cido formico en H,O y MeCN
(suministrado con 0,1% (v/v) de acido férmico) se emplearon como fases

moviles Ay B, respectivamente.
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Las condiciones de gradiente fueron las siguientes: 0.0—15 min 3-30% B,;
1525 min 30-50% B; 25-35 min 50-90% B, 35.0-40.0 min 90% B,
40.0—45.0 min 3% B. El caudal de la fase moévil fue de 300 pL/min. La
temperatura de la columna se mantuvo a 30 °C. EI UHPCL se acoplé a un
espectrometro de masas Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher Scientific)
equipado con una fuente de ion electrospray calentada (HESI) operada en los
modos de ionizacion positiva 0 negativa. El voltaje de pulverizacién ionica se
mantuvo a 4000 o 4200 V en los modos de ionizacidn ‘positiva y negativa,
respectivamente. La temperatura de secado se ajustd a 300 ° C y el flujo de gas
seco se ajustd a 10 L/min. Se us6 nitrégeno €omo gas seco, gas nebulizador y
gas de colision. La energia de colisién_se fij6 a 35 eV. Los espectros

HRESIMS y MS/MS se adquirieron-en.un rango m/z de 200 a 2000 amu.

2.2.11. Andlisis de datos
Se realizo el analisis de-varianza (ANOVA) para verificar la diferencia entre
las concentracionestde.los extractos y su actividad antioxidante y luego se
realiz6 la comparaCion mdltiple (Test de Tukey) utilizando un nivel de
significaneia,del 95% (p < 0,05). Los datos fueron procesados en el software

IBM SPSS Statistics version 23.
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I11. RESUL S
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TABLA 1. Compuestos fenolicos expresado en acido galico, obtenidos de cinco extractos de frutos de P. pallida,

procedentes de cuatro departamentos del norte del Perd.

COMPUESTOS FENOLICOS g EAG/g: DS):

EXTRACTO
Tumbes Piura Lambayeque La Libertad
Decocto 51,4434+1,16 52,1648+0,81 39,4730+0,76 52,3402+0,25
Infuso 57,2921+1,00 38,8687+1,09 47,9342+0,89 50,7221+1,21
Etanol 45% 53,3345+2,83 49,1819+2,10 35,2814+3,25 50,5466+0,84
Etanol 70% 49,5913+0,99 34,5991+0,60 48,1096+2,23 54,1338+2,61
Etanol 96% 55,5180+1,39 58,0330+2,50° 48,2851+3,02 50,6246+1,08

2 mg EAG/g+ DS: Promedios de miligramos.de equivalentes de acido galico por gramo de muestra * desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de‘eompuestos fendlicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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TABLA 2. Actividad antioxidante utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, en cinco extractos de frutos de P.

pallida, procedentes de cuatro departamentos del norte del Perd.

DPPH (mg ET/gxDS)?

EXTRACTO Tumbes Piura Lambayeque La Libertad
Decocto 3,8361+0,42 4,1641+0,16 3,3374+0,19 5,2664+0,30°
Infuso 4,4397+0,10 2,1171+0,08 3,0750+0,17 3,7049+0,24
Etanol 45% 4,0067+0,24 2,5108+0,18 2,4714+0,47 3,3637+0,37
Etanol 70% 3,6393+0,32 2,3008+0,32 2,7994+0,38 3,7311+0,40
Etanol 96% 4,8071+0,34 4,3478+0,40 3,6786+0,18 4,0985+0,10

amg ET/g+ DS: Promedios de miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de muestra + desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de’compuestos fendlicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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TABLA 3. Actividad antioxidante utilizando el ensayo del Ferric Reducing Antioxidant Power, en cinco extractos de

frutos de P. pallida, procedentes de cuatro departamentos del norte del Perd.

FRAP (mg ET/g+DS)?

EXTRACTO Tumbes Piura Lambayeque La Libertad
Decocto 6,9242+0,34 5,4762+0,39 5,5107+0,08 6,0738+0,44
Infuso 7,3839+0,45 5,9474+0,22 5,6486+0,12 8,4642+0,45°
Etanol 45% 6,5910+0,15 5,3842+0,25 5,6486+0,34 7,7977+0,04
Etanol 70% 7,3782+0,25 5,3153+0,20 5,5049+0,04 6,6657+0,17
Etanol 96% 7,2748+0,28 6,4243+0,31 6,5278+0,22°° 7,6655+0,42

amg ET/g+ DS: Promedios de miligramos de"equivalentes de Trolox por gramo de muestra + desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de.compuestos fendlicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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TABLA 4. Actividad antioxidante por ensayo con 2,2’-azinobis (3-ethyl- benzothiazolline-6-sulfonic acid), en cinco

extractos de frutos de P. pallida, procedentes de cuatro departamentos del norte del Peru.

ABTS (mg ET/g+DS)
EXTRACTO

Tumbes Piura L.ambayeque La Libertad
Decocto 17.0049+0,62 15.4383+0,29 13.7048+0,38 16.9029+0,24
Infuso 16.7917+0,25 14.5391+0,17 12.6387+0,39° 16.1057+0,23
Etanol 45% 17.4684+0,67 15.150940,61 13.4916+0,31 15.8739+0,11
Etanol 70% 17.0327+0,49 1442980+0,35 11.6468+0,13 14.6874+0,53"
Etanol 96% 17.6260+0,53 1287974071 11.1648+0,29 11.9713+0,22°°

amg ET/g+ DS: Promedios de miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de muestra + desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de compuestos fendlicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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TABLA 5. Compuestos fenolicos expresado en &cido galico, obtenidos de extractos purificados de frutos de P.

pallida, procedentes de cuatro departamentos del norte del Perd.

EXTRACTO COMPUESTOS FENOLICOS (mg EAG/g+ DS):

PURIFICADO Tumbes Piura Lambayeque La Libertad
Decocto 43,5230+ 0,51 50,3904+ 0,59 69,1136+ 2,96 90,6515+ 1,70¢
Infuso 63,6792+ 0,50 61,9441+ 1,880 69,5766+ 1,30 81,0401+ 1,58¢

Etanol al 45%

Etanol 70%

Etanol 96%

68,7042+ 1,43°
56,8508+ 0,58

63,9789+ 0,61

56,8411+ 0,40
61,6468+ 0,52

60,9690+ 0,51

85,3511+ 1,87°
76,0468+ 0,37

64,6735+ 0,74

70,7683+ 0,64
64,2933+ 0,86

44,5466+ 1,01

2 mg EAG/g+ DS: Promedios de miligramos de-equivalentes de acido galico por gramo de muestra + desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de compuestos fenélicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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TABLA 6. Actividad antioxidante utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, extractos purificados de frutos de P.

pallida, procedentes de cuatro departamentos del norte del Perd.

EXTRACTO DPPH (mg ET/g)£DS?

PURIFICADO Tumbes Piura Lambayeque La Libertad
Decocto 12,6743+1,74 31,7860+0,62° 43,5999+1,490 37,0307+1,50°
Infuso 24,5441+1,83 22,7709+0,22 27,1827+1,06 35,2523+0,87
Etanol 45% 24,4006+0,34 18,1480x0,28 36,3935+1,72 29,4941+2,45
Etanol 70% 18,6912+0,10 22,6427+3,05 34,9684+0,44 29,7258+1,12
Etanol 96% 19,5061+2,10 23,1227+1,01 27,3681+1,39 20,5730+1,03

amg ET/g+ DS: Promedios de miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de muestra + desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de compuestos fendlicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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Tabla 7. Actividad antioxidante utilizando el ensayo del Ferric Reducing Antioxidant Power, extractos purificados de

frutos de P. pallida, procedentes de cuatro departamentos del norte del Perd.

EXTRACTO FRAP (mgET/g) +DS?

PURIFICADO Tumbes Piura Lambayeque La Libertad
Decocto 28,2946+0,10 31,2511+1,22 51,9692+2,11 69,8228+1,62°
Infuso 47,6969+2,48 37,0691+0,92 48,3634+2,20 63,6198+2,27
Etanol 45% 55,8336+2,19v 32,0297+1,02 62,3470+3,94° 39,9739+1,40
Etanol 70% 39,6952+1,52 42,2925+1,16 52,6013+0,42 43,4619+0,65
Etanol 96% 43,3383+0,74 43/1238+1,01 36,6238+0,87 22,8960+1,06

amg ET/g+ DS: Promedios de miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de muestra + desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de compuestos fendlicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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Tabla 8. Actividad antioxidante por ensayo con 2,2’-azinobis (3-ethyl- benzothiazolline-6-sulfonic acid), en extractos

purificados de frutos de P. pallida, procedentes de cuatro departamentos del norte del Perus

EXTRACTO ABTS (mg ET/g)+DS?

PURIFICADO Tumbes Piura Lambayeque La Libertad
Decocto 66,4381+2,92 72,0974+0,59 62,1044+2,86 76,5424+4 47"
Infuso 77,2979+2,83 82,6745+1,30 52,3523+0,89 36,2735+3,86
Etanol 45% 95,8518+0,99v 80,3987+1,31 82,5354+1,72° 49,2608%4,53
Etanol 70% 82,4520+0,49 81,6826+2,16 70,6791+3,70 49,3998+4,84
Etanol 96% 82,4103+0,22 80,1232+1,01 47,8703£3,31 21,6501+1,50

amg ET/g+ DS: Promedios de miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de muestra + desviacion estandar (n=3)

bextracto con mayor concentracion de compuestos fendlicos, p<0,05 (Prueba post hoc de Tukey HSD)
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Figura 17. Cromatograma UPLC-MS/MS en ion modo negativo (negro), ion modo positivo (rojo) y barrido total con arreglo de

fotodiodos (verde); del extracto'etanolico al 70% de frutos de P. pallida del norte del Perd
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Figura 18. Identificacion del{pico mayoritario (m/z 595,1662), ion modo positivo: apigenin-6,8-digalactosido (vicenin)
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IV. DISCUSION

En la determinacion de los compuestos fendlicos de los extractos sin purificar (Tabla 1) se
encontré que el extracto de etanol 96% de Piura presentd mayor concentracion de
compuestos fenolicos (58,0330 mg EAG/g) con un nivel de significancia de p<0,05
respecto a los demas extractos, segun la prueba post hoc de Tukey HSD, asi mismo en las
regiones de Tumbes, Lambayeque y La Libertad, no se presentaron difefencia significativa
de los compuestos fendlicos entre el extracto de mayor concentracion con los demas
extractos en la misma region. Esto demuestra que hay influencia del habitat y de los
factores edafocliméticos en la composicion de los metabolitos (Mostacero Leon, 2005;

Lester et al., 2012).

Se evidencio la actividad antioxidante de_los cinco extractos sin purificar de las cuatro
regiones por los métodos de DPPH/FRAP y ABTS; encontrandose por el método de
DPPH (Tabla 2), que el decocto de/los frutos de la region La Libertad fue altamente
significativo (p<0,05) en comparacién con los demas extractos, sin embargo, en las demas
regiones el extracto de €tanol 96% presentd mayor actividad sin significancia estadistica.
Mientras que por el método del FRAP la mejor diferencia significativa fue presentada en el
extracto de etanol'96% de la region Lambayeque (Tabla 3), pero los mejores valores
promedio de ET/g se presentaron en los extractos de la region La Libertad. Por otro lado,
Al evaluar la actividad antioxidante utilizando el radical cation ABTS, se encontré que las
muestras procedentes de Tumbes presentaron mayor actividad antioxidante (Tabla 4),
respecto al resto de regiones, pero no hubo diferencia significativa en comparacion con los

demas extractos.
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Debido a que el método de EI método de Folin-Ciocalteu puede tener interferentes tales
como glucidos, aminas aromaticas, acidos organicos, acido ascérbico, enodioles, etc;
resulta importante descartar la presencia de estas sustancias para robustecer los resultados
(Prior et al., 2005; Shahidi y Zhong, 2015). Una forma de eliminar interferentes es
utilizando una resina absorbente polimérica, Ambelite XAD7HP, la cual retiene los

compuestos fenolicos para luego proceder a su cuantificacion.

Se realizo la determinacion de los compuestos fendlicos en los cince extractos purificados
de las cuatro regiones (Tabla 5), evidenciandose que el decocto’de La Libertad presenta
presentd mayor concentracion de compuestos fendlicos con un valor de 90,6515mg EAG/g
y un nivel de significancia de p<0,05 respecto a los,demas extractos de su misma region y
entre los mejores extractos de cada region (Etanel 45%-Tumbes, Infuso-Piura, Etanol
45%-Lambayeque), segun la prueba post_hoc de Tukey HSD. Los compuestos fendlicos
son solubles mayormente en solventes polares; cabe resaltar que la solubilidad en agua y
alcohol de los compuestos fendélicos;.generalmente es mayor para los compuestos difenoles
y polifenoles, sefialando que este tipo de compuestos pueden estar presentes en la P.
pallida, teniendo en cuenta que los flavonoides se caracterizan por ser polifenoles solubles

en agua. (Muifioz et ak,2015).

La actividad ‘antioxidante de los extractos purificados de expresaron en miligramos
equivalentes de Trolox para los tres métodos utilizados; en el método del DPPH (Tabla 6)
el extracto con mayor actividad antioxidante fue el decocto de la region de Lambayeque
con un valor de 43,5999mgET/g y una significancia de p<0,05; cabe sefialar que en las
regiones de Piura y La Libertad tambien fue el decocto el extracto que presentdé mayor

actividad antioxidante, evidenciandose una correlacion positiva entre la concentracion de
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compuestos fenolicos con la actividad antioxidante(figuras 1,2,3,4). Se debe tener en
cuenta que el método del DPPH es el método in vitro mas usado y de rapida aplicacion que
permite realizar un andlisis de la actividad antioxidante de numerosas muestras en corto

tiempo (Alam et al., 2013).

El método de FRAP permite determinar polifenoles de caracteristicas hidrofilicas, la
reaccion se genera con la formacion del complejo [Fe(l1)(TPTZ)2]?#4(azul) (Shalaby y
Shanab, 2013; Moreno et al., 2014). La mayor diferencia significativa fue presentada por
el decocto de la libertad (Tabla 7) con un valor de 69,82228 mg/’ET/g y una significancia
de p<0,05 frente a los demas extractos y a las demas regiones segun la prueba post hoc de

Tukey HSD.

Al determinar la actividad antioxidante utilizando el radical cation ABTS, se encontro que
el extracto de etanol de 45% de lasregion Tumbes y Lambayeque presentaron mayor
actividad antioxidante (Tabla 8); a“diferencia de los extractos de la region la Libertad,
donde se observa una marcada diferencia significativa entre el decocto (76,5424 mg ET/g) y
los demas extractos, conuna significancia p< 0,05. En general el método del ABTS es de
alta reactividad, eso se evidencia con valores mas altos de ET/g en los extractos respectos a
los demas métedos (Figura 5) con buena solubilidad, permitiendo el ensayo de compuestos

tanto de naturaleza lipofilica como hidrofilica (Floegel et al., 2011; Kuskoski et al., 2005).

Los perfiles cromatograficos permiten identificar picos correspondientes a tiempos de
retencion de biomoléculas caracteristicas para cada especie vegetal, Al realizar el analisis
por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC de los extractos purificados de las

muestras procedentes de Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad, se obtuvieron tiempos
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de retencion caracteristicos a 14 y 15 minutos a 254 nm (Figura 6, 8, 10, 12) los mismos
que coinciden en concentracion cuando se realizo la lectura a 330 nm (Figura 7, 9, 11,13) y
que por aparecer a ambas longitudes de onda se sugeriria que corresponderian a estructuras
de flavonoides y que se corrobora con sus espectros UV-VIS obtenidos en el rango de 200
nm a 600 nm (Figuras 14 y 15); mientras que los picos obtenidos a los tiempos de
retencion de 18,3 y 25,9 minutos (Tumbes); 18 y 26 minutos (La Libertad); 18,5 minutos
(Lambayeque); podria corresponder a derivados del radical benzoilo ya.que corresponden a
los perfiles UV-VIS (Figura 16) en los mismos tiempos de retencion-con sefiales a 279 nm,

la cual es caracteristica de este radical.

Del analisis por cromatografia liquida de alta resolueion de los purificados de los extractos
de P. pallida, se elige este extracto etanolico de 70% de La Libertad para seguir con los
ensayos de UHPLC MS/MS, por presentar .mejor resolucion en los picos del perfil
cromatografico; de igual manera, los’demas extractos presentan el mismo patrén en su
perfil cromatografico, asi mismo ‘en este perfil cromatografico se identifica un pico

adicional definido el cual se identifico por su tiempo de retencion.

En el modo de ion negativo (figura 17), el pico que se encuentra en mayor abundancia fue
a un tiempo de retencion de 7,15 minutos y en el modo de ion positivo fue de 7,16 minutos
en el extracto-etandlico de 70%. de P. pallida purificado con Amberlite analizados por
UHPLC. En el modo de ion negativo y en el modo de ion positivo se ha identificado una
cantidad de quince picos en cada uno de los modos de ion los cuales son sefiales de

compuestos fendlicos.

En los compuestos fenolicos de los extractos de frutos de P. pallida purificados con

Amberlite y analizados por MS y MS/MS data, se han identificado un compuesto que es un
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tipo de apigenina, tiempo de retencion de 7,16 minutos (figura 18), la relacion masa/carga
de este compuesto es 595,1662 m/z y su formula general C27 H31O15 y su estructura se
muestra en la figura 18, y corresponderia al Apigenin-6,8-digalactésido (vicenin); que
también fue reportada por Schmeda-Hirschmann et al., 2015; quien estudio la harina del

mesocarpio de un genero de Prosopis.

50

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

V. CONCLUSIONES

o Se determinG la concentracion de compuestos fenolicos de los extractos de las
muestras de Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad, encontrandose que el
extracto de etanol 96% presenté mayor concentracion con un valor de 58,0330 mg
EAG/qg respecto a los demas extractos.

o Se cuantificd la actividad antioxidante de los cinco extractos .de las muestras de
procedentes de cuatro departamentos del norte del Per(; encontrandose que los
extractos con mayor actividad antioxidante fueron: decocto de la Libertad (5,2664
mg ET/g), infuso de La Libertad (8,4642 mg ET/g) y etanol 96% de Tumbes
(17,6260 mg ET/g); para DPPH, FRAP y ABTS respectivamente.

o Se determind la concentracién de compuestoes‘fendlicos de los extractos purificados
con Amberlite, encontrando una diferencia significativa en la concentracion del
extracto del decocto de la Libertad (90,6515 mg ET/g) con respecto a los demas
extractos y entre las cuatro regiones.

o Los extractos purificados' con Amberlite de las muestras procedentes de cuatro
departamentos del norte del Perd; con mayor actividad antioxidante fueron: decocto
de Lambayeque. (43,5999 mg ET/g), decocto de La Libertad (69,8228mg ET/g) y
Etanol _45% de Tumbes (95,8518mg ET/g); para DPPH, FRAP y ABTS
respectivamente.

o Se caracterizd el compuesto fendlico de mayor concentracion con actividad
antioxidante por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas,
elucidando la estructura de formula general C27H3:015 la cual es una Apigenin-6,8-

digalactdsido perteneciente a las familias de las flavonas.
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ANEXOS

Anexo 1. Obtencion y recoleccion de Prosopis pallida
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Anexo 2. Seleccion de la muestra, secado, pulverizacion y almacenamiento

Se seleccionaron los frutos que se encuentren maduros y en buen estado y se eliminaron las

sustancias extrafias presentes en el material vegetal.
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Anexo 3. Perfiles cromatograficos de los extractos de infuso y decocto purificados de

muestras procedentes de Tumbes a 254 nm
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Anexo 4. Perfiles cromatograficos de los extractos de etanol 70% y 45% purificados de

muestras procedentes de Tumbes a 254 nm
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Anexo 5. Perfil cromatograficos del extracto de etanol 96% purificado de muestras

procedentes de Tumbes a 254 nm

Anexo 6. Perfil cromatograficos ‘del extracto de etanol 45% purificado de muestras

procedentes de Tumbes A 330 nm
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Anexo 7. Perfil cromatograficos del extracto 96% y 70% purificado de muestras

procedentes de Tumbes a 330 nm
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Anexo 8. Perfiles cromatograficos de los extractos de infuso y decocto purificados de

muestras procedentes de Tumbes a 330 nm
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Anexo 9. Perfiles cromatograficos del infuso y decocto purificados, de muestras

procedentes de Piura a 245 nm
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Anexo 10. Perfiles cromatograficos de los extractos de etanol 45% y 70% purificados de

muestras procedentes de Piura a 254 nm
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Anexo 11. Perfil cromatografico del extracto etanol 96% purificado de muestras

procedentes de Piura a 254 nm

Anexo 12. Perfil cromatograficosdel extracto etanol 96% purificado de muestras

procedentes de Piura a 330 nm
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Anexo 13. Perfiles cromatograficos del decocto e infuso purificados de muestras

procedentes de Piura a 330 nm
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Anexo 14. Perfiles cromatograficos de los extractos de etanol 45% y 70% purificados de

muestras procedentes de Piura a 330 nm
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Anexo 15. Perfiles cromatograficos del decocto e infuso purificados de muestras

procedentes de Lambayeque a 254 nm
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Anexo 16. Perfiles cromatogréaficos de los extractos de etanol 45% y 70%, purificados de

muestras procedentes de Lambayeque a 254 nm
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Anexo 17. Perfil cromatografico del extracto de etanol 96% purificado, de muestras

procedentes de Lambayeque a 254 nm

Anexo 18. Perfil cromatografico del extracto de etanol 96% purificado, de muestras

procedentes de Lambayeque a 330 nm
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Anexo 19. Perfiles cromatogréaficos de los extractos de etanol 45% y 70%, purificados de

muestras procedentes de Lambayeque a 330 nm

I i

- 1 LA ageapes M 4
|

" | -
|
{

" 0

-l Low

- -
|

- =
|

el =

I !

wl e
|
|
|

-4 e
|

" : "=

- »

~ »
| ’ ‘
r JUAL L

e Rl ot

T "
l

™ P o " e ua we e ) ) we ) = ua e =4 . FORCE

f 1
- . -
|
|
i
- ™~
|
|
|
iy v
{
|
-y Hee
-y -
|
|
{
- o
1
|
{

o -
i 1 i
L2l -~

|
ey -
1
|
™ -
-l -
) .
|
- “
Iyt ——— A — ————— P —— | Yy U S ———
= ' " " - * «s mh -®3. = ks .. mh = = M3 T wo ux  a

72

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccién de Sistemas de Informatica y Comunicacion

Anexo 20. Perfiles cromatograficos del decocto e infuso, purificados,

procedentes de Lambayeque a 330 nm

de muestras
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Anexo 21. Perfiles cromatograficos del decocto e infuso, purificados, de muestras

procedentes de La Libertad a 254 nm
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Anexo 22. Perfiles cromatogréficos de extractos de etanol 45% y 70% purificados, de

muestras procedentes de La Libertad a 254 nm
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Anexo 23. Perfil cromatografico del extracto de etanol 96% purificado, de muestras

procedentes de La Libertad a 254 nm

Anexo 24. Perfil cromatografico del extracto de etanol 96% purificado, de muestras

procedentes de La Libertad a 330 nm
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Anexo 25. Perfiles cromatogréficos de extractos de etanol 45% y 70% purificados, de

muestras procedentes de La Libertad a 330 nm
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Anexo 26. Perfiles cromatograficos del decocto e infuso purificados, de muestras

procedentes de La Libertad a 330 nm
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Anexo 27. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para compuestos fenolicos de

las muestras purificadas procedentes de Tumbes

Andlisis de varianza

Origen de Promedio

g Sumade Grados de .

las ) de los F Probabilidad

L. cuadrados libertad
variaciones cuadrados
Entre 1153,2278 4 288,3070  435,9913 3,5973e-11
grupos
Dentro de 6,6127 10 0,6613
los grupos
Total 1159,8405 14
Test de tukey

Subconjunto paraalfa= 0,05

Muestra N
1 2 3 4
Decocto 3 43,523
Infuso 3 63,679
45% 3 68,704
70% 3 56,851
96% 3 63,979
Sig. 0,001 0,899 0,001 0,001

El andlisis estadistico’ nos muestra que el infuso y etanol de 96% no presentan
diferencias ssignificativas, a diferencia de los demas grupos que si son

estadisticamente significativos.
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Anexo 28. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para compuestos fendlicos de las

muestras purificadas procedentes de Piura.

Prueba de Analisis de Varianza

Origen de Suma de Grados Promedio
las de de los F Probabilidad
. cuadrados .

variaciones libertad cuadrados

Entre 263,2706 3 87,7569 80,7134  2,5415e-06

grupos

Dentro de 8,6981 8 1,0873

los grupos

Total 271,9687 11

Prueba de Tukey

Subconjunto-para alfa = 0,05

Muestra N
1 2 3
Decocto 3 50,390
Infuso 3 61,944
45% 3 56,841
70% 3 61,646
Sig, 0,899 0,002 0,001
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Anexo 29. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para compuestos fendlicos de las

muestras purificadas procedentes de Lambayeque.

Prueba de Analisis de Varianza

Origen de ]
Sumade Gradosde Promedio de los N
las _ F Probabilidad
o cuadrados libertad cuadrados
variaciones
Entre 4 83,3848 1,2235e-07
567,7042 141,9261
grupos
Dentro de 10
17,0206 1,7021
los grupos
Total 584,7248 14
Prueba de Tukey
Subconjunto paraalfa = 0,05
Muestra N
1 2 3 4
Decocto 3 69,114 69,577
Infuso 3
45% 3 85,351
70% 3 76,047
96% 3 64,673
Sig. 0,001 0,006 0,899 0,060
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Anexo 30. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para compuestos fendlicos de las

muestras purificadas procedentes de La Libertad.

Prueba de Andlisis de Varianza

Origen de Suma de Grados Promedio

las de de los F Probabilidad

L. cuadrados .
variaciones libertad cuadrados
4 54,5176 9,3679e-07

Entre 496,0660 1240165 ¢
grupos
Dentrode ) 2409 10 5978
los grupos
Total 518,8139 14
Prueba de Tukey

Subconjunto para alfa = 0,05
1 2 3 4 5
90,652

=z

Muestra

Decocto
Infuso
45%
70%
96% 44,547
Sig. 0,001 0,001 0,001 0,001

81,040
70,768
64,293

W wwww
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Anexo 31. Analisis estadistico de compuestos fendlicos entre los mejores extractos

purificados de cada localidad

Prueba de Andlisis de Varianza

Origendelas Sumade Gradosde Promedio de
F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad los cuadrados

Entre grupos 586,2837 3 195,4279 94,5634 1,3771e-06
Dentro de los 16,5331 8
2,0666
grupos
Total 602,8168 11
Prueba de Tukey

Subconjunto para alfa = 0,05

Muestra N

il 2 3 4
Tumbes(45%) 3 68,704
Piura(l) 3 61,944
Lambayeque 3 85,351
(45%) 90,651
La Libertad (D) 3
Sig. 0,006 0,006 0,023 0,001

El anélisis estadistico nos muestra que existen diferencias significativas entre todos los
grupos, por lo tanto, se tomard como mejor extracto el que extrajo mas compuestos

fenolicos de los cuatro seleccionados y que corresponde al decocto de La Libertad
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Anexo 32. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para actividad antioxidante de las

muestras de Tumbes

Prueba de Andlisis de Varianza

] Promedio
Origendelas Sumade Gradosde -
. ) de los F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad
cuadrados
Entre grupos 286,8903 4 71,7226 32,5330 1,0443e-05
Dentro de los 22,0461 10 2,2046
grupos
Total 308,9364 14 Subconjunto para ala-="0,05
videsili d N
1 2 3
DECOCTO 3 12,674
INFUSO 3 24,544
ETANOL 45% 3 24,401
ETANOL 70% 18,691
ETANOL 96% 3 19,506
Sig. 0,004 0,899 0,899
Prueba de Tukey
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Anexo 33. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para actividad antioxidante de las

muestras de Piura

Prueba de Analisis de Varianza

Origendelas Sumade Gradosde Promediode

iaci : F  Probabili
variaciones cuadrados libertad los cuadrados obabilidad

Entre grupos  294,3411 3 98,1137 39,8596 3,7082e-05
Dentrodelos 14 6919 8 2,4615
grupos
Total 314,0330 11
Prueba de Tukey
Subconjunto’para alfa = 0,05
Muestra N
1 2 3
Decocto 3 31,786
Infuso 3 22,771
45% 3 18,148
70% 3 22,643
Sig. 0,028 0,899 0,028
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Anexo 34. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para actividad antioxidante de las

muestras de Lambayeque

Prueba de Analisis de Varianza

Origen de Sumade Grados de Promedio .

las ) de los F Probabilidad

L cuadrados libertad
variaciones cuadrados
4 83,3848 1,2235e-07

Entre 567,7042 141,9261 ' ¢
grupos
Dentrode 2 1,06 10 1,7021
los grupos
Total 584,7248 14
Prueba de Tukey

Subconjunto para‘alfa = 0,05

Muestra N 1 > 3
Decocto 3 43,600
Infuso 3 27,183
45% 3 36,393
70% 3 34,968
96% 27,368
Sig. 0,001 0,899 0,661
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Anexo 35. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para actividad antioxidante de las

muestras de La Libertad.

Prueba de Analisis de Varianza

Origen de Suma de Grados Promedio
las de de los F Probabilidad
L. cuadrados .
variaciones libertad cuadrados
4 54,5176 9,3679e-07
Entre 496,0660 124,0165 ¢
grupos
Dentrode ) 2409 10 59748
los grupos
Total 518,8139 14
Prueba de Tukey
Subconjunto para-alfa = 0,05
Muestra N
1 2 3
Decocto 3 37,031
Infuso 3 35,252
45% 3 29,494
70% 3 29,726
96% 20,573
Sig. 0,607 0,899 0,001
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Anexo 36. Tratamiento estadistico de datos obtenidos para actividad antioxidante entre los

mejores extractos de cada localidad.

Prueba de Analisis de Varianza

. Promedio

Orlg_en _de las  Sumade G_rados de de los E Probabilidad
variaciones  cuadrados libertad
cuadrados
Entre grupos 586,2837 3 195,4279 94,5634 1,3771e-06
1 1

Dentro de los 6,533 8 2 0666
grupos
Total 602,8168 11
Prueba de Tukey

Subconjunto para alfa = 0,05

Muestra N
1 2 3 4
Tumbes(l) 3 24,544
Piura(D) 3 31,785
Lambayeque (D) 3 43,599 37,030
La Libertad (D) 3
Sig. 0,001 0,001 0,001 0,001

El andlisis estadistico nos muestra que existen diferencias significativas entre todos los
grupos, por lo tanto, se tomara como mejor extracto con mejor actividad antioxidante de

los cuatro seleccionados y que corresponde al decocto de Lambayeque
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Anexo 37. Perfiles UV-Vis del infuso de La Libertad a diferentes tiempos de retencion

- o —
b Vo
v— s R -
-y .
- - i
| | - -
| |
- I e - -
| - -
1 | 1
- -
| - | -
|
|
\ - -
- e
|
! | 1 - -
| |
- - - | -
| %
£ l_ |
Al - { -
\
- oo L i
- — -
i - - -
-l - |
H . le
{ ‘ |
' — — 9 — ) A
4 = le
|
— S & & &' & & = - - ol - b - - bt - g - - - -~ - - - - - . - - - - - - - - - - .
AN -
o
IRANY —e
- o &
- | - - -
|
- -
= "
- -
- | -
|
- ] -
- | .
|
- -
S 1‘ ' L \
- | -
|
» .
- -
1 | ' |
- \ -
| { | I - | -1
{ |
| J
. \ | . - | -
{ \
) |
N le - -
| L ]
" \ o -
- .
| .
- ! -
! . b
. .
! - e
: — - '
e S —
* - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - ~ - - - -

89

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccién de Sistemas de Informatica y Comunicacion

Anexo 38. Perfiles UV-Vis del etanol 45% de La Libertad a diferentes tiempos de
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Anexo 39. Perfiles UV-Vis del etanol 70% de La Libertad a diferentes tiempos de

tencion
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Anexo 40. Perfiles UV-Vis del etanol 96% de La Libertad a diferentes tiempos de

retencion
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Anexo 41. Perfiles UV-Vis del decocto de Lambayeque a diferentes tiempos de retencion
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Anexo 42. Perfiles UV-Vis del infuso de Lambayeque a diferentes tiempos de retencién
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Anexo 43. Perfiles UV-Vis del etanol 45% de Lambayeque a diferentes tiempos de

retencion
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Anexo 44. Perfiles UV-Vis del etanol 70% de Lambayeque a diferentes tiempos de

tencion
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Anexo 45. Perfiles UV-Vis del etanol 96% de Lambayeque a diferentes tiempos de

tencion
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Anexo 46. Voucher de identificacion taxondmica realizada por el Herbarium Truxillense

(HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo de las muestras procedentes de Tumbes.
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Anexo 47. Voucher de identificacion taxondmica realizada por el Herbarium Truxillense

(HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo de las muestras procedentes de Piura.
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Anexo 48. Voucher de identificacion taxondmica realizada por el Herbarium Truxillense
(HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo de las muestras procedentes de

Lambayeque.
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Anexo 49. Voucher de identificacion taxondmica realizada por el Herbarium Truxillense

(HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo de las muestras procedentes de La Libertad.
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Anexo 50. Curva de calibracion del &cido galico

y ® 6,8391x - 0,0835
R'=0,9999

O 002 00% 006 008 01 012 0314 016 038
Acido gdlico (mg/mL)
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