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RESUMEN

El objetivo de investigacion fue determinar la actividad antioxidante y fenoles de extractos
de maticos (Piper sp.) en diferentes altitudes del distrito de Levanto, Amazonas. Para ello se
obtuvo tres tipos de extractos (acuoso, etandlico y metanolico) de hojas recolectadas en tres
altitudes distintas; luego, se determiné la actividad antioxidante utilizando la técnica DPPH
(captacion del radical libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) y cuantificé lo polifenoles totales
mediante la técnica de Folin Ciocalteu. Se encontro diferencias significativas (sig.= 0,05) en
la altitud y el tipo de extracto; evidenciando que a mayor altitud mayor actividad antioxidante

y el mejor extracto fue el extracto acuoso frente a los extractos alcoholicos.

Palabras clave: altitud, antioxidante, DPPH, radical libre.
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ABSTRACT

The objective of the research was to determine the antioxidant activity and phenols of matico
extracts (Piper sp.) At different altitudes in the district of Levanto, Amazonas. For this, three
types of extracts (aqueous, ethanolic and methanolic) were obtained from leaves collected at
three different altitudes; Then, the antioxidant activity was determined using the DPPH
technique (uptake of the free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and quantified the total
polyphenols using the Folin Ciocalteu technique. Significant differences (sig. = 0.05) were
found in the altitude and the type of extract; evidencing that higher altitude increased

antioxidant activity and the best extract was the aqueous extract against alcoholic extracts.

Keywords: altitude, antioxidant, DPPH, free radical.

XV



I. INTRODUCCION

En la actualidad, muchas especies vegetales son utilizadas en medicina y constituyen
laboratorios naturales donde se biosintetiza una gran cantidad de sustancias quimicas,
consideradas como fuente de compuestos quimicos mas importantes. Un gran porcentaje de
los principios activos esta comprendido dentro de los llamados productos naturales o
metabolitos secundarios, que son compuestos quimicos de estructuras relativamente

complejas y de distribucion restringida (Soto F. , 2011).

Por otro lado, desde hace méas de cuatro décadas se viene estudiando la relacion entre los
radicales libres y los antioxidantes. Partiendo del uso popular, se han estudiado diferentes
especies vegetales y determinado su principio activo, evidenciando su capacidad antioxidante
para ser empleados en el desarrollo de medicamentos y en la industria alimentaria (Garcia,
Garcia, Rojo, & Sanchez, 2001).

Los compuestos fendlicos (dentro de ellos los flavonoides), por ejemplo, han despertado gran
interés en los investigadores, debido a su potente actividad antioxidante, su capacidad
quelatante de hierro, inhibicion de oxidasas y secuestradores de radicales libres (Pérez &
Martinez, 2001). La accion farmacolégica de los flavonoides es extensa y variada, se ha
demostrado que modifican la reaccién del cuerpo frente a elementos dafiinos como son los
alérgenos; otros beneficios conocidos de los flavonoides son sus actividades protectoras de
la pared vascular o capilar, tratamiento de la arterioesclerosis, disminucién de la fragilidad

capilar, asi mismo su actividad antimicrobiana (Cazafia, 2004).

El matico es un arbusto perenne de 4 m de alto, perteneciente a la familia Piperaceae; prefiere
los sitios humedos, orillas de rios y fangos. Tiene tallo lefioso, ramificado de color verde o
gris palido; con hojas alternas, pecioladas, simples con 5 nervaduras. Inflorescencia axilar o
terminal en espigas de hasta 15 cm; flores pequefias sésiles e imperceptibles a la vista; olor
caracteristico (Alfred, 2006; Mostacero, 2002).

En el Peru se le puede encontrar en la costa, selva alta y baja; en los valles interandinos de la

sierra entre 2 600 — 2 700 msnm, se ha reportado ésta planta en los departamentos de la
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Libertad, Amazonas, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huanuco, Junin, Lambayeque, Lima,

Loreto, Madre de Dios, Pasco, Piura, San Martin, Ucayali (Mostacero, 2002).

El género Piper, esta representado por mas de 324 especies y subespecies endémicas en el

Per( (Ledn, 2006) y gran parte de ellos reciben el nombre comun de matico y cordoncillo.

El matico (género Piper) crece de manera silvestre en muchos lugares del Pert. Su uso
etnomedicinal es muy difundido en las poblaciones rurales. Por lo que muchos investigadores
se han enfocado en estudiar sus propiedades desde diversos enfoques (Calixto, 2006; Flores,
2000). Estudios etnobotéanicos reportan que es empleado para aliviar y curar dolencias
gastrointestinales (diarreas), enfermedades respiratorias, lavar llagas y heridas externas;
también puede ser usado como infusion para hacer gargaras por su accién desinflamante
(Miranda, 2012; Mufioz, 1999; Sanchez, Aguirre, & Kvist, 2006).

La especie méas estudiada de matico es Piper aduncum. Se ha estudiado sus caracteristicas
fisicoquimicas de extractos y aceites esenciales; asi, Albarracin (2003) encontr6 que el
componente mayoritario es apiol con proporciones mayores a 70%, otros compuestos en
cantidades significativas fueron: germacreno-d, cariofileno y piperitona. Soto (2015), por su
parte, cuantifico los flavonoides totales de hojas de P. aduncum y encontr6 una alta
diversidad de metabolitos, como alcaloides, triterpenos, esteroides, flavonoides, fenoles,
taninos, azlcares reductores, quinonas, compuestos grasos, cumarinas y resinas. Esto es
indicador suficiente para suponer que los extractos del matico nativo del distrito de Levanto,

tiene actividad antioxidante y elevado contenido de fenoles.

Algunas especies de matico, pueden ser empleados en el desarrollo de medicamentos; por
ejemplo P. angustifolium, tiene actividad anti helicobacter, responsable principal de gastritis

en gran parte de la poblacion (Claros, y otros, 2007; Pino, 2002).

Muchos trabajos reportan resultados alentadores de los efectos del extracto de diferentes
especies de matico. Estos extractos son acuosos, alcoholicos, hidroalcohdlicos (Avalos,
Delgado, Gonzéles, Lujan, & Escalante, 2016; Castillo, y otros, 2016), con otros solventes y
empleando la asistencia de otras técnicas como la radiacion por microondas, ultrasonido,

temperatura, presion, etcétera.
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En Amazonas, se ha estudiado muy poco a los extractos de éste género, sobre todo de Piper
sp., matico aromatico que crece en el sur de la region, ha sido poco estudiada, es consumida
como infusion por su aroma y bondades medicinales para problemas gastrointestinales, por
lo que la determinacion de la capacidad antioxidante y los compuestos fendlicos de extractos
de matico, permitira conocer su potencial medicinal y agroindustrial de esta especie;
asimismo, el estudiar muestras provenientes de tres lugares diferentes revelara la relacion

entre el ambiente en que crece Yy sus caracteristicas quimico-funcionales.
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II. MARCO METODOLOGICO

2.1. Disefio de investigacion
La investigacion fue del tipo explicativo, cuantitativo; cuyo arreglo empleado fue el

que se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Arreglo para andlisis de datos

Lugar/altitud Altitud 1 Altitud 2 Altitud 3
msnm (2 385) (2471) (2597)
Extracto EA EE EM EA EE EM EA EE EM
R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 Rl R1
Replicas R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2

R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3 RS

EA: Extracto acuoso.
EE: Extracto etandlico.
EM: Extracto metandlico.

2.2.Poblacién, muestra y muestreo
Las muestras de matico fueron tomados en el &ambito del distrito de Levanto, al sur de

la ciudad de Chachapoyas (2,5 horas aproximadamente caminando). Se tomaron tres
muestras de cada lugar identificado (zona homogénea), buscando que las plantas

repeticion se encuentren en el mismo lugar en un radio de 50 m.

2.3.Técnicas empleadas
Actividad antioxidante

La actividad antioxidante fue determinada siguiendo el método desarrollado por

Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995), modificado por Castafieda, Ramos e

Ibafiez (2008), cuyo procedimiento fue el siguiente:
1) Se preparo 100 ml de una solucion de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazilo) en

metanol de 20 mg/I.
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2) 2. Luego se prepar6 una solucion metandlica de la muestra a analizar en una
concentracion de 300 ug/ml (solucion A)

3) Se empled un blanco con metanol agua 2:1 para ajustar el espectrofotometro.

4) El blanco de muestra se prepar6 con 0,75 mL de muestra (solucion A) y 1,5 ml
de metanol.

5) Se preparo el patron de referencia con 1,5 ml de solucién DPPH y 0,75 ml de
agua.

6) Luego cada una de las muestras (0,75 ml de solucién A) se afiadié 1,5 ml de
solucion DPPH, obteniéndose una concentracion final de 100 ug/ml, se dejo
reposar por 25 min. Y se midio la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro
VIS marca UNICO modelo S-2100UV+-E.

7) También se midid la absorbancia del patron de referencia y del blanco de la
muestra.

8) Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Con los valores de las absorbancias obtenidas se determind el % de captacion de

radicales libres (DPPH) mediante la siguiente formula:

Capacidad Antioxidante % =[1 — (A2 — A3) / A1] x 100

Donde: Al= Absorbancia del patron de referencia; A2= Absorbancia de la muestra;

A3= Absorbancia del blanco de muestra.

2.4.Procedimiento
Las muestras fueron recepcionadas, lavadas y secadas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se obtuvieron los extractos (acuoso, etanélico y metandlico) con agua
tridestilada, metanol y etanol grado reactivo (Merck, México), de hojas picadas por

inmersion durante 24 horas.

2.5.Analisis de datos

Para determinar diferencias entre lugares y tipo de extracto se realizd analisis de

varianza y la prueba post hoc de comparaciones multiples de Duncan.
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I1l. RESULTADOS

Actividad antioxidante

El lafigura 2, se observa que en promedio, las muestras recolectadas a mayor altura, tuvieron
menor actividad antioxidante, sin embargo, en estas muestras, los datos obtenidos son mas
dispersos y para 2385 msnm, se obtuvo datos méas uniformes. Se observa ademas una
tendencia lineal, con poca variacion, a diferencia del tipo de extracto (Figura 3), el extracto
acuoso tuvo mayores valores de actividad antioxidante, de hasta el doble que los extractos

metanolico y etanolico.
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Figura 3. Distribucion de resultados segun altitud
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La Tabla 2, muestra los resultados del analisis de varianza, en donde se observa que la altitud, el tipo
de extracto y la interaccion tuvieron efecto en el contenido de actividad antioxidante; puesto que hay

diferencias significativas en la actividad antioxidante de los extractos estudiados (sig.: 0,05).

Tabla 2. Tabla ANOVA de los resultados

Var. dependiente: % Actividad antioxidante

Origen Tipo gl Media F Sig.
111 SC cuadrética

Modelo corregido 4,115? 8 ,514 29,788 ,000

Interseccion 19,555 1 19,555 1132,560 ,000

Altitud ,160 2 ,080 4,637 ,024

Extracto 3,343 2 1,671 96,805 ,000

Altitud * Extracto ,612 4 ,153 8,855 ,000

Error 311 18 ,017

Total 23,980 27

Total corregido 4,425 26

a. R al cuadrado =,930 (R al cuadrado ajustada = ,899)

Los subgrupos formados luego de realizar la prueba Duncan (Tabla 3), son dos tanto para la
altitud y el tipo de extracto. Tal como se corrobora en la Figura 4, no hay una relacion entre
la altitud y la actividad antioxidante de los extractos de matico, puesto que los mayores
valores promedios corresponden a las muestras recolectadas en la menor y mayor altitud,;

siendo el valor més bajo para la altitud intermedia.

En cuanto al tipo de extracto, el extracto acuoso conforma el grupo con mayor actividad
antioxidante; por otro lado, los extractos etanolico y metandlico tuvieron valores mas bajos

y conforman un solo grupo (Tabla 3 y Figura 5.

Los valores encontrados de actividad antioxidante en extracto acuoso duplican a los

encontrados en los extractos etanolico y metandlico.
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Tabla 3. Subgrupos mediante la prueba de comparaciones multiples de Duncan

Subconjuntos seglin % actividad antioxidante

Duncanap
Altitud N Subconjunto

1 2
2471 9 0,743
2385 9 0,896
2597 9 0,915
Sig. 1,000 0,760
Extractos
EE 9 0,571
EM 9 0,634
EA 9 1,347
Sig. 0,323 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) = ,017.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica =
9,000.

b. Alfa =,05.

% Actividad antioxidante

801

851

501

Medias marginales estimadas

75

T T T
2385 2471 2587
Altitud

Figura 4. Altitud vs actividad antioxidante
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Figura 5. Actividad antioxidante por tipo de extracto
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Figura 6. Curva de calibracion de acido galico para contenido de fenoles

El contenido de polifenoles totales, no se ve afectado por la altura donde crecen las plantas

de matico. Tal como se observa en la Figura 7, no hay una tendencia en funcion de la altura.
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Figura 7. Polifenoles totales vs altitud de recoleccion

A diferencia de la actividad antioxidante (Figura 5), el extracto metandlico tuvo mayor

contenido de polifenoles totales frente a los extractos acuoso y etandlico (Figura 7).
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Figura 8. Polifenoles totales vs tipo de extracto obtenido de Piper sp.
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La Tablas 4, 5y 6; muestran los estadisticos de varianza, evidenciando que tanto en la altitud
cuanto en el tipo de extracto se encontr6 contenidos diferentes de polifenoles totales. En el
factor altitud, existen tres grupos (los tres altitudes son diferentes) y en el tipo de extracto, el

extracto metandlico se diferencia de los extractos acuoso y etanolico.

Tabla 4. Tabla ANOVA de los resultados para Polifenoles Totales

Variable dependiente: % PFT

Origen Tipo lll de suma de cuadrados gl  Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 113,028a 8 14,128 48,826 ,000
Interseccion 2,253,157 1 2,253,157 7,786,611 ,000
ALTITUD 46,388 2 23,194 80,156 ,000
EXTRACTO 43,130 2 21,565 74,525 ,000
ALTITUD * EXTRACTO 23,510 4 5,877 20,312 ,000
Error 5,209 18 ,289

Total 2,371,393 27

Total corregido 118,236 26

a. R al cuadrado =,956 (R al cuadrado ajustada =,936)

Tabla 5. Prueba de comparaciones multiples de Duncan para polifenoles totales en funcion

de la altitud

% PFT
Duncana,b
ALTITUD N Subconjunto

1 2 3
2385,0 9 7,6107%
2597,0 9 8,9840%
2471,0 9 10,8107%
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,289.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 9,000.

b. Alfa = 0.05.
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Tabla 6. Prueba de comparaciones multiples de Duncan para polifenoles totales en funcion
del tipo de extracto

% PFT
Duncana,b
EXTRACTO N Subconjunto
1 2
EE 9 8,00%
EA 9 8,51%
EM 9 10,90%
Sig. ,056 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error)
=,289.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armonica = 9,000.

b. Alfa = 0.05.

Se evidencian resultados diferentes en la actividad antioxidante y polifenoles totales en las
muestras recolectadas de diferentes altitudes, cuyos extractos fueron obtenidos con tres

diferentes solventes, presentan diferencias.
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IV. DISCUSION

Tanto el tipo de extracto cuanto la altitud en la que crecen las plantas de matico influyen en
la actividad antioxidante de su extracto; aunque el rango de altitud estudiado (2 385 a 2 597
msnm) fue muy reducido frente a lo reportado por otros investigadores; por ejemplo un
estudio realizado para yemas terminales de guanabana, reportd que en un rango mayor de
altitud (650 a 1600 msnm) existen diferencias en el contenido de metabolitos secundarios
con actividad antioxidante (Carrion, 2008); el mismo autor también encontr6 diferencias en

el tipo de extracto.

Aunque en la especie de matico estudiada (Piper sp. por no estar clasificado ain) no se han
determinado la actividad antioxidante en funcion del tipo de extracto y la altitud en la que
crece, puede compararse con otros trabajos como los realizados para P. aduncum (matico
medicinal), en el que si se han encontrado diferentes resultados en el contenido de
metabolitos secundarios (flavonoides) en extractos obtenidos de plantas que crecen en
diferentes altitudes (L6pez, 2018; Valle & Yanac, 2014).

Los elevados valores de actividad antioxidante del extracto acuoso (superiores a 100%),
indican que el agua puede extraer mejor los metabolitos de las hojas de matico, coincidiendo
con lo encontrado por Carrién (2008), indicador ademas de que éste extracto puede emplearse
bien en el desarrollo de productos farmacéuticos y/o alimenticios al igual que muchos
extractos de otra especies de matico (Mesa, y otros, 2011; Puertas-Mejia, GOmez-Chabala,
Rojano, & Saez-Vega, 2009).

Un estudio realizado con muestras de matico de dos especies recolectados en la region
Amazonas (P. aduncum y P. peltatum), reporta que los extractos de estas especies contienen
una alta diversidad de metabolitos con alta capacidad antioxidante (Soto M. , 2015), por lo
que los elevados valores de actividad antioxidante, podria deberse al elevado contenido de

metabolitos como alcaloides, triterpenos, flavonoides, fenoles, taninos, etc.

La actividad antioxidante no se correlaciona con el contenido de polifenoles totales. Puesto
que aunque los fenoles son los principales responsables de la actividad antioxidante, las

muestras que mayor actividad antioxidante presentaron, no necesariamente fueron las que
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mayor contenido fenolico tuvieron. Esto puede deberse a que la actividad antioxidante

determinada es efecto, ademas, de otras moléculas no fendlicas.
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V. CONCLUSIONES

Los extractos de plantas de matico (Piper sp.) que crecen a mayor altitud tienen mayor

actividad antioxidante, pero no mayor contenido fenolico.

El agua es el solvente méas adecuado para obtener extracto de hojas de matico (Piper sp.) con

fines farmacoldgicos o alimentarios, sin embargo, el contenido fenolico extraido es menor.
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VI. RECOMENDACIONES

Aunque se ha determinado la actividad antioxidante en funcion de la altitud de
recoleccion, para determinar mejor la importancia fitoquimica del extracto de matico,
debe determinarse otras caracteristicas como identificacion molecular mediante

cromatografia u otras técnicas analiticas similares.

Es recomendable realizar la identificacion taxondmica, puesto que la especie estudiada
(Piper sp.) crece en el sur de la region Amazonas y no ha sido clasificada aun, o al menos

no se encuentra en las bases de datos taxonomicas.

Debe estudiarse la identificacion del principio activo mediante separacion, para
determinar cudl o cudles de las moléculas son las que contienen elevado poder
antioxidante.
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Figura 9. Planta y hojas de matico
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Figura 10. Extractos, acuoso, etandlico y metandlico

Figura 11. Filtrado al vacio de los extractos antes de medir la actividad antioxidante
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Figura 12. Espectrofotometro UV vis para medir la absorbancia (técnica DPPH)
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Figura 13. Actividad antioxidante de extractos de hojas de Piper sp
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Figura 14. Soluciones de extractos de matico para determinar polifenoles totales por Folin
Ciocalteu
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