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RESUMEN

La especie vegetal Eleutherine bulbosa Miller Urb. es una herbacea que crece en la Selva
del Peru, en departamentos como Loreto, San Martin y Ucayali. Se evalud los principios
activos principales y el posible colorante predominante que posee. Las medidas
biométricas del bulbo en medida horizontal, vertical y peso fueron 2.65 + 0.37 cm, 5.76
0.056 cm y 14.34 + 4.28 g respectivamente. La determinacion del color del bulbo y la
muestra seca (bulbo seco y pulverizado) presentaron el codigo de color #762D3F vy
#533635 respectivamente. En los andlisis del contenido de humedad y cenizas se obtuvo
que fue de 48.02 + 1.25 % base himeda y 1.69 = 0.06 en base seca respectivamente. El
método de extraccion que se us6é fue por maceracién con una solucion de etanol al 80%
durante una semana, con agitacion diaria por 15 min a 400 RPM. El rendimiento de la
extraccion fue de 6.15 %, eso implica que de cada 100 g de muestra se obtiene 6.15 g de
extracto seco. En el desarrollo de la marcha fitoquimica se encontraron principios activos
como taninos, flavonoides, quinonas, catequinas y alcaloides. El contenido de Fenoles
totales fue de 216.849 + 3.96 mg GAE/g Extracto y Flavonoides totales de 14.762 + 0.8 mg
de quercetina/g de Extracto. La capacidad antioxidante por ABTS y DPPH fueron de 4.445
+ 0.324 y 1.949 + 0.033 umol TE/100 g MS respectivamente. Ademas, se encontré un %
de inhibicién por ABTS de 13.9+ 0.8 % y DPPH de 42.16 £+ 0.57 %. Se utiliz6 cromatografia
en capa fina preparativa con fase movil Acetato de Etilo:Acido Férmico:Acido Acético
glacial:agua destilada (1:0.11:0.11:0.26), los metabolitos separados fueron analizados por
UHPLC a una longitud de onda desde 280, 320 y 360 nm, obteniendo mejores resultados
a 280 nm.

Palabras claves: Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb, Yahuar Piri Piri, Marcha Fitoquimica,
Naftoquinonas y UHPLC.
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ABSTRACT

Eleutherine bulbosa Miller Urb. is a herbaceous plant species that grows in the Peruvian
jungle, in departments such as Loreto, San Martin and Ucayali. The main active principles
and the possible predominant colorant it possesses were evaluated. The biometric
measurements of the bulb in horizontal, vertical and weight were 2.65 + 0.37 cm, 5.76 *
0.056 cm and 14.34 * 4.28 g, respectively. The color determination of the bulb and dry
sample (dry and pulverized bulb) showed color codes #762D3F and #533635, respectively.
Moisture and ash content analysis showed 48.02 + 1.25 % on wet basis and 1.69 + 0.06 on
dry basis, respectively. The extraction method used was by maceration with an 80% ethanol
solution for one week, with daily agitation for 15 min at 400 RPM. The extraction yield was
6.15 %, which means that 6.15 g of dry extract was obtained from each 100 g of sample.
Active principles such as tannins, flavonoids, quinones, catechins and alkaloids were found
in the performance of the phytochemical process. The content of total phenols was 216.849
+ 3.96 mg GAE/g extract and total flavonoids was 14.762 + 0.8 mg quercetin/g extract. The
antioxidant capacity for ABTS and DPPH were 4.445 + 0.324 and 1.949 * 0.033 umol
TE/100 g DM respectively. In addition, a percentaje of inhibition for ABTS was found to be
13.9 £ 0.8 % and DPPH was 42.16 + 0.57 %. Preparative thin layer chromatography with
mobile phase Ethyl Acetate:Formic Acid:Glacial Acetic Acid:distilled water
(1:0.11:0.11:0.11:0.26) was used, the separated metabolites were analyzed by UHPLC at
wavelength from 280, 320 and 360 nm, obtaining better results at 280 nm.

Keywords: Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb, Yahuar Piri Piri, Phytochemistry,
Naphthoquinones and UHPLC.
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CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

En los ultimos afios ha surgido una preocupacion en el campo de la seguridad alimentaria,
incrementando una fuerte demanda de colorantes naturales para la formulacién de los
diferentes productos en diferentes industrias, desplazando asi a colorantes artificiales o
sintéticos, por el posible dafio a la salud del consumidor. Los colorantes son aditivos

agregados para mejorar el aspecto de los alimentos y otras sustancias.

El Perl es enaltecido por ser un pais rico en su biodiversidad y de manera especifica en
su vegetacion, cuenta con una riqueza en flora y fauna posibles potenciales como fuentes
de colorantes naturales, que aun no ha sido explorada en su totalidad. Por ello, esta
investigacion se fundamenta en la exploracion de la especie vegetal Yahuar Piri Piri

(Eleutherine bulbosa).

El Yahuar Piri piri (Eleutherine bulbosa) es una planta herbacea que crece principalmente
en América del Sur. En el Perd, se halla en Loreto (Contamana, lquitos, Yurimaguas), San

Martin, Ucayali (Pucallpa) y Cusco (Rengifo, 2007).

Esta planta crece hasta 50 cm de altura; hojas lanceadas ensiformes (largo 40 cm y ancho
2.5 cm); en la parte subterranea se encuentran los bulbos que son de color rojizo parecido
a una cebolla roja (largo 4 cm y ancho 2.5 cm), conformados por envolturas que dan origen
a las hojas. Su medio en la que crece es de 0 a 1000 msnm, en Bosque tropical himedo y

Seco.

Este trabajo tuvo como objetivo general:

= Extraer y caracterizar el colorante presente en el bulbo del Yahuar Piri Piri
(Eleutherine bulbosa Miller Urb).

Para desarrollarlo se plantearon los siguientes objetivos especificos:
= Caracterizar el colorante presente por reacciones de coloracion.
= Fraccionar el extracto etandlico del bulbo por cromatografia de capa fina.

= Comprobar y caracterizar el colorante presente por sefiales espectroscopicas UV
por UHPLC.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes de la investigacion

De acuerdo con Rengifo (2007) se encontr6 en la especie vegetal Eleutherine bulbosa la
presencia de taninos, terpenoides, cumarinas fijas, esteroides libres, flavonoides,

carotenoides, quinonas (naftoquinonas y antraguinonas), auronas y chalconas.

Segun Le Minh et al. (2013), Yanti et al. (2014) y Morabandza et al. (2016) Eleutherine
bulbosa posee algunos compuestos aroméaticos y glicosidos tales como: eleutherinona,
eleutherina, isoeleutherina, Eleutherol, 8(R)-4-hidroxieleutherina, eleutona, Isoeleuthosido
C, 8-O-B-D-glucosido de eleutherinol. Ademéas, ha sido analizada como agente
anticancerigeno para la co-quimioterapia (Listayana, Biomed, & Suryadinta, 2016) y se ha
evaluado el efecto del extracto etanélico sobre la bacteria Streptococcus mutans (Costa et
al., 2016).

Segun Hara et al. (1997), Paramapojna et al. (2008) y Muhamad et al. (2012) la especie
Eleutherine americana es utilizada como planta medicinal, que pertenece a la familia
Iridaceae. Esta planta crece a 600-2000 msnm. La planta es originaria de América tropical,
pero ahora es ampliamente cultivada en la isla de Kalimantan (Indonesia), la isla de Hainan
(Sur de China) Tailandia y Sudafrica. Sin embargo, la especie Eleutherine bulbosa también
es utilizada en medicina popular para el tratamiento de giardiasis, amebiasis y diarrea

(Couto, Moraes, Cartagenes, M. do Amaral, & Guerra, 2016).

De acuerdo con las investigaciones de Firdaus (2006) y Kuntorini et al. (2010) se hicieron
hallazgos que en el bulbo de la especie Eleutherine americana posee compuestos
bioactivos como flavonoides, naftoquinonas, antraquinonas, alcaloides, saponinas,
taninos, compuestos fendlicos, glucosa, triterpenoides y esteroides. El extracto crudo de
los bulbos de E. americana inhibe la proteasa y enzimas lipasa y se puede utilizar en la
industria alimentaria como un aditivo, destinado a combatir el crecimiento de

Staphylococcus aureus (Ifesan & Voravuthikunchi, 2009).

Los estudios realizados por Mahabusarakam et al. (2010) se encontré que en el extracto
de los bulbos de la especie Eleutherine americana ha mostrado actividad antibacteriana
contra S. aureus (ATCC25923 y ATCC27664). Ademas, el extracto de etandlico de los
bulbos de esta especie ha mostrado actividad antibacteriana contra Campylobacter spp.
(Sirirak & Voravuthikunchai, 2011).
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Segun Galingging (2009), Ifesan & Voravuthikunchi (2009) y Liu (2012) el bulbo de las
especies Eleutherine palmifolia y Eleutherine americana contienen compuestos como

alcaloides, glucoésidos, flavonoides, fenélicos, triterpenoides / esteroides y antraquinonas.

Los Ensayos in vitro realizados del extracto de hojas y bulbos de Eleutherine plicata
muestra actividad contra Giardia lamblia (Amaral et al., 2007) y amebicida contra
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar (Nascimento et al., 2012) representan el Gnico

estudio biolégicos para validar la etnofarmacolégica utilizar.

Oliveira et al. (2007) en estudio biomonitoreado indica una sapogenina esteroidea con
periféricos propiedades analgésicas y antidematogénica, como ingrediente activo en el
extracto de bulbos de Eleutherine plicata. Ademas, el extracto liofilizado crudo de
Eleutherine plicata ha demostrado antiedema y actividad analgésica periférica, pero no
central (Barauna & Rocha, 2006) y actividad antifingica moderada (Menezes et al., 2009).
El estudio del extracto hidroalcohdlico de sus bulbos Eleutherine plicata ha demostrado
accion anticolinesterasa (Cavalcante et al., 2009).

Se determiné en el andlisis fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Zanthoxylum
fagara aplicando el método de TLC y cromatografia en columna, que los mas abundantes
fueron: flavonoides, acidos fendlicos, antraquinonas y alcaloides, cuyos constituyentes
tienen importancia farmacol6gica como antioxidantes, antibacterianos y antimutagénicos
(Espino A., 2019).

El rendimiento de pigmentos en extracto bruto de achiote fue de 7.8% obtenido con
hidréxido de potasio al 2% (Sanchez S., 2019).

2.2.Fundamentos Tebricos

2.2.1. Yahuar Piri Piri

El Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa) es una planta herbacea, con bulbos rojos. Hojas
verticiladas, linearlanceoladas, con nervaduras longitudinales. Inflorescencia en panicula.
Flores rosaceas. Compuestos presentes como sapogenina esteroidal, alcaloides, quinonas

y pigmentos flavonicos (Mejia & Rengifo, 1995).

Clasificacion Taxondmica:

- Divisién: Magnoliophyta
- Clase: Liliopsida
- Subclase: Lilidae

- Orden: Liliales
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- Familia: Iridiaceae
- Género: Eleutherine

- Nombre cientifico: Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

2.2.2. Marcha Fitoquimica preliminar

La marcha fitoquimica preliminar es un conjunto de métodos desarrollados para el analisis
preliminar de diversos constituyentes quimicos, basados en la extraccion por solventes con

afinidad apropiada y la aplicacién de pruebas de coloracion (Lock O. , 1994).

Los principios activos de las plantas estdn comprendidos por metabolitos secundarios, que
son compuestos quimicos de estructura compleja, caracteristicas especificas y distribucion

restringida, a diferencia de los metabolitos primarios (Lock O. , 1994).
El andlisis quimico comprende en cuatro etapas definidas (Lock O. , 1994):

Recoleccion y clasificacion botanica de la especie en estudio.
Extraccién, separacion y purificacion de constituyentes quimicos.

Determinacion estructural.

o 0o T p

Ensayos biol6gicos y farmacoldgicos.

2.2.3. Cromatografia

La cromatografia es un conjunto de técnicas que permite la separacion de mezclas de
sustancias mediante la diferente capacidad de interaccion de cada componente en otra
sustancia. Esta metodologia consiste en pasar la fase mévil (mezcla de solventes) a través
de la fase estacionaria fija s6lida. Cada uno de los componentes de la mezcla presenta un
tiempo caracteristico de paso por el sistema, denominado tiempo de retencién. (Angurell
et al., 2022).

- Cromatografia en capa fina (TCL): la fase estacionaria es en una capa delgada de un
adsorbente (como gel de silice, alimina o celulosa) sobre un soporte plano como una placa
de vidrio o lamina de aluminio o plastico. La fase movil o eluyente arrastra a los compuestos
a mayor o menor velocidad de acuerdo con la afinidad. Esta afinidad mayor o menor se
presentara debido a la relacién entre la polaridad de las moléculas de la mezcla y la

polaridad del eluyente (Llorens, 2012).

El proceso tiene similitud con la cromatografia de papel, pero con la ventaja de su rapidez,
tiene mejor efectividad en la separacion y se puede emplear diversos adsorbentes. La TCL
es una técnica estandar en el laboratorio de quimica organica. Por su simplicidad y

velocidad, es utilizada para monitorizar reacciones quimicas y analizar cualitativamente los
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productos en una reaccion, ya que permite conocer rapida y sencillamente los

componentes de una mezcla (Angurell et al, 2022).

CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1.Ambito y condiciones de la Investigacion

3.1.1. Contexto de la investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Investigacion y de

Tecnologia de productos agroindustriales No Alimentos (TEPANAL) en la Facultad de

Ingenieria Agroindustrial de la UNSM, Ciudad Universitaria-Morales, Tarapoto, Region San

Martin.

3.1.2. Periodo de ejecucion

El proyecto tuvo la duracion de 24 meses.

3.2.Sistemas de variables

3.2.1. Variable principal

Extracto etandlico del bulbo del Yahuar piri piri (Eleutherine bulbosa)

DEFINICION DEFINICION INDICADOR INDICE ESCALA ESCALA
CONCEPTU OPERACIONAL DE ]

AL MEDICION
Producto El extracto se obtuvo Extracto % de Continua Cuantitativo
obtenido del bulbo seco, molido, | Etandlico seco | extracto
mediante macerado con etanol del bulbo del etandlico
extraccion al 80° GL por 7 dias, Yahuar piri piri | seco
por luego se filtro y (Eleutherine sobre
maceracion concentro en el bulbosa Miller | muestra
con etanol. rotaevaporador a 40°C | Urb.) original

hasta sequedad.

3.2.2. Variables secundarias

Caracterizacion del colorante por reacciones de coloracion

Fraccionamiento del extracto etandlico por cromatografia en capa fina.




Perfil cromatogréafico por HPLC y sus espectros UV de los colorantes

presente.

20
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR INDICE ESCALA DE ESCALA
DEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Caracterizacion del | Identificaciéon y | El metabolito secundario | Tipo de Presencia o Nominal Cualitativa
colorante  del Extracto | determinacion del | sera estudiado mediante | metabolito ausencia de
Etandlico del bulbo del | metabolito reacciones de | colorante metabolito
Yahuar piri piri (Eleutherine | colorante presente | coloracion. presente. colorante
bulbosa Miller Urb.) por|en el extracto
reacciones de coloracion etandlico
Tipo de
Fraccionamiento del | Separacion del | El metabolito secundario | metabolito Fraccién del
Extracto etandlico del bulbo | extracto seco | colorante sera estudiado | colorante. metabolito Nominal Cualitativa
del Yahuar piri piri. hidroalcohdlico. por  separacion de colorante.
Cromatografia en capa
fina.

Caracterizacion del | Identificacion y | La presencia del | Tipo de | Sefiales de los Nominal Cualitativa
colorante por UHPLC del | determinacion del | metabolito se confirmard | metabolito espectros UV
Extracto Etandlico del bulbo | metabolito e identificara mediante | secundario del metabolito.
del Yahuar piri  piri | colorante por su | un barrido | colorante.
(Eleutherine bulbosa Miller | espectro UV, | Cromatogréfico por
Urb.) obtenido por UHPLC.

UHPLC.
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3.3.Procedimientos de la investigacion

3.3.1. Materiales

3.3.1.1. Material Botanico

Para el trabajo de investigacion se empled los bulbos de la especie Yahuar Piri piri
(Eleutherine bulbosa), recolectados en el distrito de San Antonio de Cumbaza (datos de
las coordenadas -6.407468, -76.401004), provincia de San Martin, departamento de San
Martin.

Figura l
Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa)

3.3.1.2. Material de laboratorio, equipos, reactivos y disolventes para

el ensayo Fisicoquimico

Material de laboratorio

= Pinzas de probetas

= Soporte de columnas

=  Termdmetro digital

= Matraces Erlenmeyer de 50, 100 y 250 ml

= Pipetasdel,2,5y 10 ml

= Papel de aluminio

= Gradillas de tubos de ensayo

= Tubos de ensayo de 5y 10 ml

= Probetas de 10, 50 y 500 ml

= Soporte de columna

= Embudos

= Pinzas de probeta

= Micropipetas de 10 pL, 250 pL, 500 pL, 5 mly 10 mi
= Vasos de precipitacion de 50, 100 y 1000 ml



= Piscetas

= Papel filtro Wathman ndmero 40

= Cromatoplacas de silicagel G60 (20 x 20 cm)
= Vernier

= Tijera

= Papel de filtracién rapida

Reactivos

= Gelatina a 1% acuoso
= Cloruro férrico a 1% acuoso
= Ninhidrina

= Shinoda

= Libermman Burchard
= Borntrager

= Kedde

= Rosenheim

= Mayer

=  Wagner

= Dragendorff

= Hager

= HCI concentrado

= HClal 1%
= NazSOq
= Hexano
= Tolueno

= Cloroformo
= Diclorometano

= Quercetina

L NaNOZ
= Cloruro de Aluminio
= NaOH

= Acetato de Etilo

= Etanol absoluto

= Etanol de 96°

= Metanol grado analitico
= Agua destilada

= Acido gélico
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L Na,CO3

= Folin Ciocalteu
= ABTS

= DPPH

Equipos

= Balanza analitica digital AND GH-200 max. 220g, procedencia Japon.

= Agitador de paleta RSOCAT max. 16x100RPM, procedencia de Germania.
= Rotavapor Thermo scientific HP131530-33, procedencia USA.

= Estufa Memmert UN 55 FREEZONE, procedencia USA.

= Esterilizadora ED080 Cap. 80L, procedencia USA.

= Balanza digital 4200g/0.1g., procedencia Japon.

= Colorimetro triestimulo Konika Minolta CR-400, procedencia Japén.

= UHPLC Thermo scientific ultima 3000, procedencia USA.

3.3.2. Objetivo especifico 1

3.3.2.1. Descripcidn del Proceso de la Obtencién del Extracto Seco de
Yahuar Piri Piri

Recolectado: se recolectaron 5 kg de la especie vegetal Yahuar Piri Piri

(Eleutherine bulbosa).

Lavado: se separaron los bulbos de las hojas y se procedi6 a lavarlos con agua

potable, posteriormente

Seleccionado: se realiz6 una minuciosa seleccion de los bulbos, eliminando los

bulbos que presentaban algin defecto.
Cortado: Los bulbos fueron cortados para reducir su tamafio a 1 cm x 1cm.

Secado y triturado: se utilizé una estufa a temperatura de 40°C, esta temperatura
fue usada debido a que algunos compuestos naturales tienen a degradarse a
temperaturas mayores de 40°C (Seijas, 2019). Posteriormente los bulbos se

trituraron hasta obtener un polvo fino.

Macerado: se macer6 en una solucion de alcohol a 80 °GL por 7 dias a temperatura
ambiente, con una relacion de 1: 10 (muestra: solvente, se le colocaron en vasos
de precipitacion de 1 L, que fueron forrados con papel aluminio, para evitar el
ingreso de la luz, debido que algunos colorantes naturales son sensibles a la luz y

al calor (Lock O., 1997). Diariamente se agitaba por 15 minutos a 400 rpm.
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Concentrado: se filtré y se concentré en el rotavapor a 40°C, obteniendo un
extracto concentrado que fue llevado a la estufa a 40°C hasta obtener peso no

variante. Obteniéndose finalmente el extracto seco hidroalcohdlico.

El flujograma de la extraccién de los bulbos de la especie vegetal Eleutherine

bulbosa (Yahuar piri piri), se puede observar en la figura 2.

RECOLECTADO

Agua potable =) LAVADO m)  Eliminacién de impurezas

A 4

SELECCIONADO m=)  Eliminacion de bulbos

defectuosos

SECADO Y TRITURADO

!

MACERADO
Agitado por 15 a400rpm  m=) ﬂ

CONCENTRADO

Figura 2
Flujograma del Extracto Seco y los Analisis Realizados

3.3.2.2. Andlisis Biométricos de la especie vegetal

3.3.2.2.1. Medida horizontal y vertical
La medida horizontal y vertical de los bulbos de Yahuar Piri Piri (Eleutherine

bulbosa), fueron realizadas con vernier de 200 x 0.02 mm.
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3.3.2.2.2. Peso
Para determinar el peso de los bulbos de Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa),
fueron pesadas 300 unidades en balanza analitica, los frutos también se usaron

para analizar la medida horizontal y vertical.

3.3.2.2.3. Color
La determinacién del color del bulbo fresco y muestra seca (bulbo seco y triturado)
se realizé usando un colorimetro triestimulo (Chromameter tipo CR-400, Minolta
Sensing Osaka, Japén), con iluminante D64, angulo de vision de 10° y una celda
de medida con una abertura de 30 mm, usando los parametros de color CIELab: L*
(Luminosidad), desde negro (0) hasta blanco (100); a* (Componente Verde-Rojo),
desde verde (-) hasta rojo (+); y b* (Componente azul-amarillo), desde azul (-) hasta

amarillo (+). El color se expres6 como AE* (diferencia de color):

AE x= /(AL )2 + (Aa ©)? + (Ab )2

AL*, Aa* y Ab*: diferenciales entre los pardmetros de color de la muestra 'y de

color del blanco estandar.
3.3.2.2.4 Andlisis de rendimiento

El rendimiento se obtuvo mediante la relacion del Extracto seco hidroalcohdlico y

la muestra seca que fue macerada.
El calculo del rendimiento se realizé mediante la siguiente formula:

o Peso de Extracto seco
Rendimiento % = x100
Peso de muestra seca

3.3.2.3. Determinacién del contenido de humedad y Cenizas

3.3.2.3.1. Determinacién del Contenido de humedad
La cuantificacion de la humedad del bulbo Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa),
fue realizada con la metodologia de la AOAC (2012), usando la estufa a 105°C
hasta tener peso que no varie. Cantidad de agua libre presente en un alimento, y

se expreso en porcentaje (%).

La estufa fue precalentada a 105°C. Previamente las placas Petri fueron lavadas y
secadas en la estufa durante 1 horas, luego fueron enfriadas en un desecador y
pesadas. Se peso 2 g de muestra y coloco en la placa Petri, luego fue llevada a la
estufa a 105°C por 2 horas 0 hasta peso que no varie. La placa se retir6 de la estufa

y colocé en la campana desecadora por 5 min, posteriormente anoto los pesos.
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3.3.2.3.2. Determinacién del Contenido de Cenizas
Este analisis se realiz6 con la metodologia de la AOAC (2012). El crisol limpio fue
colocado en una estufa a 105 °C por 1 hora, posteriormente el crisol fue colocado
en la campana desecadora hasta que enfrie y pesarlo, usando pinzas y/o guantes
en la manipulacion. Se peso6 2 g de muestra en el crisol pesado. El crisol fue llevado
con la muestra al horno mufla por 3 h o hasta eliminar el carbén. Luego se colocé
el crisol en un desecador para enfriar, minimo por 30 min, y luego se procedié a

pesar.

3.3.2.4. Marcha preliminar de los principales fitoconstituyentes

Se pes6 5 g de muestra seca solubilizandolo en metanol; luego se identificé los
metabolitos secundarios segun reacciones de coloracion y/o precipitacion (Lock O.

, 1994), fraccionando y realizando las pruebas; que se describen:
Fraccién "A"
a. Taninos:

Reaccion con FeCls: Unas gotas de FeCls al 11% sobre el extracto alcohdlico; daran

coloraciones azul, verde o negra con compuestos fendlicos y taninos.

Reaccion de Gelatina - NaCl. — Se preparé una solucion de NaCl al 5% con gelatina
al 1% y se agregd unas gotas al extracto, si presenta algun precipitado significa la

existencia de taninos.
b. Flavonoides:

Reaccion de Shinoda: En el extracto alcohdélico incoloro o amanillo se le agrega un
pedazo pequefio de magnesio y tres gotas de HCI Concentrado, segun la
coloracién indica la presencia de: Flavonas y flavonoles (Amarillo a rojo),
flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul) isoflavonas

(amarillo), isoflavononas, chalconas y auronas (no coloracion).
Fraccién "B"
a. Esteroides:

Reaccion de Libermman Burchard: Adicionar a la muestra algunas gotas de Ac.
Acético y 3ml de una solucién de Anhidrido Acético con H>SO. concentrado (50:1).

Si aparece color azul, verde o naranja implica que la reaccion es positiva.
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b. Quinonas:

Reaccion de Bomtrager: Adicionar a la muestra algunas gotas de benceno,
agitando suavemente con 5ml de NaOH al 5% acuoso. La presencia del compuesto

se verifica si en la fase acuosa se torna color rojo.
Fraccién "C"
a. Cardendlidos:

Reaccion de Kedde: Se elabor6 una mezcla, en igual volumen, de acido 3,5 -
dinitrobenzoico al 2% en metanol con KOH al 5.7% en agua, se agrega a la muestra
2 gotas de la mezcla. La presencia de glucosidos cardiacos da una coloracion

purpura o violaceo, indicara.

b. Esteroides:

Reaccion de Libermman Burchard: Idem Fraccion "B”.
c. Alcaloides:

Reaccion de Dragendorff (Yoduro de bismuto y potasio): da con los alcaloides en

solucién débilmente acidulada, precipitados de rotor rojo a naranja.

Reaccion de Hager: la solucion acuosa saturada de acido picrico produce con los

alcaloides picratos cristalinos de color amarillo. Se debe observar al microscopio.

Reaccion de Mayer (yoduro de mercurio y potasio): da con casi todas las soluciones

de alcaloides, precipitados de calor blanco o crema.

Reacciones de Wagner (yodo - yoduro de potasio): es muy sensible y da con los

alcaloides, precipitados de color marrén.

Fraccion “D”

a. Flavonoides: Reacciéon de Shinoda: Idem fraccion “A"

b. Leucoantocianidinas

Reaccion de Rosenheim: A 1ml de muestra, agregar una mezcla de HCI al 2N con
1 propanol; agitar y hervir por 15-30 min. La reaccion da positivo al observar el color

rojo para leucoantocianidinas y marron para catequinas.

c. Esteroides: Reaccién de Libermman Burchard: Idem fraccion "B"
d. Alcaloides: Reaccion de Mayer: Idem fraccién "C". Reaccion de Dragendorff:

Idem fraccion "C"
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Fraccién "E"

a. Flavonoides: Reaccion de Shinoda: Idem fraccion "A"

b. Leucoantocianidinas: Reaccién de Rosenheim: Idem fraccién "0"

3.3.2.5. Determinacién de Fenoles totales

Determinacién de la Curva Patron: Preparacion de reactivos

Solucién Stock (ST) de acido galico (1g/Litro): Pesar 25 mg de &c. gdlico, aforar
en una fiola de 25 ml con agua destilada.

Solucién patrén de 4c. galico (0.1 mg/ml): De la solucién ST preparada, medir
2.5 ml y diluir en una fiola de 25 ml con agua destilada.

Solucién de Carbonato de sodio al 20%p: Pesar 5 g de Na?CQO?y aforar en una
fiola de 25 ml, previamente disolver en 15 ml de agua destilada y disolver bien
el reactivo.

Solucién de Folin Ciocalteu 1 N: A 12.5 ml del reactivo diluir a 25 ml en una

fiola con agua destilada. Proteger de la luz y guardar en refrigeracion.

Preparar diferentes concentraciones del patrén, volumen total de 2 ml. Segun

indica la tabla 1:

Tabla 1

Preparacion de curva patrén para analizar el Fenoles Totales

Reactivos 0 1 2 3 4 5
Acido galico (0.1 mg/ml)(uL) 0 20 40 60 80 100
Folin Ciocalteu (1N)(uL) 250 250 250 250 250 250
Carbonato de sodio 20% (uL) 1250 1250 1250 1250 1250 1250
Agua destilada (pL) 500 480 460 440 420 400
Conc. De Ac. Galico (ug/ml) 0 1 2 3 4 5

Se dej6 reposar los tubos por 2 h, protegidos de la luz, luego se pasé a leer cada

uno de los tubos a 760 nm. Determina larectaY = bx+cy R?* + 1

Determinacion de los fenoles en la muestra:

2 mg de extracto seco, diluir en 50 ml de agua destilada, disolver y mezclar
bien.

Se mide 0.50 ml de la disolucion preparada, se agrega 0.75 ml de folin
ciocalteu, reposar por 5 min.

Luego agregar 0.75 ml de Na,COs; al 20%, agitar bien dejar en reposo por 90

min a temperatura ambiente.
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- Hace la lectura a una absorbancia de 760 nm, realizar el andlisis por triplicado.

El contenido de fenoles totales se debe expresar en mg de &cido galico/g
extracto.
3.3.2.6. Determinacion de Flavonoides totales

Determinacién de la curva patrén: Preparacion de reactivos

de

- Solucion Stock (ST) de Quercetina (1g/Litro): Pesar 25 mg de Quercetina,

aforar en una fiola de 25 ml con agua destilada.

- Solucion patrén de Quercetina (0.1 mg/ml): De la solucion ST preparada, medir

2.5 ml y diluir en una fiola de 25 ml con agua destilada.

- Solucion de Nitrito de Sodio 5%p: Pesar 2.5 g de NaNO.y aforar en una fiola

de 50 ml, previamente disolver en 30 ml de agua destilada y disolver bien el

reactivo.

- Solucion de Cloruro de Aluminio al 10%p: Pesar 2.5 g de cloruro de aluminio y

diluir a 25 ml en una fiola con agua destilada.

- Solucion de Hidréxido de sodio 1M: Pesar 1 g de NaOH, disolver con agua

destilada y enrasar a 25 ml en una fiola.

Preparar diferentes concentraciones del patrén, volumen total de 2.5 ml, segun

indica la tabla 2:

Tabla 2
Preparacion de curva patrén para analizar Flavonoides Totales
Reactivos 0 1 2 3 4 5
Quercetina (0.1 mg/ml)(uL) 0 20 40 60 80 100
Agua destilada (L) 1250 1250 1250 1250 1250 1250
Nitrito de sodio al 5% (uL) 150 150 150 150 150 150
REPOSO POR 6 MINUTOS
Cloruro de aluminio al 10%(uL) 150 150 150 150 150 150
REPOSO POR 5 MINUTOS
Hidroxido de sodio 1M (uL) 500 500 500 500 500 500
Agua destilada (L) 450 430 410 390 370 350
Con. de Quercetina (ug/ml) 0 0.8 1.6 2.4 3.2 4

Se dejo reposar los tubos por 5min, luego se paso a leer cada uno de los tubos a

510 nm, antes de los 30 minutos. Determinar larectaY = bx +cy R?* + 1
Determinacion de flavonoides en la muestra:

- Pesar 7.5 mg de extracto hidroalcohdlico seco y disolver afiadiendo agua

destilada a 25 ml en una fiola, mezclar bien.
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- Medir 0.5 ml de la solucion anterior y agregar 1 ml de agua destilada y 150 pL
de nitrito de sodio al 5%, reposar 5 min.

- Afadir 150 pL de AICl; al 10%, reposar 6 min.

- Luego 0.5 ml de NaOH a 1M, se mezclé bien y se completa con 200 uL de
agua destilada.

- Hacer la lectura a una absorbancia de 510 nm inmediatamente antes de los
30 min.

El contenido de flavonoides se expresé como mg de quercetina/g de extracto

hidroalcohdlico.

3.3.2.7. Determinacién de la Capacidad Antioxidante

3.3.2.7.1. ABTS
Este andlisis se realizé de acuerdo con la metodologia de Socorro et al., (2007).

Preparacion de Soluciones:

- Solucion de metanol al 50%: En un matraz aforado de 1 L, agregar 500 ml de
alcohol metilico; completar el volumen a 1000 ml con agua destilada,
homogeneizar y transferir a un vial de vidrio debidamente rotulado. Conservar
a temperatura ambiente por tiempo indefinido.

- Solucion de acetona al 70%: En un matraz aforado de 1 L, agregar 700 ml de
acetona; completar el volumen a 1000 ml con agua destilada, homogeneizar y
transferir a un vial de vidrio debidamente rotulado. Conservar a temperatura
ambiente por tiempo indefinido.

- Solucion madre ABTS 7 mM: Disolver 192 mg de ABTS en agua destilada y
llevar a volumen a 50 ml en un matraz aforado con agua destilada,
homogeneizar y transferir a un frasco de vidrio color &mbar debidamente
rotulado. Almacenar en refrigeracion hasta por un mes.

- Solucion de persulfato de potasio 140 mM: Disolver 378,4 mg de persulfato de
potasio en agua destilada y llevar a volumen a 10 ml en un matraz aforado con
agua destilada, homogeneizar y transferir a un frasco de vidrio color &mbar
debidamente rotulado. Almacenar a temperatura ambiente hasta por un mes.

- Preparacién del radical ABTS™*: El radical ABTS* se prepara haciendo
reaccionar 5 ml de solucién madre de ABTS con 88 L de solucién de persulfato
de potasio. Mantenga la mezcla en la oscuridad a temperatura ambiente

durante 16 horas. Luego, diluir 1 ml de esta mezcla en alcohol etilico hasta
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obtener una absorbancia de 0,70 nm = 0,05 nm a 734 nm. Preparar y utilizar
Unicamente el dia del andlisis.

- Solucion estandar de trolox 2 mM: Disolver 25 mg de trolox en alcohol etilico y
llevar a volumen a 50 ml en un matraz aforado con alcohol etilico,
homogeneizar y transferir a un vial de vidrio color &mbar debidamente rotulado.

Preparar y utilizar anicamente el dia del analisis.

Curva estandar de Trolox

Preparacion de soluciones: A partir de la solucién estandar de trolox (2000 uM),
preparar, en matraces volumétricos de 10 ml, soluciones que varian en

concentracion de 100 uM a 1.500 uM, de acuerdo con la tabla:

Tabla 3
Preparacion de curva patrén para analizar Capacidad Antioxidantes por ABTS
Solucién Patrén de Trolox (ml) Alcohol etilico (ml) Concentracion final (uM)
0.5 9.5 100
25 7.5 500
5.0 5.0 1000
7.5 25 1500
10 0 2000

En ambiente oscuro, transferir una alicuota de 30 pyL de cada dilucién de extracto
a tubos de ensayo con 3,0 ml de radical ABTS™ y homogeneizar en agitador de
tubos. Tome la lectura (734 nm) después de 6 minutos de mezclar y use alcohol
etilico, como blanco, para calibrar el espectrofotometro. A partir de las
absorbancias obtenidas de las diferentes diluciones de los extractos, grafique la
absorbancia en el eje Y y la dilucién (mg/L) en el eje X. Luego, determine la
ecuacion de la linea recta. El patron de referencia fue el Trolox, y se expresé en
umol TE/100 g MS.

3.3.2.7.2. DPPH
Este andlisis se realizé segun la metodologia de Brand-Williams, Cuvelier &
Berset (1995).

Preparacion de Soluciones:

- Solucion de DPPH: Pesar 0.00985g de DPPH vy diluir en 50 ml de etanol (La
solucion es estable por 2 dias en nevera y frasco ambar).

- Prueba de la solucién: Cuando la dilucion del reactivo se torne blanco (3.5 ml
de etanol + 300 pL), leer enseguida a 515 nm. La absorbancia debe ser 0.8. Si

el resultado es menor, agregar DPPH y si es mayor, diluir con etanol.
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- Trolox: pesar 0.0050g = 5 mg y agregar etanol en un matraz de 10 ml (2000 pl

concentracion de Trolox) - Solucion Estandar

Tabla 4
Preparacion de curva patron para analizar Capacidad Antioxidantes por DPPH
Conc. Conc. Vol. de Vol. Met- Masa Masa
Punto Trolox Trolox Trolox Ol-i (uL) Trolox  Trolox Etanol DPPH
(mg/ml) — (umol/L) (WL) (Mmol)  (mg)
1 0.050 200 50 450 0.100 0.025 3ml 300 pL
2 0.040 160 40 460 0.080 0.020 3ml 300 pL
3 0.030 120 30 470 0.060 0.015 3ml 300 pL
4 0.020 80 20 480 0.040 0.010 3ml 300 pL
5 0.010 40 10 490 0.020 0.005 3ml 300 pL
6 0.005 20 5 495 0.010 0.003 3ml 300 uL
(Blanco) 0.000 0 0 500 0.000 0.000 3ml 300 uL

Para el presente andlisis se elabord una solucion del radical DPPH con etanol y
fueron leidas a 515 nm en el espectrofotometro, comprobando el valor de
absorbancia de 0.800 £ 0.02. Después de corroborar en radical DPPH, 500 uL de
los extractos se agregaron a tubos de ensayo, se adiciond 300 uL de la soluciéon
del radical DPPH y 3 ml de etanol, se agitd y repos6 en oscuridad por 45 min, luego
se analiz6 a 515 nm. El Trolox fue el patron de referencia, y se expresé como umol
TE/100 g MS.

3.3.3. Objetivo especifico 2

3.3.3.1. Separacion por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Preparacion de las Placas para Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Se disolvid 5 g de silicagel G60 con 10 ml de agua destilada. La mezcla
homogenizada se esparcio sobre las placas de vidrio de 20 x 20 cm uniformemente
y se activaron en estufa a 100°C por 30 min. Con una micropipeta se afiadio la
muestra en el centro a 3 mm de la base de la cromatoplaca, se dejé secar al
ambiente, luego se introdujo en la campana cromatografica con la solucién de
separacion que fue preparada con Acetato de Etilo:Acido Formico:Acido Acético
glacial:agua destilada a una concentracion de 1:0.11:0.11:0.26 respectivamente.
Posteriormente se rasp6 el sélido de acuerdo con los colores separados, luego se
extrajo con la misma solucion de separacion usada y se colocé a la estufa a 40°C
hasta obtener el peso constante. Este extracto fue disuelto con metanol y

almacenado en frascos ambar de 100 ml a 8°C.
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3.3.4. Objetivo especifico 3

3.3.4.1. Determinacién del Perfil Cromatografico por UHPLC

Los andlisis cromatogréaficos se realizaron en un UHPLC Dionex Ultimate 3000,
Thermo Fisher Scientific, San José, CA, USA, utilizando una columna empacada
C8 (Longitud 100 mm x 2.1 mm y porosidad 1.9 um), datos de cromatografia de
Chromeleon ™ 6.8 Sistema -CDS- Software, equipado con XRS Auto-Sampler y
Detector de matriz de diodos/ultravioleta. La fase movil consta de agua ultrapura
con 0.1% de Ac. Férmico (%B) y acetonitrilo (ACN) con 0.1% de Ac. Férmico (%D)
como se describe en la Tabla 5 y con un flujo de 0.2 ml/min. La temperatura de la
columna fue de 30°C y los espectros fueron registrados a 280 nm, 320 nm y 360

nm, obteniendo una mejor separacion a 280 nm.

Tabla 5
Composicion de la gradiente de la fase mévil utilizado para el Perfil Cromatogréafico

Tiempo %B %D
0.00 95.00 5.00
5.00 95.00 5.00
10.00 90.00 10.00
20.00 85.00 15.00
25.00 70.00 30.00
30.00 50.00 50.00
35.00 30.00 70.00
40.00 30.00 70.00
50.00 80.00 20.00
55.00 95.00 5.00

60.00 95.00 5.00
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.0bjetivo especifico 1

4.1.1. Caracterizacion del bulbo de la especie vegetal Yahuar Piri piri

(Eleutherine bulbosa)

En la Tabla 6 se muestran los resultados de las caracteristicas de medida horizontal,
medida vertical y peso de bulbos enteros de Yahuar Piri piri (Eleutherine bulbosa). Para
ejecucion del analisis, se recolectaron 300 muestras en el Distrito de San Antonio de
Cumbaza. De acuerdo con la muestra, obtuvimos que el rango minimo y maximo de la
medida horizontal fue de 1.85 y 3.53 cm respectivamente, obteniendo un promedio con
desviacion estdndar de 2.65 £+ 0.37 cm. Con respecto a la medida vertical el rango minimo
y maximo fue de 4.76 y 6.86 respectivamente, obteniendo un promedio con desviacion
estandar de 5.76 £ 0.056 cm. A lo que respecta del analisis del peso, el rango minimo y
maximo fue de 7.39 y 25.27 g respectivamente, dando como resultado un promedio con
desviacion estandar de 14.34 + 4.28 g. La variacion en el rango del peso es debido a la

cantidad de capas superpuestas que ha tenido el bulbo.

Cabe indicar que existe poca informacién sobre lo referentes a las caracteristicas
biométricas del bulbo de la especie vegetal (Eleutherine bulbosa) nuestra investigacion es

pionera en reportar estos resultados.
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Tabla 6

Datos Biométricos del Bulbo Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa)
Promedio + desvio estadistico (n=300) nimero de repeticiones utilizadas

Datos Biométricos

Medina horizontal

60
2.65+0.37cm
50
40
30
20
0 [
1.80 2.30 2.80 3.30
Medida vertical
50 5.76 £ 0.056 cm

4.70 5.20 5.70 6.20 6.70

Peso
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4.1.2. Analisis del color del bulbo de la especie vegetal Yahuar Piri

Piri (Eleutherine bulbosa)

De acuerdo con Moreno (2010), en los alimentos, el color influye de manera particular, el
color se relaciona con diversas familias de pigmentos, como clorofilas, flavonoides,
carotenoides y del grupo de los polifenoles, las antocianinas, que dan coloracion verde,

roja-amarilla, y azul-violeta, respectivamente.

La Tabla 7 se muestra el andlisis del color de Bulbo y de la muestra seca (bulbo seco y
triturado) de la especie vegetal Eleutherine bulbosa. En el desarrollo del andlisis, se
tomaron las medidas de 300 bulbos, que posteriormente fueron secos Yy triturados, de
donde se volvio a analizar el color de la muestra seca.

Tabla 7

Andlisis de Color del Bulbo de la Especie Vegetal Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa)
Promedio + desvio padron (n = 300).

Material L* a* b* Codigo de Color AE
color
Muestrafresca g o3.314  33.64+3.71 526+1.04  #762D3F

(bulbo)

Muestra seca
y triturada
(bulbo en
polvo)

25.79 +4.38 12.94 +1.64 5.92 +0.76 #533635

Las especies del género Eleutherine presentan bulbos de color rojo o rojo vino con capas
superpuestas como escamas similares a la de una cebolla (Revilla, 2001; Revilla, 2002b;
Lorenzi & Matos, 2002; Barauna & Rocha, 2006).

De acuerdo a los resultados del andlisis de color, se observa un cambio en la tonalidad e
intensidad del color en la muestra seca triturada (bulbo en polvo), verificando la variacién
debido al proceso que ha sufrido, por lo tanto, se determina que la muestra fresca (bulbo)
tiene un color rojo vino, ademéas esta tonalidad generalmente tiene las antocianinas,

flavonoides que se encuentran distribuidas en diferentes especies vegetales (Hills, 2004).

4.1.3. Céalculo del Rendimiento del bulbo de Yahuar Piri Piri

(Eleutherine bulbosa) con respecto al extracto seco.
El andlisis del rendimiento del extracto es muy importante para tener material de estudio
suficiente para desarrollar los andlisis propuestos de la especie vegetal (Ramirez, 2008).
La Tabla 9 muestra los resultados referentes al rendimiento de la obtenciéon de extracto

seco mediante el método de extraccion por maceracion durante 7 dias con una solucion

21.06
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hidroalcohdlica de 80°GI con una relacién de 1:10 (muestra:solvente) y agitacion diaria de
15 min a 400 rpm, donde el rendimiento fue de 6.15 %, eso implica que de cada 100 g de
muestra (bulbo de Yahuar Piri Piri seco), se obtuvo 6.15 g de extracto seco.

Tabla 8
Rendimiento del Bulbo Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa)
Muestra Peso de bulbo (g) Peso de extracto seco (g) Rendimiento (%)
M1 77.00 4.6782 6.08
M2 76.70 4.7743 6.22
M3 76.55 4.7284 6.18
M4 77.00 4.6744 6.03
M5 76.86 4.8215 6.27
M6 76.65 4.6506 6.07
M7 76.70 4.6845 6.11
M8 76.70 4.7534 6.20
Promedio 6.15 + 0.084

De acuerdo a Mawarda et al (2020) obtuvo 12% de rendimiento de la especie vegetal
Eleutherine americana, utilizando el método de extraccién por maceracion con etanol de
96%, en unarelacion de 1:10 (muestra:solvente), la muestra fue previamente seca; en este
mismo estudio se analizé el método de maceracion con bafio ultrasénico se incrementd el
rendimiento total hasta 17.5% (bafio ultrasénico de 20 min). Sin embargo, Purnamasari &
Bahtiar (2017), el valor de extraccién del metanol a partir de polvos secos de bulbos de
Eleutherine bulbosa fue calculada como %p/p, obteniéndose 3.77% de rendimiento. De
acuerdo a Bahtiar & Yessi (2018), el valor extractivo en etanol de polvo seco de bulbos de
Eleutherine bulbosa se calcul6 como rendimiento% p / p y se encontrd que era del 3.77%,
observando que nuestra muestra posee mayor rendimiento de acuerdo a lo reportado, pero

menor con respecto a la especie vegetal Eleutherine americana.

Costa da Rocha (2014) obtuvo que el rendimiendo de extracto etandlico de Eleutherine
plicata fue de 8.65%. Se puede apreciar que lo obtenido en la especie Eleutherine bulbosa
fue de 6.15% que se encuentra en el rango de la especie E. plicata y americana, las

diferencias obtenidas pueden ser debido a la granulometria.

4.1.4. Determinacion de humedad y cenizas totales del bulbo de la

especie vegetal Yahuar Piri piri (Eleutherine bulbosa)

Los andlisis del contenido de humedad y cenizas son ensayos muy importantes y usados
en el procesamiento y andlisis de los alimentos. La ceniza es el resultado de la incineracion
a 550 °C de una muestra organica, su cuantificaciébn permite determinar los micro y

macrominerales en los alimentos (Ramirez, 2008).
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En la Tabla 8, se muestra los resultados de humedad y cenizas del bulbo. Al determinar
humedad y ceniza, se necesitd separar las capas superpuestas de manera individual. El
% de humedad promedio que se obtuvo fue de 48.02 + 1.25, y el % de cenizas fue 1.69 +
0.06 en base seca (Anexo 7y 8).

Tabla 9

Determinacién de humedad y cenizas del Bulbo Yahuar Piri Piri (Eleutherine Bulbosa)

Promedio + desvio padron (n = 6). *Base seca
Parametros quimicos
Humedad (%)
Cenizas* (%)

Material vegetal
48.02 £ 1.25
1.69 £ 0.06

4.1.5. Marcha fitoquimica del Extracto seco del Bulbo de Yahuar Piri
piri (Eleutherine Bulbosa)
La marcha fitoquimica tiene una gran relevancia permitiendo conocer los principios activos
presentes en los vegetales, de esta forma determinar sus estructuras y procurar su sintesis
(Lock O., 1994). En los analisis del Extracto hidroalcohdlico del Bulbo de Yahuar Piri Piri
(Eleutherine Bulbosa), se evidencid la presencia de taninos, flavonoides, quinonas,
catequinas y alcaloides como se muestra en la tabla 10 y en la tabla 11 podemos ver el

resumen de los constituyentes quimicos presentes.

Tabla 10
Constituyentes quimicos presentes en el Extracto del Bulbo de Yahuar Piri Piri (Eleutherine
Bulbosa) segun la Marcha Fitoquimica

-) : Ausencia del metabolito
(+) : Presencia del metabolito con menor intensidad de color
(++) : Presencia del metabolito con intensidad media de color
(+++) : Presencia del metabolito con mayor intensidad de color
R1 : Repeticién N° 1 de la Muestra de San Antonio de Cumbaza
R2 : Repeticion N° 2 de la Muestra de San Antonio de Cumbaza
R3 : Repeticién N° 3 de la Muestra de San Antonio de Cumbaza
Fraccion de Metabolito A Color y/o Resultados
. Prueba Anélisis N
los extractos secundario Precipitacibn R1 R2 R3
Verde
. FeClI3 +++ 4+ 4+
A Taninos oscuro
Gelatina Precipitado  +++ +++ +++
Flavonoides Shinoda Amarillo +++  +++
. Libermman Verde o
Esteroides - - -
5 Burchard azulverdoso
) Rojo en fase
Quinonas Borntrager +++ 4+
acuosa
P Pdrpura o
Cardénolidos Kedde . p’ - - -
vialacea
Esteroides Libermman Verde 0
C Burchard azulverdoso
Dragendorff Naranja ++
Alcaloides Blanco o
Mayer - - -

crema
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Wagner Marrén - - -
Flavonoides Shinoda Amarillo +++ S+t
Catequinas Rosenhein Marrén ++ ++
. Libermman Verde o
Esteroides - - -
D Burchard azulverdoso
Blanco o
Mayer - - -
. crema
Alcaloides .
Rojo o
Dragendorff . ++
naranja
E Flavonoides Shinoda Amarillo +++ S+t
Catequinas Rosenheim Marrén ++ 4t

Tabla 11
Resumen Cualitativo de los Constituyentes Quimicos encontrados en el Extracto del Bulbo de
Yahuar Piri Piri (Eleutherine Bulbosa) de la Muestra en Estudio, seguin la Marcha Fitoquimica

(+) : Presencia del metabolito con menor intensidad de color
(++) : Presencia del metabolito con intensidad media de color
(+++) : Presencia del metabolito con mayor intensidad de color
R1 : Repeticién N° 1 de la Muestra de San Antonio de Cumbaza
R2 : Repeticion N° 2 de la Muestra de San Antonio de Cumbaza
R3 : Repeticion N° 3 de la Muestra de San Antonio de Cumbaza
Metabolito e Color y/o Resultados
. Prueba Analisis e
secundario Precipitacion R1 R2 R3
Taninos FeCI3 Verde oscuro e
Gelatina Precipitado +++ +++ +++
Flavonoides Shinoda Amarillo e
Quinonas Borntrager Rojo en fase acuosa  +++ ++ ++
Alcaloides Dragendorff Naranja ++ ++ ++
Catequinas Rosenhein Marrén o ++

Segun Alvarado (2019), determiné en la marcha fitoquimica que realiz6 a la especie vegetal
Eleutherine bulbosa contiene la presencia de compuestos fendlicos, alcaloides, taninos y
flavonoides. Ademas, Cuevas et al (2009), reportd hallazgos de compuestos fendlicos,
flavonoides y taninos relacionado con propiedades biologicas. Al analizar la marcha
fitoquimica en el extracto etandlico de Eletuherine americana ha indicado que contiene
metabolitos secundarios como flavonoides, naftoquinonas, antraquinonas, alcaloides,
saponinas, taninos, triterpenoides y esteroides (Kuntorini & Laurentius, Structural
development and bioactive content of red bulb plant (Eleutherine americana), 2010). De
acuerdo con Mierza et al (2011), el extracto de la especie vegetal Eleutherine palmifolia
contiene flavonoides, alcaloides, saponinas y taninos, y se atribuye a estos metabolitos sus
propiedades antibacteriales. Se identificaron diferentes posibles principios activos en el
Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa) como compuestos fendlicos, alcaloides, taninos y
flavonoides (Rengifo, 2007).
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4.1.6. Analisis de Compuestos Fendlicos
Los compuestos fendlicos, como los flavonoides, presentan una amplia ubicuidad en la
naturaleza, ademas aportan al buen funcionamiento en las plantas y, en el hombre, son

usados para tratar desordenes cardiovasculares y prevenir canceres (Garcia, 2007).

Los resultados del contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales de la

especie vegetal Eleutherine bulbosa se muestran en la Tabla 16 (Anexo 9, 10, 11y 12).

Tabla 12

Contenido de Fenoles Totales y Flavonoides Totales de la Especie Vegetal Eleutherine bulbosa
Promedio + desvio padrén (n = 6).

Flavonoide Totales (mg
quercetina/ g de Extracto
hidroalcohdlico)

Eleutherine bulbosa 216.849 + 3.96 14.762 £ 0.8

Fenoles Totales (mg GAE/g

Material v I . e
aterial vegeta Extracto hidroalcohdlico)

El contenido de Fenoles y Flavonoides totales que contiene la especie vegetal Eleutherine
bulbosa es 216.849 + 3.96 mg GAE/g Extracto hidroalcohdlico y 14.762 + 0.8 mg
quercetina/g de Extracto hidroalcohdlico respectivamente. Lo que se puede apreciar es
que nuestra especie estudiada contiene gran cantidad de compuestos fendlicos, donde se
destaca los flavonoides. De acuerdo con la marcha fitoquimica realizada, por coloracion se
pudo apreciar que los flavonoides que contiene nuestra especie son flavonas y flavonoles.
Los flavonoides, son los compuestos fenélicos mas estudiados, debido a su numerosa
distribucion y actividad antioxidante elevada, siendo los flavonoles el subgrupo mas

investigado (Rengifo, 2007).

De acuerdo con la investigacion de Kurnya et al. (2019) cuantificaron la extraccion de
fenoles totales con el método de extraccién asistido por microondas basado en acido
lactico y sacarosa de Eleutherine bulbosa, obteniendo 28.73 mg GAE/g de muestra. Y
Astati et al. (2019) cuantificaron la extraccién de fenoles totales utilizando el método de
extraccion asistido por microondas basado en acido citrico y glucosa de Eleutherine
bulbosa, obteniendo 21.92 mg GAE/g de muestra. De acuerdo a la investigacion de Shi et
al. (2018) analizaron los fenoles totales en bulbos, hojas y flores, encontrando que la
mayor concentracién se encuentra en las flores (329.45 + 4.48 mg GAE/100g de peso
seco), ademas reportaron flavonoides totales, utilizando como estandar la catequina, una
concentracion en hojas de 365.20 + 4.58 mg CE/100 g de peso seco, en los bulbos de
448.24 +5.89 mg CE/100g de peso secoy en flores 1088.33 + 32.64 mg CE/100g de peso
seco, determinando que el contenido total de flavonoides en las flores es 2.5 veces mas
gue en los bulbos. Asi mimo, Akram et al. (2020) realizaron la extraccién asistida por calor

de compuestos fendlicos del bulbo obteniendo fenoles totales 80.52 + 1.30 mg GAE/g
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muestra y Flavonoides totales 32.01 + 0.49 mg RE/g muestra, el andlisis de Flavonoides

Totales se realizo con el estandar de rutina.

Ademds, Chavez y Ordofiez (2013) realizaron determinaron fenoles totales en cacao
(Theobroma cacao) obteniendo 6.394 + 0.095 g EAG/100 g de muestra en grano entero y
5.689 + 0.153 g EAG/100 g de muestra grano molido y en grano tostado 5.081 + 0.287 ¢
EAG/100 g de muestra, concluyendo que los fenoles se ven afectados durante el proceso

de transformacion que sufren para obtener el licor de cacao.

En la comparacion de nuestros resultados, podemos determinar que los resultados de
Fenoles totales del bulbo tienen un menos valor con respecto a lo reportado en las hojas

del Yahua Piri Piri, y que los flavonoides es menor con lo reportado.

4.1.7. Determinaciéon de Capacidad Antioxidante
Los antioxidantes son moléculas que tienen la capacidad de impedir la oxidacién de otras
moléculas, en su mayoria causada por los radicales libres, reduciendo y protegiendo el

sistema biologico de las reacciones que cauda la oxidacion (Oresajo et al., 2012).

Los resultados del andlisis de Capacidad Antioxidante por el método ABTS y DPPH se
visualizan en la Tabla 17 (Anexo 13, 14, 15y 16).

Tabla 13
Capacidad Antioxidante por los métodos ABTS y DPPH de los bulbos de Yahuar Piri Piri

(Eleutherine bulbosa)
Promedio + desvio padron (n = 6).

Material vegetal ABTS (umol TE/100 g MS) DPPH (umol TE/100 g MS)
Eleutherine bulbosa 4.445 + 0.324 1.949 + 0.033
% de Inhibicién 13.9+0.8 42.16 £ 0.57

Segun Akram et al. (2020) reportaron la capacidad antioxidante con el método de ABTS y
DPPH 75.23 + 5.36 y 74.86 £ 1.32 % respectivamente de la especie Eleutherine bulbosa.

De acuerdo con Del Castillo et al. (2019) encontraron que la capacidad antioxidante de la
pulpa de Ungurahui (Oenocarpus bataua) en ABTS fue 4106.57 + 457.47 umol TE/100 g
MS y en DPPH fue de 210.57 + 53.31 umol TE/100 g MS, asi mismo de la pulpa de Cinamillo
(Oenocarpus mapora) en ABTS fue 13552.61 + 224.78 umol TE/100 g MS y en DPPH 1949.88 *
224.78 umol TE/100 g MS.

Ifesan y Voravuthikunchai (2009) demostraron que el extracto etandlico de los bulbos de
la especie vegetal Eleutherine americana se puede utilizar como aditivo en la carne de
cerdo; que indica un efecto antibacteriano leve y significativa actividad antioxidante. El gran
contenido de compuestos fendlicos que presenta nuestra especie puede estar relacionada

con su alto poder antioxidante.
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4.2. Objetivo especifico 2
4.2.1. Cromatografia en capa fina CCF

El Sistema de solventes Optimo para la separacion de la muestra estudiada Eleutherine
bulbosa fue Acetato de Etilo: Ac. Férmico: Ac. Acético glacial:agua destilada, en las
proporciones de 1:0.11:0.11:0.26 respectivamente. En la Cromatografia en capa fina del
extracto seco de Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa) se logré obtener dos metabolitos
separados, uno color Amarillo y otro color Rojo, donde se obtuvo en mayor proporcion al

metabolito amarillo, en la Figura 3 se aprecia la corrida cromatogréfica.

En la figura 3 se puede observar la corrida cromatografica del metabolito color Amarillo y

Rojo extraidos del Extracto Seco Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa).

Figura 3
Corrida cromatogréfica en capa fina del Extracto Seco de Yahuar Piri Piri (Eleutherine
bulbosa).

Segun Alvarado (2019), observo que el extracto hidroalcohdlico de Eleutherine bulbosa
presenta alta solubilidad en etanol y agua, también soluble en metanol, dando a conocer
su afinidad por solventes polares, presentando baja solubilidad en cloroformo e insoluble

en éter de petroleo.

Da Silva et al. (2015) realizaron corridas cromatograficas en capa fina del extracto etanélico
del bulbo de la especie vegetal Eleutherine plicata y de sus fracciones, detectando zonas
de color amarillo con factor de retencion (Rf) 0.25, 0.31 y 0.44 presentes en extracto
etandlico, fracciones de hexano y cloroformo respectivamente, y &rea de color rosa (rojo)
con Rf 0.5 en fraccién de hexano y Rf 0.62 en fraccion de cloroformo. Después de agregar
KOH al 10% en metanol que es un reactivo para detectar quinonas, se encontré la
presencia de naftoquinonas con Rfs 0.25, 0.31y 0.44.
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4.3. Objetivo especifico 3
4.3.1. Determinacion del Perfil cromatografico por UHPLC

En las figuras 4 y 5 se puede observar los cromatogramas LC-UV del metabolito color
Amarillo y Rojo extraidos del Extracto Seco Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa).

Podemos apreciar diferentes picos y tiempos de retencion (Anexo 17 y 18).
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Segun Borges et al (2020) afirma que la banda de color amarillo son naftoquinonas de las
especies de Eleutherine, llegando a aislarse 1,4-naftoquinonas: Eleuterina, Eleutherinona
e Isoeleuterine. Costa da Rocha (2014) obtuvo espectros de 1,4-naftoquinonas de la
especie Eleutherine; Eleutherine y Eleuterinone en la especie vegetal Eleutherine plicata,
al realizar la comparacion con los resultados, se observan que los picos a 'y b del metabolito
amarillo, tienen los mismos espectros. De acuerdo a Da Silva (2008), los metabolitos
Isoeleuterol e Isoeleutherina de la especie Eleutherine plicata determiné que estos dos
constituyentes quimicos derivados de naftoquinonas son los responsables del color
caracteristico del bulbo de la especie, y realizé una compilacién de estructuras de los
principales constituyentes de algunas especies de Eleutherine, concluyendo que
Eleutherine bulbosa, Eleutherine plicata y Eleutherine americana tienen metabolitos en

comun como Eleutherina/lsoeleuterina, Eleuterol/Isoeleuterol, y Eleuterinona.

De acuerdo con Da Silva et al. (2015), realizaron el perfil cromatogréfico LC-DAD del
extracto etandlico y fraccion de cloroformo del bulbo de la especie vegetal Eleutherine
plicata a 250 nm, encontrando dos picos de alta intensidad en ambos. Se realizé
comparaciones con los estdndares de Isoeleutherol e Isoeleutherine en las mismas
condiciones, obteniéndose que la Isoeleutherine se correlaciona con el espectro UV del
pico uno del extracto etandlico y fraccion de cloroformo, asi mismo el Isoeleutherol muestra

correlacion con el espectro del pico dos en el extracto etandlico y fraccion de cloroformo.

Costa da Rocha (2014) ha tenido resultados similares a los espectros de los picos b, c, d
y e del metabolito rojo, determinando que pertenecen al grupo de las antiocianinas; ademas
confirmd que existen glucésidos y flavonoides con grupos de gluconas con gran afinidad

polar.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los constituyentes quimicos presentes en el
metabolito color amarillo podrian pertenecer a las naftoquinonas del grupo Isoeleutherol e
Isoeleutherine de la especie Eleutherine y aquellos constituyentes presentes en el
metabolito rojo podrian pertenecer al grupo de las antocianinas, es necesario que para
comprobar esta hipoétesis seria necesario contar con un patron de estos compuestos

guimicos, y realizar adicional a esta comparacion un analisis de Espectrometria de masa.
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CONCLUSIONES

Al concluir el desarrollo de la investigacion, concluimos que:

1.

Los analisis biométricos del bulbo de la especie vegetal estudiada Yahuar Piri Piri
(Eleutherine bulbosa) concluimos con promedios de medida horizontal, medida
vertical y peso de 2.65+0.37 cm, 5.76 £ 0.056 cmy 14.34 + 4.28 g respectivamente.
A lo que respecta con el andlisis de color el bulbo y la muestra seca presentaron el
cadigo de color #762D3F y #533635 respectivamente.

El contenido de humedad y cenizas del bulbo de Yahuar Piri Piri (Eleutherine
bulbosa) que se obtuvo es de 48.02 + 1.25 % base humeda y 1.69 + 0.06 en base
seca respectivamente.

El rendimiento del Bulbo de Yahuar Piri Piri con respecto a extracto hidroalcohdlico
seco es de 6.15 %, eso implica que de cada 100 g de muestra se obtuviene 6.15 g
de extracto seco.

Los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico del bulbo de Eleutherine
bulbosa (Yahuar Piri Piri) identificados son taninos, flavonoides, quinonas,
catequinas y alcaloides.

Los Fenoles y Flavonoides totales que contiene la especie vegetal Eleutherine
bulbosa es 216.849 + 3.96 mgGAE/g Extracto hidroalcohdlicoy 14.762 + 0.8 mg de
guercetina/ g de Extracto hidroalcohdlico respectivamente.

La capacidad Antioxidante ABTS y DPPH que contienen la especie vegetal
Eleutherine bulbosa es de 4.445 + 0.324 y 1.949 + 0.033 umol TE/100 g MS.
Ademas, se encontrdé un % de inhibicién por ABTS de 13.9 + 0.8 % y DPPH de
42.16 £ 0.57 %.

El colorante que contiene nuestra especie vegetal Eleutherine bulbosa (Yahuar Piri

Piri) podria estar dentro del grupo naftoquinonas y Antocianinas.



50

RECOMENDACIONES

Al culminar la investigacion se hace las siguientes recomendaciones:

1. Realizar un periddico mantenimiento a los equipos de investigacion y verificar la
fecha de vencimiento de los solventes y reactivos de los laboratorios.

2. Realizar estudio y aislar los principales metabolitos secundarios del extracto
hidroalcohdlico de la especie vegetal Eleutherine bulbosa (Yahuar Piri Piri) para
analizar el mecanismo de accion y potencial inhibidor.

3. Realizar la comparacion de los principales constituyentes con estandares de
naftoquinonas como Isoeleutherol e Isoeleutherine.

4. Realizar un andlisis de espectrometria de masa para poder identificar los diferentes
principios activos que contiene el Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa) en su
totalidad.
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ANEXOS

Anexo 1
Pesado del Bulbo de Yahuar Piri Piri (Eleutherine bulbosa)

Anexo 2
Proceso de Maceracion y agitacion a 400 rpm por 15 min




Anexo 3
Eliminacién del solvente por Rotavapor a 40°C

Anexo 4
Marcha Fitoquimica preliminar
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Anexo 5
Datos para Determinacién de Humedad

Peso de placas Peso de muestra himedad Peso de muestra + peso de placa Peso de muestra seca Humedad

39.7897 2.0698 40.8618 1.0721 48.20
38.4025 2.0524 39.4676 1.0651 48.10
38.6742 2.0363 39.6874 1.0132 50.24
34.1913 2.0266 35.2837 1.0924 46.10
38.8544 2.0338 39.9062 1.0518 48.28
39.0587 2.0228 40.1269 1.0682 47.19

Promedio 48.02

Desvio E. 1.25

Anexo 6

Datos para determinacion de cenizas

Crisol Muestra Muestra seca Crisol + ceniza Ceniza % Ceniza en base seca

20.3651 2.156 1.12 20.3837 0.0186 1.66
21.538 2.0228 1.05 21.5565 0.0185 1.76
21.8024 2.044 1.06 21.82 0.0176 1.66

Promedio 1.69

Desvio 0.06
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Anexo 7
Curva Patron de Fenoles Totales
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Anexo 8
Datos para Determinacion de Fenoles Totales

PIR-01 21,989.116

PIR-02 21,554.354
PIR-03 21336414
PIR-04 2,208.177
PIRI-05 21336414

PIR-06 19,157,005
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Anexo 9
Curva Patron de Flavonoides Totales
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Anexo 50
Datos pata Determinacion de Flavonoides Totales

PIRI01
PIR-02
PIRI-03
PIRI-04
PIRI-05
PIRI-06

0.0075
00075

Anexo 11
Curva Patrén de ABTS
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Anexo 62
Datos para la determinacién de Actividad Antioxidante ABTS

Anexo 73
Curva Patréon de DPPH
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Anexo 84
Datos para la determinacion de Actividad Antioxidante DPPH

0.400
0.300
0.200
0.100

0.000

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.1
MASA Trolox (umol)

PIRI'1 1.0000
PIRI 2 1.0000 10.00
PIRI3 1.0000 10.00

0.831
0.831
0.831

0.477
0.479
0.486




Anexo 95
Cromatograma LC-UV del metabolito color Amarillo obtenida a 280, 320 y 360 nm
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Anexo 16
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Cromatograma LC-UV del metabolito color Rojo obtenida a 280, 320 y 360 nm
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