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RESUMEN

Se determind la composicién quimica,
polifenoles totales y actividad antioxi-
dante en el extracto etandlico de Gentia-
nella dianthoides (Kunth) Fabris. El
estudio fue de tipo experimental, en el
cual se empled el extracto liofilizado de
Gentianella dianthoides (Kunth) Fabris.
La composicion quimica fue deter-
minada mediante el tamizaje fitoqui-
mico, se realizd mediante reacciones
de formacion de color o precipitado.
El contenido de polifenoles totales fue
determinado colorimétricamente usando
el reactivo de Folin-Ciocalteu, se utilizd
el estandar acido galico a concentra-
ciones de 10 a 250 pg/mL. Para evaluar
la actividad antioxidante, se determiné
por el método reduccion del 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo (DPPH), en el que se
utiliz6 como solucién patréon Trolox®
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-carboxilico) y el extracto liofilizado de
la muestra. En las condiciones experi-

mentales, se demostré que el extracto
etandlico liofilizado de la Gentianella
dianthoides (Kunth) Fabris posee un
rendimiento del 11,73%; la marcha fito-
quimica arrojé abundante contenido de
flavonoides y compuestos fendlicos,
contenido moderado de antraquinonas
y contenido leve de saponinas; la deter-
minacion de polifenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu mostré que
la cantidad de polifenoles es de 10,0365
mg/g de extracto; para la determina-
cion de la actividad antioxidante por el
método de DPPH se calcul6 el IC 50 del
Trolox® (8,8 pg/mL) y del extracto etané-
lico que en este caso fue de 27,65 pg/mL.
Se concluye que la planta Gentianella
dianthoides (Kunth) Fabris presenta
composicion polifendlica y actividad anti-
oxidante.
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ABSTRACT

The chemical composition, total polyphe-
nols and antioxidant activity in the etha-
nolic extract of Gentianella dianthoides
(Kunth) Fabris were determined. The
study was experimental and employed
lyophilized extract of Gentianella
dianthoides (Kunth) Fabris. The chemical
composition was determined through
phytochemical screening, conducted
using color formation or precipitate reac-
tions. The total polyphenol content was
determined through colimetric analysis-
colorimetrically, using Folin-Ciocalteu
reagent; a standard solution of gallic
acid was used at concentrations of 10
to 250 pg / ml. Antioxidant activity was
determined through the reduction of
1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH);
the standard solution used was Trolox®
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchrome-
2-carboxylic acid) and the lyophilized
extract of the sample. Under experimental
conditions, it was demonstrated that the
lyophilized ethanolic extract of Gentia-
nella dianthoides (Kunth) Fabris has a
yield of 11.73%; phytochemical screening
revealed a high content of flavonoids and
phenolic compounds, moderate anthra-
quinone content, and minor saponin
content. Determination of total polyphe-
nols using the Folin-Ciocalteu method
gave a polyphenol content of 10,0365
mg/g of extract; in order to determine
antioxidant activity using the DPPH
method, the IC50 value of Trolox® (3.8 ug
/ ml) and the ethanolic extract was calcu-
lated, which in this case was 27.65 ug/
ml. It was concluded that the Gentianella
dianthoides (Kunth) Fabris plant exhibits
a polyphenolic composition and antioxi-
dant activity.

Keywords: Chemical composition,
antioxidants, lyophilized, Gentianella
dianthoides

I. INTRODUCCION

La megadiversidad del Peru se evidencia
en la diversidad de especies, de recursos
genéticos, y de ecosistemas, que es
necesario destacar y poder identificar
los de mayor potencial para prevenir o
tratar enfermedades, para beneficio de
la humanidad, en su aplicacion en labo-
ratorios farmaceéuticos, entre otros (1).
Para el Peru, se estiman 25 000 espe-
cies existentes, aunque algunos cienti-
ficos calculan que esta cifra hasta puede
ser duplicada, de las cuales un porcen-
taje importante es endémico. Por otro
lado, aproximadamente 4000 especies
tienen diversos usos, en la alimentacion
y salud, en la cosmética, en la tintura
como aromatizantes y saborizantes,
como biocidas, en la industria, la agrofo-
resteria, el uso ornamental, entre otros.
Debemos mencionar que muchos de
estos usos estan arraigados en el saber
popular son transmitidos de generacion
en generacion, y lamentablemente con
escasa base cientifica (2). Numerosos
estudios de plantas medicinales se han
realizado desde hace décadas, debido a
su uso potencial como fuente de sustan-
cias con propiedades biolégicas. Uno
de los compuestos principales de las
plantas son los antioxidantes, sustancias
presentes en determinados alimentos y
que protegen al organismo de la accion
de los radicales libres, causantes de los
procesos de envejecimiento y otras enfer-
medades. Asimismo, el estrés oxida-
tivo ha sido asociado a la patogénesis
de muchas enfermedades humanas,
tales como arterioesclerosis, artritis,
demencia, cancer, entre otras. Por ello,
el uso de antioxidantes es estudiado de
forma intensiva (3).

La familia Gentianaceae es reconocida
en el Peru por presentar alrededor de 15
géneros y aproximadamente 170 espe-
cies, mayormente hierbas y arbustos. Se
reconocen 103 especies endémicas en
siete géneros. Los géneros con mayor
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numero de especies endémicas son
Gentianella y Macrocarpaea. Las espe-
cies endémicas ocupan principalmente
las regiones de la puna humeda y seca,
paramo y bosque muy humedo montano,
entre los 1000 y 5100 m de altitud. Treinta
y tres especies endémicas se encuen-
tran representadas dentro de un area
protegida (4). Las especies de Gentia-
nella (familia Gentianaceae) también se
encuentran a una altitud de 3000 metros.
Esta especie se conoce de varias colec-
ciones procedentes de Cajamarca, reali-
zadas en la jalca, asi como en la vege-
tacion de puna en el sur del pais. El area
de presencia de esta especie alcanza los
10 000 km? (4). Como era de esperar
por la quimiotaxonomia, se han aislado
principalmente xantonas y, en menor
cantidad, secoiridoides y flavonoides.
Algunos de los extractos y xantonas
aisladas han sido sometidas a ensayos
de actividad hipoglicemiante, antimicro-
biana y antioxidante (2).

Las industrias farmacéuticas y cosmeé-
ticas han desplegado grandes esfuerzos
en la investigacion cientifica de
compuestos vegetales con actividad
antioxidante. Los compuestos antioxi-
dantes administrados en forma tdpica
son efectivos en el tratamiento del rejuve-
necimiento de la piel porque neutralizan
los efectos daninos de los radicales libre
antes de que estos puedan adherirse a
las membranas celulares y destruirlas.
Los radicales libres contribuyen al endu-
recimiento de las células de colageno y
elastina (5). Los antioxidantes naturales
presentes en las plantas han cobrado
gran interés en las ultimas dos décadas,
puesto que el estrés oxidativo (un desba-
lance entre las sustancias oxidantes y
prooxidantes) esta implicado en un gran
numero de afecciones de la salud (6).

de Gentianella dianthoides (Kunth) Fabris

II. MATERIALES Y METODOS

COLECTA Y TRATAMIENTO
POSCOSECHA
La planta Gentianella dianthoides

(Kunth) Fabris conocida comunmente
como lirambo, fue recolectada en el mes
de mayo de 2017, en la provincia de Hual-
gayoc, distrito de Bambamarca y departa-
mento de Cajamarca, a una altura mayor
de 3000 metros. ElI material recién reco-
lectado (1 kg de peso humedo) fue luego
secado a temperatura ambiente durante
un tiempo aproximado de 10 dias. Para
el estudio taxondmico, se usé el sistema
de clasificacion Botanica de Arthur Cron-
quist, el cual ocupa las siguientes cate-
gorias taxondmicas (tabla 1).

TaABLA 1. CLASIFICACION TAXONOMICA

T

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Gentianales
Familia Gentianaceae
Género Gentianella
Especie Gentianella dianthoides (Kunth)

Fabris ex J. S. Pringle

PROCESAMIENTO DEL MATERIAL
VEGETAL

Las plantas de Gentianella dianthoides
(Kunth) Fabris fueron sometidas a un
proceso de secado en una estufa a
temperatura constante de 40 °C durante
22 dias. Tras el proceso de secado, se
disminuyé el tamano de la particula
pasando el material seco por un molino
de cuchillos.

OBTENCION DEL
EXTRACTO ETANOLICO

Un total de 115 g del material vegetal
seco y molido fueron sometidos a
maceracién por un tiempo de 14 dias,
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utilizando como solvente de extraccion
alcohol etilico al 96% en cantidad de
1000 ml, con agitacion constante. Luego
se procedi¢ a la filtracion mediante papel
de filtro Whatman N.° 42, en un matraz
kitasato de 500 ml marca Pyrex, con un
embudo buchner acoplado a una bomba
de vacio. Luego de realizado el proceso
de filtracion, se procedié a concentrar
a sequedad la muestra a una estufa de
secado a 40 °C. Este concentrado cons-
tituyo el extracto total, el cual fue some-
tido a un proceso de liofilizacion por un
tiempo de 12 horas en un liofilizador
marca Labconco, modelo 7400040, y se
obtuvo un volumen final de 2,07 gramos
(tabla 2).

TaABLA 2. PROTOCOLO DE LIOFILIZACION

Segmento | Ramp (°C/min) Hold Time
(horas)
0,2 -55° 2

1
2 0,6 -25° 5
3 0,5 0° 3
4 0,6 10° 2
5 1 24°

En la tabla se pueden observar los
5 segmentos en los que consistié el
proceso de liofilizacién. Previamente a la
temperatura a mantener (hold) durante
un tiempo determinado (time), la tempe-
ratura desciende a una tasa indicada en
la columna Ramp.

COMPOSICION QUIMICA

Se realizé mediante el tamizaje fitoqui-
mico utilizando el extracto liofilizado de
Gentianella dianthoides (Kunth) Fabris,
reacciones de formacion de color o preci-
pitado. Se catalogé cualitativamente la
presencia del metabolito en presencia
intensa (++++), moderada (++), leve (+)
y negativa (-). Se evalu¢ la presencia de
los siguientes metabolitos: flavonoides
(Shinoda), compuestos fendlicos (triclo-
ruro férrico), taninos (gelatina, dicromato

de potasio, hipoclorito de sodio), alca-
loides (R. Dragendorff, R. Bertrand),
saponinas (prueba de espuma), este-
roides (Liebermann-Buchard) y antraqui-
nonas (Borntrager (Krauss).

DETERMINACION DE
POLIFENOLES TOTALES

Se determind colorimétricamente usando
el reactivo de Folin-Ciocalteu (7). Un
volumen de 100 pL del extracto liofili-
zado de Gentianella dianthoides (Kunth)
Fabris, se mezclé con 500 uL del reac-
tivo acido fosfomolibdico-fosfotungstico
(conocido como Folin-Ciocalteu 0,2 N)
y 400 pL de Na2COS3 al 75% w/v. La
mezcla se homogenizé y se dejé en
reposo durante una hora en oscuridad.
Finalizado el tiempo, se midi6 la absor-
bancia a 765 nm en un espectrofotémetro
UV-Vis marca Thermo Scientific, modelo
Genesys 10S UV-Vis. Se prepard la curva
de calibracion del estandar acido galico a
concentraciones de 10 a 250 pg/mL. El
contenido de polifenoles totales (CPT) lo
expresamos como equivalentes de acido
galico.

DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se determind por el método reduccién del
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). Un
volumen de 800 pL de la solucién meta-
nélica de DPPH al 40% se mezcld con
400 pL del extracto liofilizado de Gentia-
nella dianthoides (Kunth) Fabris, disuelto
en alcohol etilico al 96%; la mezcla se
homogenizé y dejé en reposo durante
30 minutos a temperatura ambiente y
en oscuridad. Transcurrido el tiempo, se
midié la absorbancia a 517 nm en un
espectrofotometro UV-Vis Marca: Thermo
Scientific Modelo: Genesys 10S UV-Vis.
La reduccion del reactivo es seguida
midiendo la disminucion de la absor-
bancia espectrofotométricamente a 517
nm. Todos los analisis fueron realizados
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por triplicado (n = 3). El extracto liofili-
zado fue evaluado a diferentes concen-
traciones de 10,4; 20,8; 41,7 pg/mL.
Se utiliz6 como solucién patréon Trolox®

(Abs. DPPH - Abs. muestra)

de Gentianella dianthoides (Kunth) Fabris

(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-carboxilico). Se calculd el porcentaje
de inhibicion de acuerdo con la siguiente
formula:

% Inhibicion DPPH =

Se calcul6 el IC50 (concentracion
minima necesaria para inhibir al 50% el
DPPH) del extracto liofilizado de Gentia-
nella dianthoides (Kunth) Fabris y del
estandar Trolox®. Los resultados fueron
procesados utilizando el programa
Minitab. Fueron analizados estadistica-
mente mediante la prueba t-student y
Anova. Los resultados son expresados
como valores promedio +/- desviacion
estandar (DS).

[1I. RESULTADOS
1. EXTRACCION Y RENDIMIENTO

Se midi6é el porcentaje de rendimiento
del extracto etandlico de liofilizado de
Gentianella dianthoides (Kunth) Fabris,
segun se indica en la tabla 3.

TaBLA 3. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL
EXTRACTO ET/OH DE GENTIANELLA DIANTHOIDES

Peso de Peso de
planta seca extracto

Planta 115g 13,49 g

% de
rendimiento

11,73%

2. CARACTERIZACION QUIMICA

La composicidon quimica mediante el
analisis fitoquimico realizado al extracto
liofilizado de Gentianella dianthoides
(Kunth) Fabris permitié identificar las
familias de los compuestos quimicos mas
abundantes en la especie y que pudieran
ser responsables de su actividad biol6-
gica. Estos resultados se muestran en la
tabla 4.

Abs. DPPH x 100

TaBLA 4. MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO

METABOLICO
Metabolito Prueba o reacciéon | Extracto Et/OH
de Gentianella
dianthoides
Flavonoides Shinoda ++++
Compuestos Tricloruro férrico ++++
fendlicos
Gelatina -
. Dicromato de -
Taninos

potasio
Hipoclorito de sodio -
R. Dragendorff -

Alcaloides

R. Bertrand -
Saponinas  Prueba de espuma +
Esteroides Liebermann -
Antraqui- Bortranger (Krauss) ++

nonas
Negativo (-), Presencia Leve (+), Moderada (++), Intensa (++++)

3. DETERMINACION DE
POLIFENOLES TOTALES

Se midié la absorbancia de las solu-
ciones de acido galico patron (ver tabla
5). Con estos datos, se elabor6 la curva
patrén respectiva (figura 1).

TaBLA 5. ABSORBANCIAS DEL ESTANDAR DE ACIDO
GALICO A 765 Nm

Concentraciones Absorbancia
(pg/mL) promedio

10 0,0551
25 0,2129
50 0,4539
250 2,2203
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Grafica de linea ajustada
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Ficura 1. CURVA DE CALIBRACION DEL ESTANDAR ACIDO GALICO

Empleando la siguiente formula se rela-
ciond la concentracion de acido galico
con la absorbancia (9).

(Absorbancia + 0,0099)
0,0089

(Acido galico) =

Para el analisis, se utiliz6 la muestra
liofilizada de Gentianella dianthoides
(Kunth) Fabris. En la tabla 6 se observa
la absorbancia promedio del extracto
etandlico de Gentianella dianthoides
(Kunth) Fabris, el cual se sustituye en la
ecuacion de la recta de calibrado (valor
de la ordenada, “y”) y despejar “x” que
corresponde a la concentracion de acido
galico en el extracto. Para expresar los
resultados en miligramo de acido galico
por gramo de extracto, se ha tenido
en cuenta la cantidad de disolvente
empleado en la extraccién y la cantidad
de muestra utilizada en el andlisis.

TaBLA 6. CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES
(CPT) pEL exTrACTO ET/OH DE GENTIANELLA

DIANTHOIDES
Extracto Absorbancia CPT (mg de equi-
etandlico promedio valentes de &cido
galico/g de extracto)
Gentianella
, , 0,4796 +
dianthoides 0,037 10,0365

(Kunth) Fabris

4. DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se presentan en latabla 7 los porcentajes
de actividad antioxidante a diferentes
concentraciones de Trolox® (acido6-
hidroxi-2,5,7,8-  tetrametilcromo-2-car-
boxilico)®. Con estos datos, se elaboré la
curva de calibracién del Trolox® (figura 2).

TABLA 7. PORCENTAJE DE INHIBICION DE DPPH
DEL ESTANDAR TROLOX®

Concentra- Absorbancia
ciones de promedio Inhibicién | (ug/mL)
Trolox® (ug/mL)
0 0,701 0,0
1,2 0,603 14,03
3,6 0,322 54 '
72 0,071 89,9

El coeficiente de correlacion de Pearson
entre la concentraciéon del Trolox® y su
porcentaje de actividad antioxidante en
la curva de calibracion fue de 0,993, lo
que indica una buena linealidad de las
concentraciones ensayadas y confiabi-
lidad en los datos (figura 2).
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TABLA 8. PORCENTAJE DE INHIBICION DE DPPH DEL EXTRACTO ET/OH DE GENTIANELLA DIANTHOIDES
(KunTH) FABRIS

Concentra- Absorbancia % Inhibicién
ciones (ug/mL promedio DPPH
0,0

% de Inhibicion DPPH

0,4542 + 0,009

10,41 0,3703 = 0,014
20,83 0,2884 + 0,002
41,66 0,1083 + 0,005
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FicurA 3. CURVA DE CALIBRACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE GENTIANELLA DIANTHOIDES

TaBLA 9. ANALISIS DE REGRESION

Estadisticas de la regresion

Correlacion de Pearson
R-cuad.
R-cuad. (ajustado)

S

1,000
0,9995
0,9959

0,906583

IV. DISCUSION

La marcha fitoquimica arroj6 abundante
contenido de flavonoides y compuestos
fendlicos, a los que se les atribuye acti-
vidad antioxidante; ademas, contenido
moderado de antraquinonas y contenido
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leve de saponinas; en tanto que no se
hallaron taninos, alcaloides ni esteroides.

Los resultados obtenidos en la deter-
minacion de polifenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu mostraron
que la cantidad de polifenoles en el
extracto de Gentianella dianthoides
(Kunth) Fabris fue de 10,0365 mg/g. Por
medio del analisis estadistico, se obtuvo
un coeficiente de correlacion de Pearson
(r) de 1,000 y un coeficiente de determi-
nacion (r2) de 0,9997. El valor de tregre-
sion =84,17 y un valor de p = 0,000. Se
verific que existe una correlacion lineal y
significativa. Con referencia al contenido
de polifenoles del extracto acuoso de la
Gentianella nitida, de 65,8 mg/g (1), fue
superior sobre el extracto etandlico de
Gentianella dianthoides que muestra un
valor de 10,0365 mg/g. Este mayor valor
podria explicarse por la diferencia en el
método de extraccion de metabolitos
secundarios polifendlicos realizado o por
los protocolos seguidos que varian en
las proporciones de reactivos, concen-
traciones y tiempos de medicion, lo cual
difiere de nuestro estudio.

Por otro lado, se debe considerar que la
planta de Gentianella nitida fue recolec-
tada en el distrito de Ulcumayo, provincia
y departamento de Junin (1), mientras
que la planta Gentianella dianthoides
(Kunth) Fabris fue recolectada en el
distrito de Bambamarca, provincia de
Hualgayoc y departamento de Caja-
marca, lo que podria explicar la diferencia
en la concentracion de polifenoles.

Para los resultados obtenidos en la deter-
minacion de la actividad antioxidante por
el método de DPPH, se calculé el IC 50
del Trolox® (3,8 pg/mL) y del extracto
etandlico (tabla 8), a partir de la ecuacion
del analisis de regresion. Un valor bajo
de IC 50 indica alto poder antioxidante.
El Trolox®, como estandar, siempre exhi-
bira un menor valor de IC 50 en compa-

racion con el extracto (10), que en este
caso fue de 27,65 pg/mL.

Los resultados fueron analizados esta-
disticamente, evaluandose las concen-
traciones del extracto vs. porcentaje de
inhibicion DPPH encontrada.

En el analisis estadistico se obtuvo un
coeficiente de correlacion de Pearson
(r) de 1,000 y un coeficiente de determi-
nacion (r?) de 0,9995. El coeficiente de
determinacion nos indica que existe una
buena linealidad y aporta mayor signifi-
cacion estadistica. Mediante la prueba
t-student y Anova se hall6 el estadistico
“t” junto con un test de varianza. El valor
de t, .. =62,13 demostr6 que la corre-
laciéon es lineal y significativa. El valor
de p = 0,000 demostré que el analisis
de varianza nos muestra que existe alta
correlacion, por lo que el método es lineal.

Comparando los datos reportados de
capacidad antioxidante IC 50 = 145 ug/
mL para la Gentianella nitida con los
datos de capacidad antioxidante IC
50 = 27,64 pyg/mL para la Gentianella
dianthoides, puede proponerse que esta
ultima tendria una mayor capacidad anti-
oxidante que la Gentianella nitida, aun
cuando el contenido de polifenoles es
menor. Puede sugerirse que estos meta-
bolitos oxigenados muestran capacidad
antioxidante o tal vez el extracto puede
contener otros metabolitos secundarios
diferentes que contribuyen a la actividad
antioxidante (1).

V. CONCLUSION

El extracto etandlico de Gentianella
dianthoides (Kunth) Fabris contiene
flavonoides y compuestos fendlicos. La
determinacion de la actividad antioxi-
dante por el método DPPH demostrd
actividad antioxidante, con un IC 50 =
27,64 pg/mL, y esta relacionada direc-
tamente con la presencia de polifenoles
totales y flavonoides.
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