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FLAVONOIDS IN THE LEAVES OF PIPER PELTATUM L. AND PIPER
ADUNCUM L. FROM AMAZONAS REGION
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RESUMEN

| presente trabajo tuvo como objetivo realizar el estudio fitoquimico y determinar la

concentracion de flavonoides totales de las hojas de Piper peltatum L. y Piper aduncum
L. procedentes de la region Amazonas. Las especies fueron recolectadas en el distrito de
Rio Santiago, provincia de Condorcanqui, region Amazonas. El tamizaje fitoquimico se
realiz6 usando reactivos de coloracion y precipitacion. Los flavonoides totales se cuantifi-
caron con el método de Kostennikova. Se encontr6 una alta diversidad de metabolitos en
ambas especies, como alcaloides, triterpenos y esteroides, flavonoides, fenoles y taninos,
azucares reductores, quinonas, compuestos grasos, cumarinas y resinas; solo se evidencio
la presencia de saponinas en la especie de Piper aduncum L. El contenido de flavonoides
totales en las especies de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. fue de 1,8 + 0,16y 2,51 =+
0,15 g equivalentes a quercetina por cada 100 g de hoja seca, respectivamente; la especie
de Piper aduncum L. fue la que presenté mayor concentracion de flavonoides expresados
como quercetina con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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ABSTRACT

This paper aimed to make the phytochemical study and determine the concentration of
total flavonoids from the leaves of Piper peltatum and Piper aduncum from the Amazon
region. The species were collected from Rio Santiago district, Condorcanqui Province,
Amazonas Region. The phytochemical screening was performed using staining and preci-
pitation reagents. Total flavonoids were quantified by Kostennikova method. It was found
a high diversity of metabolites in both species such as alkaloids, triterpenes and steroids,
flavonoids, phenols and tannins, reducing sugars, quinones, fatty compounds, coumarins
and resins, and the presence of saponins only in species of Piper aduncum L. The content
of total flavonoids in species of Piper peltatum L. and L. Piper aduncum was 1.8 = 0.16 and
2.51 = 0.15 g equivalents to quercetin per 100 g of dry leaves respectively. P aduncum
showed the highest concentration of flavonoids expressed as quercetin with statistically
significant difference (p < 0,05).

Keywords: Piper peltatum L., Piper aduncum L., phytochemistry, flavonoids.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, las plantas han constituido un recurso al alcance de los seres
humanos, tanto para su alimentacion como para la curacion de sus enfermedades'. Aun
en la actualidad muchas plantas son utilizadas en medicina y constituyen laboratorios
naturales donde se biosintetiza una gran cantidad de sustancias quimicas, consideran-
doselas como la fuente de compuestos quimicos mas importante que existe. Un gran
porcentaje de los principios activos esta comprendido dentro de los llamados productos
naturales o metabolitos secundarios, que son compuestos quimicos de estructuras relati-
vamente complejas y de distribucién restringida®. Entre estos metabolitos son comunes
aquellos con funciones defensivas contra insectos, bacterias y hongos, como son los alca-
loides, aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles, flavonoides, cumarinas, quinonas,
taninos y terpenoides’.

Los flavonoides son compuestos fenolicos presentes ampliamente en la naturaleza,
son responsables del buen funcionamiento de las plantas y sus beneficios para la salud
humana han sido bien reconocidos en varios estudios’. Uno de estos es su conocida ca-
pacidad antioxidante, llegandose a utilizar los flavonoides para tratar enfermedades rela-
cionadas con procesos inflamatorios y desérdenes cardiovasculares, debido a que mejoran
la circulacion periférica, la movilizacion del colesterol y disminuyen la fragilidad capilar.
También se ha documentado su actividad hepatoprotectora, antialérgica, antitrombaética,
anticancerigena, antibacteriana, antiftingica, entre otras®.

Por estas razones es necesario conocer los valores de los flavonoides presentes en re-
cursos de importancia vegetal del pais, donde encontramos especies con alto rendimiento
para la elaboracion de farmacos que resuelvan la problematica de salud nacional. En este
sentido, la familia Piperaceae es reconocida en el Pert por presentar tres géneros y 830
especies’. El género mas rico en especies es Piper, pues estas tienen una amplia gama de
actividades biolégicas: antitumorales, antibidticos, antifungicos, insecticidas; razones por
las que se han hecho investigaciones fitoquimicas que han encontrado que las especies
estan compuestas por metabolitos de tipo flavonoide, amida, propinilfenoles, lignanos,
neolignanos, kavapironas y terpenos ® .

La especie Piper peltatum L. se conoce popularmente como “Cordoncillo” o “Santa
Maria”; crece en sitios parcialmente cubiertos de maleza y tiene diversas aplicaciones
terapéuticas como diurético, antipirético y como agente antiinflamatorio de uso interno
y externo en algunas regiones de la Amazonia peruana y boliviana® De esta especie se ha
aislado y caracterizado un gran nimero de compuestos quimicos como amidas, lignanos,
neolignanos, hidroquinonas, alcaloides, terpenos, compuestos oxigenados, y derivados
del acido benzoico’. Por otro lado, la especie Piper aduncum L. es conocida popularmente
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como “matico”. Se encuentra distribuida en Amazonas, Ayacucho, Cajamarca, Cusco,
Huanuco, Junin, Loreto, Madre de Dios, Pasco, San Martin y Ucayali; sus hojas son usa-
das en infusion y decoccion tradicionalmente para combatir las infecciones urinarias, los
resfrios y la bronquitis; también como antiséptico vaginal y para curar las heridas. Se ha
reportado que esta especie presenta acidos fuertes, antocianidinas, bases cuaternarias,
flavones, fenoles, piperazinas, resinas, saponinas, taninos pirogalicos y triterpenos * '°.

Las propiedades biologicas y quimicas de las plantas medicinales dependen de muchos
factores, entre los cuales destacan las propiedades edaficas de la region de cultivo, las
condiciones del clima, la fase vegetativa, entre otras; debido a esta razén es importante
el estudio de la flora en diferentes sitios, paises y zonas geograficas''. En este sentido, la
presente investigacion tuvo como proposito realizar el estudio fitoquimico y determinar
la concentracion de flavonoides totales en las hojas de Piper peltatum L. y Piper aduncum
L., especies que crecen en forma silvestre en la regiéon Amazonas.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Las especies de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. fueron recolectadas en el distrito
de Rio Santiago (480 m. s. n. m.), provincia de Condorcanqui, regiéon Amazonas, durante
el mes de enero de 2014.

Métodos
Recoleccion e identificacion taxonomica

La recoleccion de las especies se realizo por el método convencional o clasico de her-
borizacion, seleccionando el material en el campo y verificando que esté en buenas con-
diciones, de preferencia en las mananas.

Un ejemplar completo de cada planta fue llevado al Herbarium Truxillense de la Uni-
versidad Nacional de Trujillo, para su identificacion y posterior verificaciéon taxonémica
segun el sistema filogenético de la especie.

Preparacion de la muestra

Las hojas de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. fueron seleccionadas, lavadas y de-
secadas en la estufa a 40 °C durante 3 dias, luego fueron pulverizadas en un mortero y
tamizadas por un tamiz de malla n.® 20. Después, las hojas tamizadas fueron almacenadas
en un frasco ambar de boca ancha.
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Tamizaje fitoquimico

El analisis del tamizaje fitoquimico se realizo segtin el método de Miranda & Cuéllar'?.
Se pesaron exactamente 50 g de cada una de las muestras y se procedi¢ a la accion extrac-
tiva de solventes de polaridad creciente: éter etilico, etanol y agua. Luego se desarrollaron
los siguientes ensayos:

El ensayo de Sudan III permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos
grasos; se considera positivo si aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo en el seno
del liquido o en las paredes del tubo de ensayo, respectivamente.

El ensayo de Mayer y el de Wagner permiten identificar alcaloides; se procede de
la forma descrita para el ensayo de Dragendorff hasta obtener la solucion acida. Si al
anadir 2 o 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer o Wagner, respectivamente, se observa
opalescencia, turbidez definida y precipitado coposo, entonces se considera positiva la
presencia de este tipo de metabolito. En el caso de alcaloides cuaternarios o aminoacidos
libres, estos solo se encontraran en el extracto acuoso, y para considerar su presencia debe
observarse la aparicion de turbidez definida o precipitado coposo en todos los casos, ya
que la aparicion de opalescencia puede dar un resultado falso, pues puede provenir de
una extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias.

El ensayo de Baljet permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con
agrupamiento lacténico, en particular coumarinas, aunque otros compuestos lactonicos
pueden dar también positivo este ensayo. En estas condiciones se considera la presencia
de esta familia de compuestos por la aparicion de una coloracion y un precipitado.

Para la identificacion de quinonas se emplea el ensayo de Borntrager. Si la fase acuosa
alcalina se colorea de rosado a rojo, el ensayo se considera positivo.

La presencia de triterpenos o esteroides se puede verificar a través del ensayo de
Liebermann-Burchard, debido a que ambos tipos de productos poseen un nucleo de
androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicion 5-6.

La presencia de aminoacidos libres o de aminas en general se comprueba a través del
ensayo de Ninhidrina. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color
violaceo.

El ensayo de Shinoda permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto
vegetal. El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,
naranja, carmelita o rojo, intensos en todos los casos.

El ensayo de antocianidinas permite identificar en los extractos la existencia en estas
estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. La aparicion de un co-
lor rojo a marron en la fase amilica es indicativa de un ensayo positivo. La presencia de
estructuras de tipo polisacarido, que forman un coloide hidrofilo de alto indice de masa,
que aumenta la densidad del agua de donde se extrae, denota la presencia de mucilagos.
El ensayo de espuma permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo este-
roidal como triterpénicas. Para reconocer la presencia de azuicares reductores se emplea el
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ensayo de Fehling. Este se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece
un precipitado rojo.

El ensayo de resina permite identificar este tipo de compuestos y se considera positi-
vo cuando aparece un precipitado.

Método espectrofotométrico para cuantificar flavonoides totales expresados
como quercetina.

Para la cuantificacion de flavonoides totales se utilizo el método descrito por Kosten-
nikova®. Se reflujan 0,5 g de muestra 2 h con 20 ml de acido sulfurico al 10 % y 20 ml
de etanol al 50 %, luego se enfria y se filtra con ayuda de vacio. El residuo se lava con 30
ml de etanol al 50 %; para desecharlo finalmente. El filtrado se evapora en bafio de agua
hasta la mitad del volumen inicial, se enfria sobre bafio de hielo durante 30 min y luego
se filtra, y se lava el precipitado formado con cuatro porciones de 10 ml de agua destilada
fria (10-15 °C). Se elimina el filtrado, los lavados, y el residuo tanto del filtro como del
recipiente, se disuelve con 70 ml de etanol al 96 %, calentando previamente a 50 °C; la
solucion se pasa a una fiola de 100 ml y se completa el volumen con etanol al 96 % (so-
lucion muestra). Posteriormente se leen las absorbancias a 258 nm.

Como patron se emplearon 0,04 g de quercetina, los cuales se disolvieron con etanol
al 96 % hasta completar un volumen de 50 ml; de esta solucion se tomoé 1 mly se diluyo
a 100 ml con etanol al 50 %.

El blanco consistié en una solucion de etanol al 50 %. Se realizo este procedimiento
para cada especie en estudio y por sextuplicado.

Formula:

X = Am*Pr*5 x 100
Ar

Donde:

X= contenido de flavonoides expresados como quercetina (%)
Am= absorbancia de la solucion muestra (nm)

Pr= peso de la sustancia de referencia en g

At= absorbancia de la solucién de referencia (nm)
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RESULTADOS

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. procedentes de

la regién Amazonas.

Metabolitos Ensayos Piper peltatum Piper aduncum
Dragendorff + ++
Alcaloides Wagner + 4t
Mayer + T+
Triterpenos y esteroides Lieberman Burchard ++ +
Flavonoides Shinoda et St
Antocianidinas Antocianidina -
Fenoles y taninos Cloruro férrico +++ o+
Saponina Espuma - ++
Azucares reductores Fehling ++ ++
Quinonas Borntrager + +
Compuestos grasos Sudan 111 + 4t
Catequinas Catequinas - -
Resinas Resinas +++ +
Mucilagos Mucilagos

Leyenda: (-) ausencia, (+)leve, (++)Moderado, (++)Abundante

Tabla 2. Cuantificacion de flavanoides totales expresados como quercetina en las hojas
de Piper peltatum L. y Piper aduncum L.

Planta

Flavonoides totales
expresados como rutina

(g/100 g de hoja desecada)

x|

Prueba “t”

DE Student

Piper peltatum L.

1,85
1,86
1,87
1,86
1,89
1,88

1,88

0,16

Piper aduncum L.

2,50
2,52
2,54
2,50
2,51
2,52

2,51

0,000

0,15
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DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a las es-
pecies de Piper peltatum Ly Piper aduncum L., donde vemos la alta variabilidad de com-
puestos presentes en ambas especies. Destacandose entre estos: alcaloides, triterpenos
y esteroides, flavonoides, fenoles y taninos, azucares reductores, quinonas, compuestos
grasos, cumarinas y resinas; se nota solo la presencia de saponinas en la especie de Piper
aduncum L. Estos metabolitos coinciden con lo reportado en otros trabajos de investiga-
cion fitoquimica realizados a los géneros de Piper'*!°. Asimismo, se evidencia abundante
presencia de flavonoides, fenoles y taninos en ambas especies propias de este género'>
7. Estos metabolitos presentan actividades biolégicas promisorias, como el eugenol (P
betle), responsable de la actividad antiftingica contra Aspergillus flavus; pseudodilapiol con
actividad antimicrobiana'®. Asimismo, la presencia de compuestos fendlicos ha otorgado
propiedades antioxidantes a varias especies del género Piper, tal es el caso de P angustifo-
lium' 20,

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en el género Piper. Dentro de los prin-
cipales tipos que se aislaron se encuentran las flavonas, flavanonas, chalconas y dihidro-
chalconas, de variada actividad biologica (antibacteriana y antiftingica); destaca también
su actividad antioxidante debido a la presencia de grupos hidroxilo de tipo fendlico en la
mayoria de sus estructuras quimicas®'. Asimismo, se han aislado de la especie P elongatum
dos dihidrochalconas con actividad leishmanicida, la 2,6-dihidroxi-4-metoxi-dihidro-
chalcona y Asebogenina*’. Ademas, estudios realizados sobre la especie P hispidum evi-
denciaron la presencia de chalconas como la 2"-hidroxi-3",4",6 "-trimetoxichalcona, la cual
mostré una importante inhibicion de los amastigotes de Leishmania amazonensis'’. Del
mismo modo, en la especie P, crassinervium se aislaron flavonoides con nucleos flavanono-
na naringenina y sakuretina, los cuales presentan actividad contra cepas de hongos fitopa-
togenos del género Cladosporium®. De las especies P corniconnectivum y P alatabaccum se
aislaron metabolitos secundarios con diferentes nucleos flavonoides (flavanonas, flavonas
y chalconas) con interesantes actividades larvicidas sobre Anopheles darlingi vector de la
malaria en algunas regiones de la Amazonia **. En esta misma senda, de las especies en
estudio, Piper aduncum y Piper peltatum se han reportado flavonoides de tipo flavanona,
flavonas y chalconas con actividades leishmanicidas, antisecretoras, citoprotectoras, anti-
bacterianas y cicatrizantes” *°.

Para la cuantificacion de flavonoides totales se utilizo el método propuesto Kostenni-
kova. Los resultados del presente estudio indicaron que las dos especies P peltatum y P
aduncum presentan valores promedios de 1,8 £ 0,16y 2,51 + 0,15 g equivalentes de quer-
cetina por cada 100 g de hoja seca, respectivamente. La especie de P aduncum fue la que
presenté mayor concentracion de flavonoides expresados como quercetina con diferen-
cias estadisticamente significativas (p < 0.05) para prueba de “t” de Student. Estos datos se
encuentran por encima de los valores reportados en estas especies (B peltatum: 1,5 % y P
aduncum: 2 %) *"* y en otras del género Piper (P variabile: 0,38 %, P oradendron: 1,57 %,
P hispidum: 0,87 %)*°. La cantidad de flavonoides es muy variable, no solamente de una
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especie a otra sino también dentro del mismo taxén. Esta variacion se debe a mucho fac-
tores, sean climaticos, atmosféricos, edaficos y topograficos® .

De acuerdo con los resultados encontrados, las especies de Piper peltatum y Piper adun-
cum de la region Amazonas, constituyen un gran potencial para la elaboracion medicinal
de nuevos farmacos, asi como adquieren un gran significado e importancia para las co-
munidades locales, que las usan de manera tradicional.

CONCLUSIONES

- Las especies de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. presentan en las hojas una alta
diversidad de metabolitos como alcaloides, triterpenos , esteroides, flavonoides, fe-
noles, taninos, aztcares reductores, quinonas, compuestos grasos, cumarinas y resi-
nas; se evidencio solo la presencia de saponinas en la especie Piper aduncum L.

- El contenido de flavonoides totales en las especies de Piper peltatum L. y Piper adun-
cumL.esde 1,8 + 0,16 y 2,51 + 0,15 g que equivalen a quercetina por cada 100 g
de hoja seca, respectivamente. La especie P aduncum fue la que presenté mayor con-
centracion de flavonoides expresados como quercetina.
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