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RESUMEN

Objetivo: La presente investigacion tuvo por objetivo principal determinar el
contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante en dos ecotipos Arequipefios
de Ligaria cuneifolia (Liga Liga).

Metodologia: Se recolectaron ecotipos de los distritos de Sabandia y Chiguata que
consistieron en hojas y tallos. Los extractos etandlicos de hojas y tallos fueron

obtenidos por el método de extraccion por Soxhlet.

Resultados: Los resultados indican que, el ecotipo Chiguata presentan una
concentracion de fenoles totales en tallos y hojas 5.79 £ 0.11y 9.10 £ 0.19 mg AG/L
respectivamente y del ecotipo Sabandia en tallo y en hojas 7.15 £ 0.16 y 9.54 +
0.21 mg AG/L respectivamente. La actividad antioxidante para los extractos
etandlicos del ecotipo Chiguata presentan valores en tallo y en hojas 10.56 + 1.0y
17.91 + 0.59 mg Trélox/mL respectivamente y del ecotipo Sabandia en tallo y en
hojas 16.18 £ 0.45 y 16.55 £+ 0.39 mg Trolox/mL respectivamente.

Conclusion: Se encontrd que Ligaria cuneifolia (Liga Liga) podria poseer mayor

cantidad de componentes activos en las hojas que en el tallo.

Palabras clave. Ligaria cuneifolia; Liga Liga; fenoles totales; Capacidad

antioxidante.
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ABSTRACT

Objective: The main objective of this research was to determine the content of total
phenols and antioxidant capacity in two ecotypes of Ligaria cuneifolia (Liga Liga)

from Arequipa.

Methodology: Ecotypes were collected from the districts of Sabandia and Chiguata
consisting of leaves and stems. Ethanolic extracts of leaves and stems were

obtained by Soxhlet extraction method.

Results: The results indicate that the Chiguata ecotype presents a concentration of
total phenols in stems and leaves of 5.79 = 0.11 and 9.10 = 0.19 mg AG/L
respectively and of the Sabandia ecotype in stem and leaves of 7.15 + 0.16 and
9.54 + 0.21 mg AGI/L respectively. The antioxidant activity for the ethanolic extracts
of the ecotype Chiguata presented values in stem and leaves 10.56 + 1.0 and 17.91
+ 0.59 mg Trélox/mL respectively and of the ecotype Sabandia in stem and leaves
16.18 £ 0.45 and 16.55 + 0.39 mg Trélox/mL respectively.

Conclusion: It was found that Ligaria cuneifolia (Liga Liga) could have a higher

amount of active components in the leaves than in the stem.

Keywords. Ligaria cuneifolia; Liga Liga; total phenols; antioxidant capacity.



[. INTRODUCCION

En la actualidad es imprescindible investigar sobre nuevas alternativas terapéuticas
para el tratamiento de enfermedades y su prevencidn, es asi que la terapia con
plantas medicinales fue siempre una alternativa eficaz desde la antigiedad y mas
aun en el Peru ya que es un pais que tiene amplia flora y fauna; sin embargo la
situacién problematica comienza por la falta de investigacion a profundidad de las
propiedades de especies vegetales, que podria contribuir en el campo de la
medicina.

Esto debido a que el oxigeno al ser imprescindible para la vida ademés es fuente
de varias enfermedades debido a la produccion incontrolada de los radicales libres
de oxigeno (RLO) que llegan a dafiar a las macromoléculas como los lipidos,
carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos que modifican a los procesos
celulares.(1) El excedente de radicales libres (RL) llega a romper el equilibrio dando
como resultado el estrés oxidativo (EO). Los RL se producen en reacciones
metabdlicas, exposicion a radiaciones ionizantes, la luz ultravioleta, la
contaminacion al medio ambiente, etc. (2) Entonces, estas especies reactivas del
oxigeno (ERO), en particular el radical hidroxilo, es altamente reactivo, y es
probable que presente reacciones secundarias Utiles o nocivas. (3,4) Los radicales
libres produciran sus efectos en funcién al estado de su sistema neutralizador, la
localizacion y su concentracion. (5)

Para neutralizar a las ERO es necesario el consumo de antioxidantes, se sabe que
los factores ambientales y la radiacion pueden afectar en el comportamiento de la
planta (6,7), por ello, las variaciones en las condiciones ambientales podrian influir
de dos formas; de manera 6ptima o perjudicial en cuanto a la concentracion de los
componentes de una especie vegetal (8). Por lo expuesto en la presente
investigacion se realiz6 una comparacion en cuanto a la concentracion de fenoles
totales y actividad antioxidante de dos ecotipos Arequipefios de Ligaria cuneifolia.
Se considera la siguiente informacion de base teodrica relacionada; La Ligaria
cuneifolia (R y P) Tiegh. Pertenece a la familia (Loranthaceae) de especie
hemiparasitaria, y se utiliza en la medicina popular argentina; es conocido como el

muérdago argentino. (9,10) Ligaria cuneifolia es una planta arbustiva endémico y



se desarrolla espontdneamente en regiones aridas y semiaridas del noroeste de
Argentina entre 1800 y 2700 m.s.n.m. (11)

Esta planta esta distribuida también en el Peru y esta presente en la ciudad de
Arequipa, por otro lado, también se le conoce como “liga” y crece principalmente
sobre el arbol de algarrobos y también sobre los arbustos entre ellos, las jarillas,
retamas, etc. (12) Sus flores presentan caracteristicas ornitofilicos, (13,14) que es
un conjunto de rasgos florales con la finalidad de atraer a las aves polinizadoras,
especialmente a los picaflores. Su flor es roja, la morfologia tubular, de olor
caracteristico y presenta abundante néctar alto en sacarosa. (15) Su néctar esta
ubicado en el fondo del tubo floral. (16)

La composicion quimica de Ligaria cuneifolia presenta taninos y flavonoides, dentro
de ello se considera a la quercetina, epicatequina, quercetina-3-O-xilosido;
catechin-4-B-ol; quercetin-3-O-a-arabinoside; dimers of catechin-4--ol; quercetin-
3-O-B-arabinoside; oligomers of catechin-4-B-ol,  quercetin-3-O-rhamnoside;
polimeros of catequena-4-B-ol; citoquina (Figura 2). (17) Otro estudio revela que
posee flavonol y diglicésidos, y acido gélico. (18)

Se utilizan en medicina tradicional como antibacterianas, hemostéaticas y
vulnerarias, (19) ya que exhibié actividad inhibitoria significativa contra cepas
clinicas de referencia: Escherichia coli (MIC = 156 pg/mL) y Staphylococcus aureus
(MIC =78 ug/mL, MBC = 312 ug/mL). (20)

De acuerdo a la situacion problematica y el marco referencial se dispone de los
siguientes antecedentes del estudio a desarrollarse.

Ricco M, et al. (2018) En este articulo cientifico publicado en la revista Dominguezia
(Coérdova Argentina, 2018), determinaron el perfil de polifenoles de especimenes
silvestres en diferentes extractos, asi también la forma ideal para iniciar sus cultivos
in vitro. En su analisis fitoquimico se realizaron cromatografias mono-
dimensionales dando como resultado la presencia de flavonoides, derivados
hidroxicinAmicos y proantocianidinas en los extractos de las diferentes partes de la
planta. En su analisis cuantitativo los extractos de las hojas presentaron alto
contenido de flavonoides en cambio los extractos de las flores presentaron
proantocianidinas. (21)

Guija E, et al (2015) En este articulo publicado en la revista cientifica Scielo, se
realizé una evaluacion de la técnica 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). EI método

es utilizado con la finalidad de determinar la capacidad antioxidante de los
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compuestos sintéticos y de alimentos, se utilizé las concentraciones entre 0.037 y
0,200mM de radicales libres y para su evaluacion se utilizé los estandares de
catequina y epicatequina en una concentracion que oscila entre 6,67 x 10-3y 2,2 X
10-2 mM. Los valores de IC50 para ambos estandares fueron dependientes de la
concentracion de DPPH, habiéndose observado que el valor anterior aumenta al
incrementar la concentracion de DPPH. El resultado obtenido de este estudio indica
la importancia de la concentracion del DPPH para evaluar la capacidad
antioxidante. (Lima Peru, 2015). (22)

Dobrecky C, et al. (2014) En este articulo publicado en la revista Dominguezia
Argentina, valoraron el contenido de polifenoles en diferentes extractos ademas de
evaluar la relacion de estos compuestos con la actividad antioxidante. Para ello,
cuantificaron fenoles totales, de acidos hidroxicinAmicos, flavonoides totales y de
taninos condensados en las fracciones acetato de etilo, butandlica y acuosa. En
estas mismas fracciones se realiza también la determinacion de actividad
antioxidante total hidrosoluble mediante el método de ABTS y la capacidad
antioxidante total liposoluble mediante el método de DPPH. Los resultados
obtenidos indicaron que la fraccién butandlica presenta mayor capacidad
antioxidante mediante el método de DPPH asociado a un mayor contenido de
taninos condensados de alto peso molecular, la fraccion acetato de etilo presenta
mayor contenido de polifenoles, que implica un significativo poder antioxidante
liposoluble y mayor capacidad antioxidante mediante el método de ABTS”. (23)

Gutiérrez E, Mufioz G. (2014) En su tesis publicada en la Universidad Catdlica de
Santa Maria Arequipa, determinaron si el extracto y la crema con extracto de las
hojas de Ligaria cuneifolia (suelda con suelda) presenta efecto antiinflamatorio
topico en ratas con inflamacion inducida experimentalmente. Los extractos se
obtuvieron mediante el uso de un equipo Soxhlet. En esta extraccién se emplearon
tres tipos de disolventes, entre ellos; el acetato de etilo, alcohol etilico y benceno;
los cuales fueron evaluados mediante una prueba piloto inicial utilizando doce
animales de experimentacion y fueron repartidos en cuatro grupos incluyendo al
grupo control, dio como resultado que presenta mayor cantidad antiinflamatoria el
grupo que fue tratado con el extracto etanélico. En la cromatografia de capa fina,

se hallo los siguientes metabolitos: flavonoides, taninos y terpenos. (24)



Soberén J, et al. (2014) En el articulo publicado en ScienceDirect, se utilizaron
métodos de bioautografia y microdilucion en caldo para estudiar la actividad
antibacteriana de las muestras contra cepas bacterianas. Se alcanzaron las
concentraciones inhibitorias minimas (MIC) y las concentraciones bactericidas
minimas (MBC) de las muestras. Se llevé a cabo un aislamiento e identificacion de
compuestos activos guiados por actividad antibacteriana para el extracto
metandlico de L. cuneifolia (LCME). Tanto los extractos metandlicos como los
acuosos de L.cuneifolia mostraron actividades inhibidoras contra las bacterias
fitopatégenas, con MIC que oscilan entre 2,5 y 156 ug mL "' para LCME. Los
compuestos activos de LCME se identificaron como flavonol mono y diglicésidos y

acido galico. (25)

Arenas C, et al. (2011) En este articulo publicado en la revista ECIPERU Perd,
justificando su estudio en la “limitada informacion sobre sus propiedades
farmacoldgicas de la Liga-Liga, procedieron a estudiar a esta especie vegetal
preparando un extracto metandlico obteniendo como resultado que el contenido
total de polifenoles demostré una significativa cantidad de compuestos bioactivos.
La Ligaria cuneifolia exhibié una actividad dependiente de la concentracion en todas
las lineas celulares cancerosas. El extracto metandlico fue mas activo en células
de cancer de colon (IC50 = 28.14 mg/ml). Fueron identificados polifenoles como:

quercetina, acido clorogénico, acido elagico y acido clorogénico glicosido”. (26)

En relacion a la justificacion se puede mencionar que; el término fenoles o también
conocidos como polifenoles presentan estructuras complejas, siendo los
antioxidantes de gran importancia en la salud publica ya que estan involucrados
para prevenir algunas enfermedades y se obtiene mediante el consumo de los
productos naturales nutracéuticos. (27,28)

El potencial de los constituyentes antioxidantes de los materiales vegetales para la
conservacion de la salud y la prevencion frente a las enfermedades degenerativas
también esta generando interés entre los cientificos. (29) Los antioxidantes pueden
retrasar o inhibir la oxidacion de lipidos y otras moléculas al inhibir el inicio o la
propagacion de reacciones oxidativas en cadena. (30) El efecto antioxidante en

especial se debe a componentes fenolicos; acidos fendlicos, diterpenos fendlicos y
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flavonoides, (31) los &cidos fendlicos y los diterpenos fendlicos. (32) Los
compuestos fendlicos poseen actividad antioxidante debido a sus propiedades de
oxido reduccion y pueden presentar una funcion importante en la absorcidon y
neutralizacion de radicales libres, la extincion del oxigeno singlete y triplete, o la
descomposicion de peroxidos. (33) Muchos de estos fitoquimicos poseen
capacidades antioxidantes significativas que pueden estar asociadas con una
menor incidencia y menores tasas de mortalidad por cancer en varias poblaciones
humanas. (34)

Por otro lado, en cuanto a las actividades antirradicales de varios antioxidantes se
determinan en la mayoria de las veces usando el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) y la banda de absorcion a 517nm que desaparece tras la
reduccion por un compuesto antirradical lo cual permite determinar la actividad
antioxidante. (35)

En consecuencia este estudio se justifica ya que tiene como fin evaluar la actividad
antioxidante de dos ecotipos de Ligaria cuneifolia (Liga Liga) por el método DPPH
y la concentracién de fenoles totales por método de Folin Ciocalteu y la capacidad
antioxidante, ya que servird para investigaciones futuras que aporten en el campo

de la medicina.

El objetivo de estudio es determinar la concentracién de fenoles totales y actividad
antioxidante de extractos etandlicos de dos ecotipos Arequipefios de Ligaria

cuneifolia (Liga Liga).



2.1.

2.2.

Il. MATERIALES Y METODOS

Enfoque y disefio de investigacion

Este trabajo de investigacion tiene enfoque cuantitativo, en cuanto al disefio
metodoldgico y la investigacion es experimental transversal. Es experimental
porque aborda 2 requisitos segun Hernandez, et at., 2007, p 100. El primero
se da por una manipulacion intencional de una o0 mas variables
independientes en cambio el segundo tiene como requisito medir el efecto
gue ejerce la variable independiente sobre la dependiente. Sera considerada
confiable la medicion si se mide correctamente el efecto. Es un trabajo
prospectivo y se realizé la parte experimental entre los meses de diciembre
2020 a enero del 2021.

Poblacién, muestray muestreo

2.2.1 Poblacion.

Se cuenta con dos ecotipos, uno ubicado en el distrito de Chiguata y el
otro en el distrito Sabandia, las dos localidades pertenecen a la provincia

y region de Arequipa a una altura de 2235 m.s.n.m.

2.2.2 Muestra.

Se trabajo con la muestra de tallos y hojas de Ligaria cuneifolia (liga liga).

2.2.3. Muestreo.

El muestreo fue de tipo intencional no probabilistico ya que no se tiene

una poblacién muy extensa de la especie en estudio.

Llevandose el vegetal al Herbarium Areqvipense (HUSA) de la
Universidad Nacional San Agustin de Arequipa, donde se realizd la

identificacion taxondmica (ANEXO C).

El proceso de seleccion, limpieza, secado, pesado y preparacion de la
muestra vegetal para la extraccion etandlico en equipo de Soxhlet se
realizé en el laboratorio clinico LLERENA AMES (ANEXO E1)



2.2.4. Criterio de inclusién.

En cuanto a los criterios de inclusion fueron; las hojas y tallo con buen

aspecto, fresco, no deteriorado y libre de microorganismos como hongos,

insectos, etc.

2.3. Variable de Estudio

Fenoles totales y actividad antioxidante de extractos etandlicos de dos

ecotipos arequipefios de ligaria cuneifolia (liga liga).

2.3.1. Variable Independiente: Extracto Etandlico de dos ecotipos de ligaria
cuneifolia (LIGA LIGA).

2.3.1.1.

2.3.1.2.

Definicion conceptual.

En el extracto etandlico se extrae los compuestos solubles en
etanol.

La Ligaria cuneifolia (R y P) Tiegh. Pertenece a la familia
(Loranthaceae) de especie hemiparasitaria, y se utliza en la
medicina popular. (36,37) Ligaria cuneifolia es una planta arbustiva
endémico y se desarrolla espontdneamente en regiones aridas y
semiéaridas. (38)

Definicién operacional:
Los extractos fluidos se obtuvieron mediante el uso de un equipo de

Soxhlet con etanol de 96°.

2.3.2. Variable dependiente: Fenoles Totales y Actividad antioxidante

2.3.2.1.

2.3.2.2.

Definicion conceptual.

Fenoles totales y actividad antioxidante presentes en los extractos
fluidos (etandlicos) de hojas pulverizadas de dos ecotipos de Ligaria
cuneifolia  por los métodos de Folin Ciocalteu y DPPH

respectivamente.

Definicion operacional:
Las variables dependientes se representaron mediante datos

cuantitativos de las lecturas e interpretaciones espectrofotométricas



gue se registraron en fichas de registro de datos, los cuales se
procedieron y ordenaron en tablas de resultados.

2.4. Técnicade instrumento de medicion

Las técnicas que se usoé durante la recoleccion de datos son:

« La observacion.

o El registro de lectura de absorbancias a 765nm para cuantificacion de
fenoles totales.

« Elregistro de lectura de absorbancias a 517nm para la determinacion de
la actividad antioxidante.

Los instrumentos para la recoleccion de datos y la medicion de variable son:

« Fichas de observacion de campo.

« Ficha de registro de ensayo de fenoles totales (espectrofotométrica).

e Ficha de registro de ensayo de capacidad antioxidante
(espectrofotométrica)

Las fichas mencionadas se encuentran en el Anexo B.

o Instrumentos concretos
o Espectrofotometro de absorbancia de luz visible marca Thermo

Scientific Genesys-150.

o Balanza analitica
o Cocinilla eléctrica
o Equipo Soxhlet.

o Bafio maria marca FAITHFUL.

2.5. Procedimiento pararecoleccion de datos
2.5.1. Reactivos, materiales y equipos
Los reactivos DPPH, &cido galico, carbonato de sodio, Trolox y Folin-
Ciocalteu fueron adquiridos del laboratorio Merck. El etanol de 96°
utilizado fue JT Baker. Los materiales de vidrio fueron tipo A. Las lecturas
de las absorbancias se realizaron en un espectrofotometro Thermo
Scientific Genesys-150. Se utilizo el bafio maria FAITHFUL.



2.5.2. Obtencion del material vegetal

El material vegetal fue obtenido de los distritos de Chiguata y Sabandia
de la ciudad de Arequipa que consistié en hojas y tallos, los cuales, fueron
secados a temperatura ambiente en la sombra durante una semana. Una

vez secos estos fueron pulverizados y almacenados en la oscuridad.

2.5.3. Obtencioén del extracto

2.5.4.

Los extractos fueron obtenidos por el método de extraccion por Soxhlet
pesando 20 gramos de cada pulverizado, que fue llevado empaquetado
en papel filtro a la cdmara de extraccion del equipo. Posteriormente, se
adicion6 250 mL de etanol de 96° y se procedié al proceso de extraccion
durante 6 horas por cada muestra. Los extractos obtenidos fueron
concentrados a Bafio Maria hasta 20 mL, a este extracto en adelante se
denominara extracto fluido. Los extractos se analizaron de inmediato y el

resto fue almacenado a 4 °C.

Preparacién de soluciones de calibracion del método para la
determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para la determinacion de los fenoles totales; se prepararon soluciones de
calibracion a concentraciones de acido galico entre 0.5 a 10mg/L a partir
de una solucién Stock de 50mg/L; de estas soluciones se extraen
cantidades diferentes ascendentes y se colocaron en fiolas de 10mL, se
agrego 250uL del reactivo de Folin-Ciocalteu, se adicion6 ademas 2mL
de carbonato de sodio a 7.5% como se muestra en la Tabla 1, esta
preparaciéon de soluciones se enrasé con agua destilada, finalmente se
calent6 a 40°C a bafio maria durante 15 minutos y se llevé para la lectura
de la absorbancia en un espectrofotdbmetro a 765nm. Las muestras fueron
analizadas midiendo 1 mL del extracto fluido y se procedi6 de la misma

forma que los estandares.



Tabla 1. Preparacion de soluciones de calibracion del método para la
determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu.

Acido Carbonato _
i ) Concentracion
) Galico F-C de Sodio VF _ _
Fiola de Acido Galico
(50 mg/L) (uL) 7.5 % (mL)
(mg/L)
(ML) (uL)
1 100 250 2000 10 0.50
2 250 250 2000 10 1.25
3 500 250 2000 10 2.50
4 1000 250 2000 10 5.00
5 1500 250 2000 10 7.50
6 2000 250 2000 10 10.00

*AG: acido galico, F-C: Folin-Ciucalteu, VF: Volumen de Fiola
Fuente: Elaboracion Propia.
2.5.5. Preparacion de las soluciones de calibracion para determinar la
capacidad antioxidante por el método de DPPH
Para la determinacion de la capacidad antioxidante; se prepararon
soluciones de calibracién a partir de una solucién de 10mg/mL de Trélox, de
estas soluciones se extraen cantidades diferentes ascendentes y se
colocaron en fiolas de 10mL, obteniéndose concentraciones de 0.1 a 1.5
mg/mL, posteriormente se tomaronlOuL de cada soluciébn y se hizo
reaccionar con 3 mL de una solucién de DDPH de 0.05mg/ mL; la cual fue
preparada segun las indicaciones del fabricante, al tubo que contenia 0.39
mg se le adiciond 3.9 de etanol al 80% quedando una concentracion de
0.1mg/ml, luego se agregd 3.9 de etanol al 80% a la soluciébn madre
guedando una concentracion de 0.05mg/mL de solucion. Finalizada la
reaccion se dejo en reposo en la oscuridad durante 15 minutos y le leyeron
las absorbancias a 517nm en un espectrofotbmetro, obteniéndose un
absorbancia de 0,970nm para el DPPH. Para el analisis de los extractos se
realizaron diluciones 1/10 estas fueron preparadas midiendo 1 mL del

extracto fluido en una fiola de 10 mL que fue enrasada con etanol.
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Tabla 2. Preparacion de las soluciones de calibracion para determinar la
capacidad antioxidante por el método de DPPH.

Trolox Concentracion DPPH
_ VF _ ) Tubo de
Fiola (10 mg/mL) final de Trélox (0.05 mg/mL)
(mL ensayo
(uL) (mg/mL) (mL)
1 100 10 0.10 10 ul 3
2 250 10 0.25 10 ul 3
3 500 10 0.50 10 ul 3
4 750 10 0.75 10 uL 3
5 1000 10 1.00 10 ulL 3
6 1500 10 1.50 10 ulL 3

*AG: acido galico, F-C: Folin-Ciucalteu, VF: Volumen de Fiola.
Fuente: Elaboracion Propia.

2.6. Metodos de Anélisis Estadisticos.
El procesamiento de los datos en la presente investigacién se realizé con
Microsoft Excel mediante la aplicacion de andlisis de datos donde se utilizé
la prueba F para determinar la homogeneidad de varianzas y la pruebat para
determinar si existe diferencia significativa entre la capacidad antioxidante y
fenoles totales de tallos y hojas. La probabilidad p<0.05 fue considerada
como diferencia significativa. Ademas, se realiz6 las interpretaciones por
comparaciéon de los valores de t y F para interpretar la similitud de los

tratamientos.

2.7. Aspectos éticos
La investigacion se elabord considerando el cuidado del medio ambiente.
Asimismo, se toma en cuenta que no se deterior6 el medio ambiente para tal

efecto.
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. RESULTADOS

3.1. Concentracion de fenoles totales en los extractos etandlicos de hojas
y tallos de Liga Liga.
En la Tabla 3 se presenta los resultados luego de leer las absorbancias a las
concentraciones de acido galico de 0.50, 1.25, 2.50, 5.00, 7.50 y 10.00 mg/L.

Tabla 3. Absorbancias de las soluciones de calibracion para determinar el
contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu.

Concentracion de acido galico _
Absorbancia

(mg/L)
0.50 0.115
1.25 0.232
2.50 0.372
5.00 0.634
7.50 0.893
10.00 1.137

Fuente: Elaboracion Propia.

En la Figura 1 se presenta el grafico de calibracion donde se observa que, el
coeficiente de determinacién R? es 0.998 el cual es mayor a 0.995 lo cual indica
gue hay una tendencia lineal entre la concentracidon de &cido galico y la absorbancia

para las soluciones de calibracion preparadas.

1.5

y = 0.1061x+0.0908
R%=0.998

1.0

Absorbancia

0.0 T T 1
(o] 4 8 12

Concentracién de acido galico (mg/L)

Figura 1. Grafico de calibracion para determinar el contenido de fenoles totales
por el método Folin-Ciocalteu
Fuente: Elaboracion Propia.
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Asimismo, se observa la ecuacion de la recta donde: “y” corresponde a la

absorbancia y “x” corresponde a la concentracion equivalente a acido galico en
mg/mL. Reemplazando y despejando la concentracién, tenemos la siguiente
ecuacion:

Absorbancia — 0.0908
0.1061

Concentraciéon AG (mg/L) =

Con la ecuacion anterior se cuantifico los fenoles totales en los extractos etandlicos

de hojas y tallos de Liga Liga.

En la Tabla 4 se observa la concentracidon calculada de fenoles totales en los

extractos etandlicos obtenidos expresada en mg de acido galico por L (mg AG/L).

Tabla 4. Contenido de fenoles totales en extractos etandélicos de tallos y
hojas de Liga Liga por el método Folin-Ciocalteu.

Extracto fluido Absorbancia mg AG/L Fenoles totales

mg AG/L = DE
_ 0.704 5.78
Tallo-Chiguata 0.718 591 5.79+0.11
0.694 5.69
, _ 1.038 8.93
Hojas-Chiguata 1.078 9.30 9.10 £ 0.19
1.053 9.07
] 0.851 7.16
Tallo-Sabandia 0.832 6.99 7.15+0.16
0.866 7.31
_ ] 1.109 9.60
Hojas-Sabandia 1122 9.72 9.54+0.21
1.079 9.31

Fuente: Elaboracion Propia.

El andlisis de varianza ANOVA de una via, realizado a los datos obtenidos de la
Tabla 4 se presentan en la Tabla 5. La probabilidad resulté ser menor a 0.05 lo cual
indica que, al menos un grupo difiere significativamente de los demas al 95 % de
confianza. Esta interpretacion se corrobora con la comparacién de los valores de

“F” ya que el F critico es menor que el valor de F experimental (309.46>4.07).
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Tabla 5. Analisis de varianza del contenido de fenoles totales en extractos
etandlicos de tallos y hojas de Liga Liga por el método Folin-Ciocalteu.

, Grados Promedio Proba Valor
origendelas  Sumade - ge de los F bilida critico
libertad cuadrados d para F
Entre grupos 27.43 3 9.14 309.47 0.000 4.07
Dentro de 0.24 8 0.03
los grupos
Total 27.67 11

Fuente: Elaboracion Propia.

En la Figura 2 se observa el diagrama de cajas donde se confirmé graficamente la
diferencia significativa en al menos un grupo de estudio. También se nota que existe
una ligera aproximacion entre los valores de mg de AG/mL de hojas de Chiguata y
Hojas de Sabandia.

10.0
9.5 1
9.0 +
8.5 1
8.0 1
7.5

——

6.5

mg AG/L

6.0—-

T T T
Tallo-Chiguata Hojas-Chiguata Tallo-Sabandia Hojas-Sabandia

55

Figura 2. Diagrama de cajas en la comparacion del contenido de fenoles totales

por el método Folin-Ciocalteu.
Fuente: Elaboracién Propia.

Posteriormente, se realiz6 una prueba confirmatoria de Tukey donde se observa
que al comparar todos los grupos se encuentra que no hay diferencia significativa
entre el contenido de fenoles totales encontrado en los extractos de Hojas de

Sabandia y de Chiguata al 95 % de confianza. Figura 3.

14



Means Comparison using Tukey Test

Hojas-Sabandia Tallo-Sabandia —a—

Hojas-Sabandia Hojas-Chiguata .

Hojas-Sabandia Tallo-Chiguata —a—

Tallo-Sabandia Hojas-Chiguata | -

Tallo-Sabandia Tallo-Chiguata - —a—

Hojas-Chiguata Tallo-Chiguata -

-2 0 2 4

= MeanDiff (significant difference)
m  MeanDiff (nonsignificant difference)

Figura 3. Prueba de Tukey de la comparacién del contenido de fenoles totales por

el método Folin-Ciocalteu.
Fuente: Elaboracion Propia.

3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante en extractos etanélicos

de hojas y tallos de Liga Liga por el método DPPH

En la Tabla 6 se presentan las absorbancias del resultado de hacer
reaccionar 10 pL de cada solucién de calibracién con 3 mL de DPPH a las
concentraciones de 0.10, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 y 1.50 mg/mL de Trolox.

Tabla 6. Datos de la curva de calibracién para determinar la capacidad
antioxidante por el método de DPPH utilizando Trélox como referencia.

Tréolox (mg/mL) Absorbancia
0.10 0.942
0.25 0.894
0.50 0.838
0.75 0.755
1.00 0.678
1.50 0.547

Fuente: Elaboracion Propia.

15



En la Figura 4 se presenta el grafico de calibracion donde se observa que, el
coeficiente de determinacion R? es 0.9981 el cual es mayor a 0.995 lo cual indica
gue hay una tendencia lineal entre la concentracion de trélox y la absorbancia para

las soluciones de calibracion preparadas.

1.0
y = -0.2841x + 0.9698
R%=0.9981
0.8 1
©
(&]
c
©
2
o 0.6
wn
o)
<
0.4
T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Concentracion, Trolox (mg/mL)

Figura 4. Grafico de calibracidén para determinar el contenido de la capacidad
antioxidante por el método DPPH.
Fuente: Elaboracion Propia.

En la Figura 4 se observa la ecuacion de la recta donde: “y” corresponde a la
absorbancia y “x” corresponde a la concentracibn de Trélox en mg/mL.

Reemplazando y despejando la concentracion, tenemos la siguiente ecuacion:

Absorbancia — 0.9698
—0.2841

Trélox (mg/mlL) =

Con la ecuacion anterior se determind la capacidad antioxidante en los extractos

etanolicos de hojas y tallos de Liga Liga.

En la Tabla 7 se observa la capacidad antioxidante en los extractos etandlicos de

hojas y tallos expresado en mg de Trélox/mL.
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Tabla 7. Capacidad antioxidante en extractos etandlicos de hojas y tallos de
Liga Liga por el método DPPH.

Capacidad
m mg antioxidante
Extracto fluido  Absorbancia Tré 9 Trélox /mL mg
rolox /mL . .
corregido Trolox/mL
+ DE
. 0.649 1.13 11.29
Tallo-Chiguata 0.702 0.94 9.43 10.56 + 1.0
0.658 1.10 10.98
0.442 1.86 18.58
Hojas-Chiguata 0.468 1.77 17.66 17.91+£0.59
0.473 1.75 17.49
0.496 1.67 16.68
Tallo-Sabandia 0.521 1.58 15.80 16.18 £ 0.45
0.513 1.61 16.08
Hojas-Sabandia 0.511 1.61 16.15
0.489 1.69 16.92 16.55 + 0.39
0.499 1.66 16.57

Fuente: Elaboracion Propia.

El analisis de varianza ANOVA de una via, se realizo a los datos obtenidos de la
Tabla 7 se presenta en la Tabla 8. La probabilidad resulta ser menor a 0.05 lo cual
indica que, al menos un grupo difiere significativamente de los demas al 95 % de
confianza. Esta interpretacion se corrobora con la comparacion de los valores de
“F” ya que el F critico es menor que el valor de F experimental (74.64>4.07).

Tabla 8. Analisis de varianza del contenido de la capacidad antioxidante en
extractos etandlicos de tallos y hojas de Liga Liga por el método DPPH.

Origen Grados Promedio Valor
Sumade Proba o
de las de de los F o critico
- cuadrados . bilidad
variaciones libertad cuadrados para F
Entre grupos 94.72 3 31.57 74.64 0.000 4.07
Dentro de
3.38 8 0.42
los grupos
Total 98.11 11

Fuente: Elaboracion Propia.

En la Figura 5 se observa el diagrama de cajas donde se confirma graficamente la
diferencia significativa en al menos un grupo de estudio. También se nota que existe
una ligera aproximacion entre los valores de mg de AG/mL de hojas de Chiguata y

hojas de Sabandia.
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Tallo-Chiguata Hojas-Chiguata Tallo-Sabandia Hojas-Sabandia

Figura 5. Diagrama de cajas en la comparacion de la capacidad antioxidante por
el método DPPH.
Fuente: Elaboracion Propia.

Posteriormente, se realizé una prueba confirmatoria de Tukey y como resultado se
obtiene la Figura 6. Al comparar todos los grupos, se encuentra que, no hay
diferencia significativa entre la capacidad antioxidante de los extractos de hojas y

tallos de Sabandia, al igual, que las hojas y tallos de Chiguata al 95 % de confianza.

Means Comparison using Tukey Test

Hojas-Sabandia Tallo-Sabandia —
Hojas-Sabandia Hojas-Chiguata - [ o
Hojas-Sabandia Tallo-Chiguata - e
Tallo-Sabandia Hojas-Chiguata -
Tallo-Sabandia Tallo-Chiguata —
Hojas-Chiguata Tallo-Chiguata | e
T T T T T
-5 0 5 10

®  MeanDiff (significant difference)
= MeanDiff (nonsignificant difference)

Figura 6. Prueba de Tukey de la comparacion de la capacidad antioxidante por el

método DPPH.
Fuente: Elaboracion Propia.
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IV. DISCUSION
4.1. Discusion de resultados

En la Tabla 9, se observa que se evaluaron los fenoles totales y capacidad
antioxidante en diversos 6rganos de Liga Liga, tanto en estudios anteriores como
el presente estudio. Dobrecky et al. en el 2014 (39) evaluaron diferentes extractos
encontrando valores de fenoles totales variados y los expres6 en mg de acido
tartarico/g, lo cual, indicaria que el tipo de extracto o solvente utilizado influye en la
cantidad de fenoles que se pueden extraer notando mayor concentracion de fenoles
totales en el extracto de acetato de etilo, sin embargo al contrastar estos resultados
con la capacidad antioxidante se observa que a pesar que el acetato de etilo extrajo
mayor concentracion de fenoles totales que el extracto butandlico, este ultimo
posee mayor capacidad antioxidante, esto también indicaria que, los metabolitos
extraidos por el Butanol poseen mayor capacidad antioxidante pese a tener menor
concentracion de fenoles totales dando a conocer que los solventes alcohdlicos
podrian tener ventaja en extraer mayor cantidad de compuestos antioxidantes. En
la presente investigacion, se encontré6 que, la capacidad antioxidante no solo
depende del solvente, sino también del tipo de 6rgano de la planta ya que, se
encontré valores ligeramente mayores en hojas que en tallos en los extractos
etandlicos estudiados. Expresando los valores de Trélox en umol Trélox/g se
obtiene de que para tallos y hojas de chiguata la capacidad antioxidante es 42.19
y 71.56 umol Trolox/g respectivamente, en el caso de tallos y hojas de Sabandia
valores de 64.65 y 66.12 umol Trolox/g respectivamente, comparando con los
valores encontrados por Dobrecky las hojas y tallos de Sabandia y hojas y tallos de
Chiguata presentan mayor capacidad antioxidante que las hojas y tallos de Barreal
de San Juan-Argentina estudiado por Dobrecky pese a que en su investigacion
utilizé tanto hojas como tallos para elaborar un solo extracto de ambos érganos.
Esto podria deberse al método de extraccion o a las condiciones ambientales donde

se desarrollaron estas especies vegetales.
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Tabla 9. Fenoles Totales y Capacidad Antioxidante de Liga Liga Reportadas.

Organos utilizados /
Procedencia

Solvente/ método

Fenoles totales

Capacidad antioxidante Referencia

Hojas y Tallos / Barreal-
San Juan-Argentina

Acuoso/Agitacion 150 rpm por 24

horas

Butanol Agitacién 150 rpm por 24

horas

Acetato de etilo Agitacion 150 rpm
por 24 horas

417.3 + 130.0 mg AT/g
624.0 £ 78.9 mg AT/g

796.9 + 122.2 mg AT/g

16 + 4 umol Trélox/g

62 + 6 umol Troélox/g (36)

45 + 7 umol Trélox/g

Hojas /Chiguata-Arequipa-
Pera

Metanol / agitacién en un émbolo
por 1 minuto

42.065 + 1.014 mg AG/L

Hojas y Tallos / Cérdova-
Argentina

Acuoso/ Infusién

Etanol 80 %/ ultrasonido durante
30 minutos

Metanol/ ultrasonido durante 30
minutos

59.61 + 1.00 mg AG/L
80.22 + 2.32 mg AG/L
50.16 + 5.39 mg AG/L
73.73 + 2.65 mg AG/L
56.35 + 4.76 mg AG/L
75.69 = 2.20 mg AG/L
67.75 + 2.44 mg AG/L
66.68 + 2.18 mg AG/L
47.71 + 2.16 mg AG/L
56.52 + 2.79 mg AG/L
48.11 + 2.60 mg AG/L
56.12 + 5.54 mg AG/L

Hojas/Arequipa

Metanol/Macerado por 24 horas

Tallos/Chiguata-Arequipa
Hojas/Chiguata-Arequipa
Tallos/Sabandia-Arequipa
Hojas/Sabandia-Arequipa

Etanol/ Soxhlet
Etanol/ Soxhlet
Etanol/ Soxhlet
Etanol/ Soxhlet

5.79 + 0.11 mg AG/L
9.10 £ 0.19 mg AG/L
7.15 + 0.16 mg AG/L
9.54 £ 0.21 mg AG/L

- (37)

i (38)
92.94 + 0.88 g Trolox/100mL (39)
10.56 + 1.00 mg Trélox/mL
17.91 £ 0.59 mg Trolox/mL Este
16.18 £ 0.45 mg Trolox/mL estudio

16.55 £ 0.39 mg Trolox/mL

*AT: &cido tartarico, AG: acido galico

Fuente: Elaboracion Propia.
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Arenas et al. en el 2006 (40) encontraron valores de 92.94 g de Tr6lox/100 mL en
un extracto de hojas obtenido por maceracion con metanol. Transformando las
unidades del presente estudio a mg Trolox/100 mL se encontré que las hojas de
Chiguata y Sabandia poseen una capacidad antioxidante de 1.06 y 1.62 g de
Trolox/100mL respectivamente, siendo estos menores a los encontrados por
Arenas, esto podria deberse, a factores ambientales o al tipo de extraccion ya que
Arenas utilizé maceracion y en la presente se utilizé Soxhlet. Otra explicacion seria
gue el metanol extrae mejor los componentes antioxidantes de la Liga Liga que el
etanol de 96°.

Comparando los resultados del contenido de fenoles totales en la Tabla 9 se
observa que otro estudio realizado por Arenas et al. (41) encontré concentracion de
42.065 mg de AG/L en hojas de Liga Liga obtenidas de Chiguata en el afio 2011.
El ejemplar estudiado posee 5.79 mg de AG/L que son menores a los obtenidos por
Arenas esto podria deberse al tipo de solvente ya que utilizO metanol y en la

presente se utilizé etanol.

Por otro lado, Ricco et al. en el 2018 (42) realizé diversos ensayos encontrando
valores entre 59.61 a 80.22 mg AG/L en extractos acuosos obtenido por infusion,
valores entre 56.35 a 75.69 mg AG/L en extractos hidroalcohélicos y valores entre
47.71 a 56.52 mg AG/L en extractos metandlicos obtenidos por ultrasonido durante
30 minutos. En comparacion con la presente investigacion claramente se obtienen
valores menores en comparaciéon con lo encontrado por Ricco, lo cual podria deber

al tipo de extraccion y solvente utilizado.

La capacidad antioxidante y concentracion de fenoles totales diversas encontrados
por los distintos estudios citados y la presente investigacion se deberia
principalmente a la composicion de cada ecotipo utilizado ya que el porcentaje de
los metabolitos varia de acuerdo a la procedencia de la especie vegetal, ademas,
los métodos y solventes en la extraccion pueden extraer porcentajes diferentes de
cada componente ya que estos presentan estructuras diferentes como se observa
en la Figura 7 y 8, donde se observa, los diferentes componentes encontrados en
Liga Liga siendo estos; quercetina, epicatequina, quercetina-3-O-xilosido; catechin-
4-B-ol; quercetin-3-O-a-arabinoside; dimers of catechin-4-B-ol; quercetin-3-O-B-

arabinoside; oligomers of catechin-4--ol, quercetin-3-O-rhamnoside; polimeros of
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catequena-4-B-ol; catequina (Figura_7). (43) Otro estudio (Figura 8) revela que
posee flavonol mono y diglicésidos, y &cido gélico. (44) Estas estructuras podrian

ser mas afines a algunos solventes y menos afines a otros haciendo que exista

diferencia en la composicién de cada extracto.

OH OH
OH OH
HO O W HO O
OH “IoH
OH OH
L-catequina Epicatequina
OH OH
OH OH
HO O W\ HO o
OH OH
OH OH OH 0o
Catequina-4-f3-ol Quercetina

Figura 7. Composicion quimica de Ligaria cuneifolia (Catequina, epicatequina,
Catequino-4-B-ol y Quercetina).

Fuente: Fernandez T, Marcelo L, Wagner L, Varela B, Ricco R, Hajos S, et al. Study of an Argentine Mistletoe, the hemiparasite Ligaria cuneifolia
(R. et P.) Tiegh. (Loranthaceae). Journal of Ethnopharmacology. 1998; 62: p. 25-34

OH o)
Acido galico Flavonol
Figura 8. Composicién quimica de Ligaria cuneifolia (Acido gélico y Estructura
general del flavonol).

Fuente: Soberén J, Sgariglia M, Dip M, Andina M, Sampieri D, Vattuone M. Antibacterial activities of Ligaria cuneifolia and Jodina rhombifolia
leaf extracts against phytopathogenic and clinical bacteria. Journal of Bioscience and Bioengineering. 2014; 118(5): p. 599-605.
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Los extractos etandlicos de hojas y tallos de Ligaria cuneifolia (Liga Liga)
ecotipo Chiguata presentan una concentracion de fenoles totales de 9.10 +
0.19y 5.79 + 0.11 mg AGIL respectivamente y del ecotipo Sabandia 9.54 +
0.21 y 7.15 = 0.16 mg AG/L respectivamente. La actividad antioxidante
determinada por el método de DPPH dio como resultado que los extractos
etandlicos de hojas y tallos del ecotipo Chiguata presentan una capacidad
antioxidante de 17.91 + 0.59 y 10.56 + 1.0 mg Trélox/mL respectivamente y
del ecotipo Sabandia 16.55 = 0.39 y 16.18 + 0.45 mg Trolox/mL
respectivamente. Se encontrd valores ligeramente elevados en hojas en

comparacioén con los tallos.

4.2. Conclusiones

4.3.

El estudio realizado nos permite llegar a las siguientes conclusiones;

— Los extractos etandlicos de hojas y tallos de Ligaria cuneifolia (Liga Liga)
ecotipo Chiguata presentaron una concentracién de fenoles totales de
9.10+£0.19y5.79 £ 0.11 mg AG/L respectivamente y del ecotipo Sabandia
9.54 +£0.21y 7.15 £ 0.16 mg AG/L respectivamente.

— La actividad antioxidante determinada por el método de DPPH dio como
resultado que los extractos etandlicos de hojas y tallos del ecotipo
Chiguata presentan una capacidad antioxidante de 17.91 + 0.59 y 10.56
+ 1.0 mg Trolox/mL respectivamente y del ecotipo Sabandia 16.55 + 0.39
y 16.18 £ 0.45 mg Trolox/mL respectivamente. La Liga Liga podria
acumular en mayor proporcion compuestos fendlicos con mayor

capacidad antioxidante elevados en las hojas que en los tallos.

Recomendaciones

Se recomienda realizar un tamizaje fitoquimico en el extracto de Ligaria
cuneifolia (Liga Liga) en diferentes extractos obtenidos por diferentes
meétodos y solventes para identificar la composicion especifica de cada

extracto resultante.
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Anexo A. Operalizacion de las variables.

ANEXOS

OPERALIZACION DE LA VARIABLE

TIPO DE
VARIABLE VALOR
SEGUN LA DEFINICION DEFINICION FINAL
VARIABLE NATURALEZA CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES  SUBINDICADOR N DE UNIDAD
Y ESCALA DE ITEMS
MEDICION
Variable . . 20 mL de
independiente: Ecotipo Chiguata extracto
Fenoles totales
Extractos Fenoles totales cuantificados Extractos fluidos
etandlicos de tividad y por el método obtenidos por el ~ Caracteristicas 5
hojas de dos Zﬁt'.\c/)' 'Zante de Folin método de organolépticas Ecotino Sabandia 20 mL de
ecotipos de rels é(r'] tes en los Ciocalteu Soxhlet P extracto
Ligaria . P : expresado en
e Segun su extractos fluidos o
cuneifolia. . miligramos de
naturaleza: (etandlicos) de Acido oalicolL
cuantitativa hojas de ext?acto asi mg AG/L de
pulverizadas de . ’ - Ecotipo Chiguata g
. mismo, la . Decoracion en la extracto
Escala de dos ecotipos de . Metabolitos - e
e o e capacidad . solucién etanélica
. medicion: Ligaria cuneifolia L secundarios con : 2
Variable Ordinal or los métodos antioxidante fenoles totales cambio en la Ecotipo Sabandia mg AG/L de
dependiente: (Fj)e Folin determinada por absorbancia P extracto
Ciocalteu el método de
Fenoles totales y DPPH y DPPH kg de planta/
actividad respectivamente expresado en kg Metabolitos Decoracion enla  Ecotipo Chiguata mmol de
antioxidante P " de planta/ mmol  secundarios con solucién etandlica > DPPH
de DPPH caracteristicas cambio en la kg de planta/
antioxidantes absorbancia Ecotipo Sabandia mmol de
DPPH
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Anexo B. Instrumentos de recoleccién de datos.

Reporte de ensayo de estandarizacion

(Espectrofotométrica)

Investigador 1.
Investigador 2:

Muestras:

Marca de instrumento:
Modelo instrumento:

N° Serie del Instrumento:
Version de Software:

Nombre del Método:
Método creado (inicio)
Método actualizado (final)

Parametros del método de cuantificacion
Ecuacion

R2

A

Estandar Absorbancia (A)

Concentracion (mg/L)

Estandar 1

Estandar 2

Estandar 3

Estandar 4

Estandar 5

Estandar 6
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Anexo C. Clasificacion Taxonémica de Ligaria cuneifolia (Liga-Liga).

Anexo C 1. Constancia botanica de Ligaria cuneifolia (LIGA LIGA) del

distrito de Sabandia.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

CONSTANCIA N°18 -2020-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que |la muestra del espécimen presentada por Cristina Ysabel Gonzales Escobedo y Sonia Rita
Peralta Ccama. Estudiantes en la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica para realizar su investigacion sobre “Fenoles totales y actividad
antioxidante del extracto etandlico de dos ecotipos arequipefios de Ligaria cuneifolia (LIGA
LIGA)". La muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenolégico fresco, para su
determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la siguiente clasificacion y
especie.

Reyno: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Santalales
Familia: Loranthaceae
Género: Ligaria
Especie: Ligaria cuneifolia (Ruizy Pav. ) Tieg

Ecotipo: Sabandia

Se expide |la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 4 de diciembre del 2020.

L

#

/;‘ A //
Mg.‘téoncioFMaHﬁo Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)
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Anexo C 2. Constancia botanica de Ligaria cuneifolia (LIGA LIGA) del
distrito de Chiguata.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA

HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

CONSTANCIA N°19 -2020-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra del especimen presentada por Cristina Ysabel Gonzales Escobedo y Sonia Rita
Peralta Ccama. Estudiante en |la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de
Farmacia y Bioguimica para realizar su investigacion sobre “Fenoles totales y actividad
antioxidante del extracto etandlico de dos ecotipos arequipefios de Ligaria cuneifolia (LIGA
LIGA)". La muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenolégico fresco, para su
determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a |a siguiente clasificacion y
especie.

Reyno: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Santalales
Familia: Loranthaceae
Género: Ligaria
Especie: Ligaria cuneifolia (Ruizy Pav. ) Tieg

Ecotipo Chiguata

Se expide |la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 4 de diciembre del 2020.

/
bt

7 L~
A .

Mg Leoncid Mazifio Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)
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Anexo D. Evidencias de Trabajo en Campo.

Anexo D.1. Determinacién de fenoles totales
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Anexo D.2. Determinacion de la capacidad antioxidante
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Anexo E. Documentos para la validacion del trabajo experimental

Anexo E.1. Constancia de uso de Laboratorio.

meco | |
LABORATORIO CLINICO LLERENA AMES EIRL ”“""'»5%“"
N h—

QF ARTURO LLERENA AMES (CQFAMN° 001469) - TMIVETT PORTILLA LINARES (CTMP N° 5621)

-y EERCITO

CONSTANCIA DE USO DEL Laboratorio Clinico LLERENA
AMES E.I.R.L.

Conste por el presente documento que las Bachilleres candidatas al Titulo
Profesional de Quimico Farmacéutico SONIA RITA PERALTA CCAMA vy
CRISTINA YSABEL GONZALES ESCOBEDO de la UNIVERSIDAD MARIA
AUXILIADORA que estan desarrollando su proyecto de tesis titulado “FENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
DOS ECOTIPOS AREQUIPENOS DE Ligaria cuneifolia (LIGA LIGA)”

En donde hicieron el uso de los materiales e instrumentos del laboratorio
necesario para la seleccion de la planta, secado, molienda y extraccion del
extracto etanolico por el método de Soxhlet de la Ligaria cuneifolia (LIGA LIGA)”
provenientes de dos ecotipos arequipefos del distrito de Sabandia Y Chiguata, en
el mes de Diciembre 2020 y Enero 2021, Ademas el Laboratorio Clinico LLERENA
AMES E.ILR.L. que se encuentra ubicado en la Av. Cayma 630 2do piso Of. 3
(Edificio Banco Scotiabank) del distrito de Cayma, Arequipa. Cuenta con el
certificado de las buenas practicas de laboratorio en vigencia.

Se otorga la presente constancia para los fines que las interesadas consideren
conveniente.

Atentamente

o PR \>
[ RC K3 ‘ -1
{2 DrQ.F! Arturo Sergio Lierena Ames

/

L

NN

A" S -
\fr 2. =

ANALISISDE: BIOQUIMICA, CONGULACION, GENETICA, HEMATOLOGIA, HORMONAS, NMUNOLOGIA, MARCADORES DE HEPATTS, MARCADORES PATE%DIB
TUMORALES, MEDICAMENTOS, MICROBIOLOGIA, PARASITOS, TOXICOLOGA, MARCADORES CARDIACOS Y 0TROS ESPECIALIZADOS.

AV. CAYMA 630 2do. Piso OF 3 (EDIF. BANCO SCOTIABANK) ESQUINA AV. CAYMA / AV. EJERCITO - CAYMA - AREQUIPA
TELEFONOS: 255232 - 259269 - RPC 950356525 - 650356623 Movistar 999119964 RPM: #999119064

E-mail: arturcllerena@starcompe - arurollerenaames@gmail com
www labllerenaames. com
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