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RESUMEN

Este trabajo describe la elucidacion de metabolitos secundarios de tipo amidas presentes
en las semillas de Piper tuberculatum. El extracto hexanoico de las semillas se fraccion6
al hacerlo pasar por una columna de silica gel 60, las fracciones resultantes se analizaron
por cromatografia de capa fina utilizando como revelador luz UV y reactivo de Dragendorff
modificado. A partir de este analisis, las fracciones que dieron positiva la reaccién con el
reactivo de Dragendorff modificado fueron examinadas por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas donde se caracterizaron compuestos de tipo amida.
La piperina cristaliz6 en una de las fracciones y fue llevada a estudio por RMN. Los
compuestos identificados fueron: pellitorina 1, N-(2,4-decadienoil)piperidina 2, N-(2,4,6-
decatrienoil)piperidina 3, 4,5-dihidropiperlonguminina 4, 6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-
isobutilhexenamida 5, 4,5,6,7-tetrahidropiperretina 6, 6,7-dihidropiperretina 7, piperina 8, y
4,5-dihidropiperina 9. Al extracto de acetona 70% se le cuantificd su actividad captora del
radical DPPH obteniendo un ICsp = 152 + 22 mg/L y se estim6é un contenido total de
fenoles de 63 = 11 mg AG/g ES.

Palabras claves: Piper tuberculatum, metabolitos secundarios, CG-EM, alcaloides,
DPPH, Folin-Ciocalteau.

SUMARY

This work describes the elucidation of amide-type secondary metabolites in the seeds of
Piper tuberculatum. Hexanoic seed extract was fractionated by passing through a column
of silica gel 60, the resulting fractions were analyzed by thin layer chromatography using
UV light asrevealer and modified Dragendorff reagent. From this analysis, fractions
revealed with modified Dragendorff reagent were examined by Gas chromatography-mass
spectrometry where amide-type compounds were characterized. Piperine crystallized and
one of the fractions was taken to study by NMR. Compounds identified were: pellitorine 1,
N-(2,4-decadienoyl)piperidine 2, N-(2,4,6-decatrienoyl)piperidine 3, 4,5-
dihidropiperlonguminine 4, 6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-N-isobutilhexenamide 5, 4,5,6,7-
tetrahidropiperretine 6, 6,7-dihidropiperretine 7, piperine 8, y 4,5-dihidropiperine 9. In
the acetone extract 70%, DPPH radical scavenging activity was quantified obtaining an
ICs0 = 152 £ 22 mg / L and a total phenols content was estimated in 63 + 11 mg AG/g ES.

Keywords: Piper tuberculatum, secondary metabolites, GC-MS, alkaloids, DPPH, Folin-Ciocalteau.



1. INTRODUCCION

Las plantas producen dos tipos de compuestos: metabolitos primarios y metabolitos
secundarios. Los primarios se encuentran en todas las plantas y son imprescindibles para
la vida de las mismas. Son producto del metabolismo primario, entre estos se encuentran
proteinas comunes, monosacaridos, acidos nucleicos, lipidos, entre otros. Los metabolitos
secundarios son biosintetizados a partir de metabolitos primarios y se encuentran
restringidos en ciertos grupos de plantas. Entre sus funciones estan la proteccién de las
plantas de la ingestion de herbivoros e infeccion por patégenos, atrayentes polinizadores
y agentes de competencia planta-planta. Los metabolitos secundarios incluyen
flavonoides, terpenoides, alcaloides, entre otros. La identificacion y obtencién de
metabolitos secundarios de plantas genera interés para el entendimiento de las diferentes
actividades biol6gicas que se les atribuyen a las plantas.

La Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Valle impulsa la investigacion en
especies de Colombia con el objetivo de determinar cuéles de ellas son promisorias para
remplazo de cultivos ilicitos, con tal propésito ha financiado el proyecto “Aprovechamiento
de dos especies vegetales (Piper tuberculatum Jacq y Jatropha curcas) con potencial
agroindustrial, como posibles reemplazos de cultivos ilicitos en los Departamentos del
Valle del Cauca y del Cauca (Colombia)” como parte de la Convocatoria Interna para la
conformacion de un banco de proyectos de investigacion 1-2012.

En este trabajo se identificaron compuestos tipo amida presentes en las semillas de P.
tuberculatum mediante las técnicas de cromatografia de columna y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, partiendo de los extractos apolares.

Los alcaloides son bases organicas nitrogenadas, generalmente con un anillo
heterociclico derivado de aminoacidos, responsables de gran variedad de efectos
fisiolégicos intensos sobre el sistema nervioso central (SNC) de los animales, los
extractos de las plantas que los contienen se han usado para envenenar flechas o para
curar multiples dolencias. Los alcaloides se han clasificado de acuerdo a la fuente de
obtencién, de acuerdo a la actividad fisiolégica o en base a su estructura quimical. Un
ejemplo de su clasificacion son los alcaloides del tipo de la piridina, cominmente
encontrados en plantas del género Piper.

En las plantas de este género también se ha reportado la presencia de compuestos
fendlicos y flavonoides, responsables de actividades antioxidantes de gran importancia
para la prevencién de enfermedades, por esto se determind la actividad captora del
radical DPPH del extracto polar de las semillas de la planta, ya que en este extracto es
donde generalmente se encuentran este tipo de compuestos antioxidantes.


http://darien.univalle.edu.co/index.php?option=com_remository&Itemid=31&func=select&id=62
http://darien.univalle.edu.co/index.php?option=com_remository&Itemid=31&func=select&id=62

2. ANTECEDENTES

Piper tuberculatum es un arbusto (Figura 1) que crece en regiones tropicales y
subtropicales del mundo, del que se han identificado y aislado varios compuestos
como: amidas isobutilicas, pirrolidina, dihidropiridina y piperidina, que son
extraidos de hojas, semillas, tallos y espigas maduras. Su clasificacion taxonémica

se muestra en la Tabla 1.
Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Piper tuberculatum?.

Nombre Cientifico Piper tuberculatum
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper
Epiteto Especifico tuberculatum
Autor Epiteto Especifico Jacq.
Nombre comun Pipilongo, candelillo,
cordoncillo.

i s
",7 \, ’ ‘ B
Figura 1. Piper tuberculatum Jacq.
FUENTE: Autor.

Este arbusto (hojas, tallos y espigas) se ha utilizado como anti-inflamatorio y
desinfectante de heridas en humanos y animales domésticos; también como
analgésico y en el tratamiento de dolencias gastricas.

De esta especie han sido aislados alcaloides bioactivos picantes llamados
piperamidas entre ellos las amidas piperanina, piplartina, piperina, 5,6-
dihidropiperlonguminna, arboreumina, fagaramida, entre otras, todas con actividad
antifngica contra Trichophyton rubrum, Mycosporum canis y M. gypseum. Esta



actividad ha sido investigada con extractos crudos de inflorescencias, hojas y
tallos extraidos con CH2Cl2:MeOH (2:1), EtOH y decoccién®.

En 2003 se realiz6 una separacion por HPLC de fase inversa para determinar el
contenido de amidas como dihidropiplatina, plipartina, dihidropiperina, pelitorina en
plantas in natura, in vitro, ex vitro y callo de P. tuberculatum. Se obtuvieron picos
de buena deteccion y lineales encontrando compuestos dihidropiplatina y pelitorina
en las plantulas in natura, dihidropiplatina y plipartina en ex vitro y dihidropiplatina
y pelitorina en in vitro; en el callo solo se encontré la amida pelitorina®.

o:

Piperina Piperlongumina

O
Piperanina (4,5-dihidropiperina)

Figura 2. Estructura de algunos de los metabolitos aislados de P. tuberculatum cuyas
estructuras contienen benzo[1,3]dioxol.

En una investigacion realizada en Brasil en el 2004, se menciona la presencia de
amidas isobutilicas y pirrolidina en Piper tuberculatum, compuestos que han
demostrado ser antifingicos®. En 2006 se reportdé la actividad insecticida de
extractos de P. tuberculatum con toxicidad contra Musca domestica®. Por otro
lado, Molina y colaboradores indican la inhibicién de la germinacién de esporas
del hongo Cladosporium cladosporoides al utilizar pelitorina (N-isobutil-2E,4E-
decadienamida) obtenida a partir de semillas de Piper tuberculatum’. En la Figura
3 se muestran algunas de las estructuras mencionadas.

QNH @NH /\/\/\/\)Lﬁ/

Pirrolidina Piperidina Pelitorina

Figura 3. Estructuras de algunos metabolitos presentes en Piper tuberculatum.

En 2005 reportaron el interés de P. tuberculatum por la presencia de piperamidas
en hojas y que ademas las semillas presentan potencial para produccién a gran
escala de piperina, piperlonguina y pellitorina?.
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En 2008, Facundo y colaboradores estudiaron por CG y CG-MS los aceites
esenciales de frutos y tallos de P. tuberculatum obtenidos por hidrodestilacion
encontrando como principales componentes 6xido de cariofileno 32,1% y 26,6% y
(E)-cariofileno 17,7% y 12,3% en frutos y tallos respectivamente. En el extracto de
etanol de la fruta se aislaron los esteroides -sitosterol y estigmasterol, amidas y
piplartina dihidropiplatina y un derivado del acido cinamico: acido 3,4,5-trimetoxi-
dihidrocindmico. Aunque los estudios de los aceites esenciales de esta planta no
han sido siempre uniformes, lo que puede ser debido a la diversidad genética de
las especies, la edad en la que se estudia, variedades ambientales y metodologias
utilizadas®. En la Figura 4 se muestran algunas estructuras de los compuestos
mencionados.

WO,

o
rCa™ R:’,‘:")'?ﬁ

N Q
A 22,23 dihidro D 7.8 dihidro R:h@;
22.23

B pA“o=" g 7.8dihidro R=on

Figura 4. A B-sitosterol, B estigmasterol, amidas:C plipartina, D dihidropiplartina y E acido
3,4,5-trimetoxidihidrocinamico®.

Entre otros métodos de separacion se ha utilizado la cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) y la cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de
masas con acetonitrilo: 0,5% acido formico como fase movil. Friedman y otros
investigadores estudiaron en 2008 los extractos obtenidos utilizando los métodos
mencionados, de piperamidas de variedades de pimienta comercial, donde
identificaron, por técnicas como espectroscopia UV y RMN, la estructura de cada
componente individual de los extractos asociados a los picos de HPLC
correspondiente al espectro de masas. Piperdardine (ver Figura 5), un dihidro
derivado de piperettina, fue aislado de la planta Piper tuberculatum y ha sido
usada en Brasil como un sedante y un antidoto para mordeduras de serpiente'®.

Figura 5. Estructura de piperdardina.



La patente US20090312373 de 2009 de Lee y Mandinova, resaltan el uso de
piperlongumina (extraidos de raices de planta Piper o por sintesis organica) y un
anélogo en el tratamiento del cancer, donde proporcionan un método para inhibir
la proliferacion celular, reducir la metastasis y/o invasion de un céncer y la
angiogénesis, aumentar la apoptosis de una célula o poblaciéon de células, entre
otros aspectos. También se le ha atribuido a la piperlongumine el tratamiento de
enfermedades como el asma y la depresiontt.

En 2010, fueron extraidos aceites esenciales de hojas de Piper tuberculatum por
hidrodestilacion y posterior separacion de constituyentes insolubles en fase
acuosa por extraccion con cloroformo 100%. Los investigadores encontraron un
80,4% de aceite esencial. En la identificacién, por CG-MS, se encontraron como
componentes mayoritarios en el aceite sesquiterpenoides (20,82%) y derivados de
oxigeno en un (52,19%) y como constituyente principal en el aceite esencial el (-)-
spathulenol (11,37%)*2.

En 2011 se presento la sintesis y la relacion estructura-actividad de una serie de
compuestos que incluyen las amidas. La piplartina aislada de la P. tubeculatum
(ver Figura 6), es un alcaloide derivado del &cido trans-cinamico, ha mostrado
tener una significativa actividad citotoxica contra lineas de células tumorales y un
potencial mutagénico y recombinogénico en Saccharomyces cerevisiae. Piplartina
ha presentado citotoxicidad inducida dependiente de la dosis en cultivos
de S. cerevisiae, ya sea en fase de crecimiento estacionaria 0 exponencial.
Asimismo se han encontrado actividades antifungica, anti agregacion plaquetaria,
ansiolitica, antidepresival? y antiproliferatival®.

HaCO

HaCO”

:OCHj

Figura 6. Estructura de plipartina.

La piplartina, como otras amidas bioldgicas, es un compuesto a,B-insaturados que
se ha buscado sintetizar debido a la importante actividad biolégica a la que ha sido
asociada. Kim y colaboradores produjeron una amida a,B-insaturada inspirada en
estructuras con actividades biolégicas de piperamidas como la piplartina, con el
objetivo de aportar en la creaciébn una biblioteca de compuestos naturales de
piperamida Util para el descubrimiento de dianas biol6gicas?®.



En la patente EP2289528A1 de 2011, Flower Yy otros investigadores utilizaron
extractos acuosos de pimienta donde la piperina y piperlongumina actidan como
ingredientes activos, para mejorar las funciones cognitivas como el aprendizaje, la
memoria y el estado de alerta. Esto debido a que son activadores de la funcién del
hipocampo. Los inventores también mencionan que composiciones con piperina
aumentan la absorcion y la biodisponibilidad sistematica gastrointestinal de otros
nutrientes como vitaminas. Extractos de piperina o plantas que la contienen como
Piper tuberculatum, tienen la capacidad de inhibir la recaptacion de glicina y
consecuente activacion de receptores neuronales?®.

En 2011 se describié una biblioteca combinatoria indexada de amidas y su efecto
toxico por contacto contra el gusano cogollero Spodoptera frugiperda donde se
encontré que la (E)-1-(1-piperidinil)-3-[4-(trifluorometoxi)fenil]-2-propen-1-ona (ver
Figura 7) fue el compuesto mas activo con una LDso = 0,793 pg mg* de la larva.
Esta amida se evalud también por ingestion y en la concentracion mas baja (1 mg
kg?) lograron la mortalidad de 83,3%?"".

0:

N

Figura 7. (E)-1-(1-piperidinil)-3-[4-(trifluorometoxi)fenil]-2-propen-1-ona.

En 2012 extractos metandlicos de Piperaceaes como la Piper tuberculatum y de
algunos compuestos aislados como dihidropiplartina y plipartina fueron probados
como larvicidas contra A. darlingi. Donde se encontraron concentraciones letales,
DLso y DLoo, desde 194 y 333 ppm para Piper tuberculatum y de 40 y 79 ppm para
piplartina-dihidropiplartina respectivamente?s,

En 2013, Burci y colaboradores generaron Ulceras en ratas con etanol absoluto y
al administrar piplartine y frutas de Piper tuberculatum encontraron efectos
gastroprotectores, un aumento de la mucosa gastrica, aumento de glutatiéon y una
reduccion del &cido gastrico °.

Ademas, se ha encontrado que la Piper tuberculatum tiene propiedades
antidepresivas y antitumorales, estas propiedades llevaron en el 2013 a
investigadores como Kim a sintetizar compuestos naturales piperamidas en fase
solucion, hallando una facilidad de operacién y excelente pureza en el protocolo
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empleado. Realizaron la sintesis de moléculas naturales a través de la adaptacion
de reacciones orgéanicas creando subproductos solubles en agua con los que se
crearon bibliotecas. Estos compuestos resultaron ser de utilidad biologica para el
descubrimiento de caminos hacia receptores biolégicos.

En la patente WO2013108254 Al de 2013, Hoffman y colaboradores se refieren a
la optimizacion de la biodisponibilidad de un farmaco, donde mencionan el uso de
la piperina para mejorar la biodisponibilidad de las sustancias utilizadas para tratar
enfermedades del sistema cardiovascular, nervioso central y gastrointestinal. La
piperina también ha sido utilizada como una sustancia aromética y supresora de
sabores desagradables?..



3. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

La Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Valle impulsa la
investigacion en especies de Colombia con el objetivo de determinar cuales de
ellas son promisorias para remplazo de cultivos ilicitos, con tal proposito ha
financiado el proyecto “Aprovechamiento de dos especies vegetales (Piper
tuberculatum Jacq y Jatropha curcas) con potencial agroindustrial, como posibles
reemplazos de cultivos ilicitos en los Departamentos del Valle del Cauca y del
Cauca (Colombia)” como parte de la Convocatoria Interna para la conformacion de
un banco de proyectos de investigacion 1-2012.

Uno de los principales propésitos de la Quimica de los Productos Naturales, es la
extraccion e identificacion de metabolitos secundarios en plantas promisorias.

Con este trabajo se pretende generar conocimiento cientifico sobre la semilla de la
especie Piper tuberculatum del Valle del Cauca, fortaleciéndola como especie para
el reemplazo de cultivos ilicitos, en las comunidades de la zona sur del municipio
de Jamundi en el Valle del Cauca.

Piper tuberculatum, conocido como pimienta en Colombia, es un arbusto de 3
metros de altura con amentos inmaduros en flor de sabor picante. El
desconocimiento cientifico de la especie la ha expuesto a deterioros que
amenazan su existencia y permanencia en los ecosistemas y/o los sistemas
productivos. Ademas de la identificacion de metabolitos secundarios tipo amida en
las semillas de Piper tuberculatum, se evaluara su posible actividad antioxidante.
Por consiguiente se plantean las siguientes preguntas:

¢, Cudles son los metabolitos secundarios mayoritarios tipo amida que se
encuentran en las semillas de la especie Piper tuberculatum, planta promisoria del
Valle del Cauca?, ¢ Presenta actividad antioxidante la fraccion polar de las semillas
de la especie Piper tuberculatum?

De esta planta se han aislado e identificado varios compuestos como: amidas
isobutilicas, pirrolidina, dihidropiridona y piperidina, que son aislados de hojas,
semillas, tallos y espigas maduras. Estos compuestos generan interés debido a
sus propiedades bioactivas como alta actividad larvicida y antifingica??
insecticidas, antimicrobiana, antioxidante y mutagénica'?>. Sin embargo los
estudios antes mencionados sobre Piper tuberculatum, no han sido realizados
para las piperaceas de Colombia, las cuales pueden presentar diferencias
respecto a investigaciones realizadas en otras partes del mundo. Asi, estos
conocimientos técnicos y cientificos apoyaran el reemplazo de cultivos ilicitos y
ayudara a generar un valor agregado a esta planta para posterior manejo
poscosecha.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento cientifico de la especie Piper tuberculatum del Valle del
Cauca identificando metabolitos secundarios mayoritarios de la semilla.

4.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Obtener extractos de polaridad creciente y separar metabolitos secundarios
por técnicas de separacion cromatografica de la semilla de Piper
tuberculatum.

4.2.2. ldentificar compuestos tipo amida en las semillas de Piper tuberculatum
utilizando técnicas espectroscépicas como CG-EM y RMN.

4.2.3. ldentificar la capacidad captora del radical libre DPPH del extracto acetona
70% de las semillas de Piper tuberculatum.



5. METODOLOGIA

5.1. MATERIAL VEGETAL

Las espigas maduras de Piper tuberculatum fueron colectadas en el Club de profesores
Piedra Linda ubicado en las afueras de Cali, en febrero de 2014. La identificacion de dicha
especie fue realizada por el profesor Philip A. Silverstone-Sopkin, director del Herbario
(CUVC), Departamento de Biologia Universidad del Valle.

5.2. EXTRACCION Y SEPARACION LiQUIDO-LIQUIDO

Las espigas fueron lavadas con agua destilada, posteriormente de forma manual se
separaron las semillas del tallo y estas se secaron en incubadora marca Symphony ™
VWR © durante 3 dias. Una vez secas se molieron en un molino marca Wiley Mill Model N
2, obteniéndose 133,65 g del material. Inicialmente se llevé a cabo una extracciéon con
hexano (Pt1) por ultrasonido por 15 minutos adicionando por cada 100 g de muestra 500
mL de disolvente. El sobrenadante obtenido se filtré a gravedad y el disolvente se evaporé
a presién reducida a 100 rpm en bafio de 60°C. El procedimiento descrito se repitié6 dos
veces mas. Posteriormente se realiz6 una segunda extraccion utilizando cloroformo (Pt2)
y una tercera extraccion con acetona 70% (Pt3) como disolventes, siguiendo el mismo
procedimiento en cada caso. Las extracciones realizadas de las semillas de Piper
tuberculatum se muestran en la Figura 8.

Pt
Material vegetal
133,65+0,01 g

Ultrasonido %

Pt1 P12 _ Pt3 |
xtracto de
Extracto de hexano Extracto de cloroformo acetona:agua 70:30
5,7624 + 0,0001 g 3,0759 £ 0,0001 g 9.9754 + 0,0001 g
B Pt1.3 o

Extraccion de
alcaloides totales

Figura 8. Proceso de extraccion de las semillas de Piper tuberculatum (Pt).

A continuacién se realizé extraccion de alcaloides totales al extracto Ptl mediante el
procedimiento mostrado en la Figura 9. Inicialmente el extracto se disuelve en una
soluciéon de HCI 3% para posterior extraccion liquido-liquido con cloroformo, seguido a
esto la fase acuosa fué llevada hasta pH 9 utilizando NH4sOH y de nuevo se realizé una
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extraccion ligquido-liquido con cloroformo. Los alcaloides totales fueron obtenidos en la

fase apolar.

Extracto Pt1 + Extraccion
X . —>| liquido-liquido p————>] Fase acuosa
HCI 3 % con CHCl,
v |
NH.OH Extraccion Fase organica
4 ——>| liquido-ligudo |———>]  Alcaloides
hasta pH 9-10 con CHCl, totales

Figura 9. Extraccion de alcaloides totales en semillas de P. tuberculatum?3,

5.3.  PRUEBAS CUALITATIVAS PRELIMINARES PARA EL EXTRACTO DE

ACETONA 70% (Pt3)

Las pruebas presuntivas se muestran en la Tabla 2 con sus respectivos reactivos y

resultados.
Tabla 2. Pruebas cualitativas preliminares en el extracto Pt3.
Familia de meta_bolltos Prueba o Reactivo Positivo para Resultado

secuandarios color
Fenoles FeClz al 1% Negro +
Alcaloides Dragendorff modificado Naranja +

Terpenoides y Lieberman—Bogchard _
asteroides (!-|_CCI3 + anhidrido Rojo +
aceético + H2S04 conc.)
Saponinas Agitacion Produccion de +
espuma

Flavonoles HCI conc. + Zn Naranja +
HCI conc.+ Mg Naranja -

5.4. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD CAPTORA DE RADICALES

La actividad captora de radicales se midi6 utilizando el radical 1,1,-difenil-2-picrilhidracina,
DPPH. Este radical es altamente estabilizado debido a la deslocalizacion de los
electrones por toda la molécula, que otorga un color violeta oscuro en soluciones
metandlicas con una banda de absorcidn caracteristica alrededor de 520 nm, en funcién
de lo cual se llevan a cabo las determinaciones respectivas considerando su mecanismo
de accion que se muestra en la Figura 10.

La actividad antioxidante se determind con base en la disminucion de absorbancia del
radical DPPH mediante el uso de microplacas de 96 pozos y un lector de microplacas
Metertech AccuReader M965+ (Figura 11). Esta metodologia muestra los resultados como
valores de ICso (concentracion inhibitoria) que corresponden a la concentracion del
extracto necesaria para reducir en un 50 % la concentracion inicial de DPPH.
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RH
(Antioxidante)

NO, NO,
DPPH * DPPH
Solucién violeta Solucion amarilla
Figura 10. Mecanismo propuesto para la reaccién entre DPPH" y compuestos antioxidantes 24,
Columnas

& B [ THORE
2 56600
B € “%9908
B seee%
D[ 44

a) b)

Figura 11. a) Lector de microplacas b) Placa con muestras para la determinacién de la actividad
antioxidante con DPPH.

El tratamiento de los datos y gréficos se hicieron con el programa GraphPad Prism 5 que
calcula directamente y en un solo paso el valor de ICso tras evaluar la tendencia de los
valores a graficar (valores de absorbancia normalizada vs concentracion de la muestra).
La metodologia utilizada para llevar a cabo las mediciones respectivas se muestra en la
Figura 12.
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Pesar desde 1,024 mg de muestra 'y
disolver en un eppendorf

Extracto Pt1 Extracto Pt3

Colocar 200 pL en la columna #1

del plato Adicionar 100 pL de isopropanol a

las columnas restantes

T
Con la pipeta multicanal de 30-300 pL :
1. Tomar 100 pL de la columna #1
2. Mezclarlos con la columna #2
Tomar 100 pL y repetir el procedimiento
hasta la columna # 11
Tomar los 100 pL de la columna # 11y
desecharlos

Adicionar en todos los pozos
.’Banco 100 pL de una solucién
(Absorci6n de la muestra) isopropanélica de DPPH a

132 ppm

Medir en el microlector de
placas a 520 nm

Figura 12. Preparacion de los platos para cuantificar la actividad antioxidante con DPPH.

5.5. ESTIMACION DEL CONTENIDO TOTAL DE FENOLES DEL EXTRACTO
ACETONA 70% (Pt3) POR EL METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU

Se pesaron 1,4 mg del extracto Pt3 y se afiadié 1000 uL de disolvente (agua, IPA:agua
(1:1) y MeOH:agua (1:1)) utilizando una micropipeta de 100-1000 pL a un vial de 1 mL.

Se diluy6 la muestra de tal forma que las tres réplicas en la primera columna quedaron
con 200 pL a una concentracion de 1024 ppm, se utilizaron 3 filas y 12 columnas. En las
columnas 2-6 y 8-12 se agregan 100 pL de agua destilada utilizando una pipeta multicanal
de 15-300 pL en modo “Dis”. Se realizaron diluciones (1:1) utilizando la pipeta multicanal
mencionada en modo “P/M” empezando en la columna 1 o 7 y hasta la columna 5 o 11.
Las columnas 6 y 12 corresponden al blanco.

A todo el plato se agregé 50 pL de Reactivo F-C al 20 % en agua destilada y
posteriormente se afiadio 50 pL de Na.COs al 1,6% vy la placa fue agitada en el equipo de
lectura a 11 Hz durante 5 segundos, posteriormente el plato se incubd a 60 °C durante
una hora, luego se dej6 enfriar por 15 minutos y se tomo la lectura a 700 nm.

Los resultados para el contenido total de fenoles se obtienen como miligramos de acido
galico por gramos de extracto seco (mg AG/g ES).
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5.6. CROMATOGRAFIA DE COLUMNA
5.6.1. Fraccionamiento de la fraccion Pt1.1

La fraccion Ptl.1 se pasé por una columna de vidrio (altura: 23 cm, didmetro: 3 cm)
empacada con 85,1223 + 0,0001 g de silica gel 60 (tamafio de particula: 0,063-0,200 mm,
70-230 mesh ASTM, Sigma-Aldrich). Se eluyd por etapas, primero con un gradiente de
hexano: acetato de etilo y luego con uno de acetato de etilo: metanol (3 volumenes de
columna por etapa). Se recolectaron fracciones de 15 mL en tubos de ensayo, y se
unieron teniendo en cuenta las similitudes mostradas por cromatografia en capa fina
sobre silica gel 60 F.ss marca Merck. Finalmente, las fracciones reunidas se dispusieron
en frascos de vidrio y fueron llevadas a sequedad a temperatura ambiente.

5.7. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS
CG-EM

Las fracciones obtenidas del procedimiento realizado en el numeral 5.6.1 que dieron
positivas a la prueba de Dragendorff se analizaron por CG-EM. La cromatografia de gases
se realiz6 en una columna SH-Rxi-5Sil Ms (30 m de largo, 0.25 mm de recubrimiento)
instalada en el cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas marca
SHIMADZU, modelo QP2010 Ultra, operado con el software GCM Solution y la biblioteca
de espectros NIST MS 2.0. En la Tabla 3 se muestran las condiciones generales
utilizadas para el andlisis por CG-EM.

Tabla 3. Condiciones de medida para el analisis por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas.

METODO | Voléatiles | Terpenos
Condiciones generales
Temperatura de 280.0°C 310.0°C
inyeccion
Modo de inyeccién Split Split
Cromatografia de gases
Temperatura del horno Inicio (2.0 min) = 40.0 Inicio (2.0 min) = 250.0
de la columna (°C) Final (20.0 min) = 280.0 Final (10.0 min) = 310.0
Flujo 1.0 mL/min 1.0 mL/min
Espectrometria de masas
Modo de ionizacion SEI
Detector 15eVy70eV
Tiempo dg analisis 3.0-75.0
(min)
Escan 1000
Intervalo de m/z 35.0 - 500.0

5.8. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Se utilizd6 un equipo Bruker Avance Il 400 MHz Ultra Shield™ donde se tomaron los
espectros RMNH y RMN®C utilizando los experimentos COSY, HSQC y HMBC. La
muestra fue disuelta en cloroformo deuterado.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1. EXTRACTO HEXANOICO Pt1

6.1.1. Prueba cualitativa preliminar para alcaloides y fraccionamiento de la fraccion
Ptl1.1 por cromatografia de columna.

El extracto hexanoico Ptl mostré resultados positivos para la presencia de compuestos
nitrogenados (0 compuestos con atomos con pares de electrones libres) al reaccionar con
el reactivo de Dragendorff modificado dando lugar a un color rojo o naranja. El reactivo de
Dragendorff modificado comprende dos soluciones: la soluciéon A con 0.85 g de subnitrato
de bismuto (4[Bi(NO3)(OH2)]'BiO(OH)]) disueltos en una mezcla de 10 mL de acido
acético y 40 mL de agua y la solucién B con 8 g de yoduro de potasio (KI) disueltos en 20
ml de agua. En el momento de hacer el revelado se mezclaron 5 mL de la solucion A con
5 mL de la solucién B y 20 mL de acido acético para luego completar a 100 mL con agua.
Un ejemplo de como ocurre la reaccion entre el reactivo de Dragendorff y los compuestos
con nitrégeno se muestra en la Figura 13. El &tomo de Bi se combina con el nitrbgeno
secundario o terciario del compuesto tipo alcaloide, ya protonado por el acido acético,
formando un par de iones de [BilsJ[HNR3]*, este par de iones forma un compuesto
insoluble de color rojo o naranja.

Piperina 0 Piperina protonada o
4[Bi(NO3)(OH,)].BiO(OH) KI
Subnitrato de bismuto Yoduro de potasio

o]
[ (Bil, K KNO,
\N + Precipitado naranja + Nitrato de
0 a4 + Tetrayodobismutato de potasio potasio
O

Figura 13. Ejemplo de la reaccién del reactivo de Dragendorff modificado con compuestos
nitrogenados (piperina).

Se realizé extraccion de alcaloides totales (AT o Pt1.3) obteniendo dos fraccibnes AT y
Ptl1.1. La fraccion de AT fue llevada a CG-EM. La extraccion es basada en que debido al
caracter basico que poseen los alcaloides, su solubilidad es dependiente del pH. En forma
de base son solubles en disolventes organicos no polares como hexano y cloroformo, en
forma de sal son disolubles en disolventes polares como el agua 2. En la fase apolar
inicial de la extraccion de Alcaloides Totales (Pt1.1), se encontrd aun presencia de un alto
contenido de alcaloides que no fueron separados en la extraccion, por lo que esta fue
llevada a cromatografia de columna segun el numeral 5.6.1.
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Tras pasar la fraccion Ptl1.1 por una columna de silica gel se obtuvieron 88 fracciones con
un porcentaje de recuperacion de 83,7% debido a pérdidas de compuestos altamente
polares que se enlazan fuertemente a la silica por interacciones tipo puente de hidrogeno.
Las fracciones resultantes de la columna fueron monitoreadas con luz UV onda corta (254
nm), UV onda larga (365 nm) y reactivo de Dragendorff modificado. Los compuestos
nitrogenados se concentraron en las fracciones 26-27 y 29-31 (Figura 14), estas fueron
llevadas a CG-EM.

a) b) o)
Figura 14. Cromatografia en capa delgada (silica gel) de las fracciones 26-31 y de alcaloides
totales (AT) obtenidas a partir del extracto hexanoico. Placas en a) UV onda corta, b) UV onda
larga y c) reactivo de Dragendorff modificado.

En la fraccion 31 se observo la presencia de cristales en forma de aguja, estos cristales
fueron separados de la fraccion por re-cristalizacion con isopropanol (IPA) y llevados a
analisis por RMN.

6.1.2. Andlisis por espectrometria de masas acoplado a cromatografia de gases
para caracterizacion de compuestos tipo amida en fracciones provenientes de
Pt1.1.

Para la fraccion 26 se obtuvo el cromatograma mostrado en la Figura 15. Se observan
dos picos significativos, el pico # 3 y el # 4 (Tabla 4), se obtiene el espectro
correspondiente a la fragmentacion de cada compuesto a 15 eV en el cual se obtiene el
pico del ion molecular y a 70 eV mediante el cual se elucidaron las estructuras de los
compuestos.

- T
L L . __.J_NLJJ, MAA
T T . T . T - T v v . T
1000 200 300 400 50.0 60.0

Figura 15. Cromatograma de la fraccién 26 de la fraccién Ptl.mi, método: volatiles.
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Tabla 4. Compuestos analizados por CG-EM para la fraccion 26.

Pico | TR (min) P'C((rjn/bz?se (r'\r/lllz) A(\(;f)a Nombre del compuesto
3 41.776 151 223 50.542 Pellitorina 1
4 46.634 84 235 9.653 | N-(2,4-decadienoil)piperidina 2

La masa del compuesto para el pico #3 corresponde al valor m/z del ultimo pico del
espectro de masas tomado a 15 eV (esquina superior derecha de la Figura 16), este valor
es de m/z 223 (223 uma). Se observa el pico M+1, perdidas M-15, M-43 (a-escision). El
pico base corresponde a una pérdida de M-72 (a-escision).

MS Spectrum
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90-

50
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1 133 180 208
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T [
30 50 70 90 110 130 150 170
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Y
370 390
m'z

T
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Figura 16. Espectro de masas del compuesto pellitorina 1.

En la Figura 17 se exponen las fragmentaciones propuestas que llevan a la
caracterizacion del compuesto donde se identifican los fragmentos para los picos mas
significativos, de acuerdo a esto el compuesto corresponde a la molécula pellitorina .Se
observaron dos a-escisiones a ambos lados del grupo carbonilo, una de ellas dando lugar
al pico base a m/z 151.
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Figura 17. Fragmentacion propuesta de la pellitorina 1.

El pico # 4 de la fraccion 26 presentd un espectro de masas igual al pico # 4 de la fraccion
27. El cromatograma obtenido para la fraccion 27 se muestra en la Figura 18, donde se
evidencia la presencia de 3 picos principales: pico #3, #4 y #5. El espectro de masas del
pico #3 es igual al mostrado en la Figura 16, por lo que corresponde a la pellitorina 1. El
espectro de masas del pico #4 (Figura 19) muestra a 15 eV para el ion molecular un m/z
235.

40.0 50

min

Figura 18. Cromatograma de la fraccion 27 de la fraccion Pt1.1, método: volatiles.
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Tabla 5. Compuestos analizados por CG-EM para la fraccion 27.

Pico | TR (min) Plcz?n/bz?se (r'\él/;) A(('E/‘j)"" Nombre del compuesto
3 41.776 151 223 17.585 Pellitorina 1
4 46.634 84 235 5.235 N-(2,4-decadienoil)piperidina 2
5 48.406 107 233 7.209 | N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3

Se observan picos a M-17, M-29 y un pico base de m/z 84 (M-151). El compuesto
corresponde a la identificacion reportada por la biblioteca del equipo, la N-(2,4-
decadienoil)piperidina 2. En la Figura 20 se presentan las fragmentaciones que dan origen

a los picos mostrados.
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Figura 19. Espectro de masas de la N-(2,4-decadienoil)piperidina 2.
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Figura 20. Fragmentaciones propuestas de la molécula N-(2,4-decadienoil)piperidina 2.
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El pico # 5 present6 el espectro de masas de la Figura 21, donde se observa el pico del
ion molecular a m/z 233, con pérdidas de M-29 y M-43, y un pico base de m/z 107. El
compuesto corresponde a la N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina y sus fragmentaciones se

muestran en la Figura 22.
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Figura 21. Espectro de masas del compuesto N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3.
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Figura 22. Fragmentaciones propuestas para la molécula N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3.

La fracciébn 29 mostré el cromatograma de la Figura 23 donde se observan 5 picos

principales. Cada uno de estos

picos se analiza a continuacion.
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Figura 23. Cromatograma de la fraccion 29 de la fraccion Pt1.1, método terpenos.

Tabla 6. Compuestos analizados por CG-EM para la fraccion 29.

Pico | TR (min) P'iﬁ]?z?se (M/z) A(g/fj)"" Nombre del compuesto
1 3.640 107 233 1.097 | N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3
2 4.775 135 275 32.040 4,5-dihidropiperlonguminina 4
6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-
3 5713 135 289 10.770 isobutilhex-3-enamida 5
4 9.667 135 315 4.543 4,5,6,7-tetrahidropiperretina 6
5 10.984 135 313 51.550 6,7-dihidropiperretina 7

El espectro de masas correspondiente al pico # 1 del cromatograma de la Figura 23 es el
mismo del pico # 5 del cromatograma de la fraccion 28 (Figura 21), el cual corresponde al
compuesto N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3. Para el método de volatiles el compuesto
presenta un tiempo de retencion TR = 48.406 min y para el método terpenos TR = 3.640
min.

En la Figura 24 se observa el pico del ion molecular a m/z 275 para el pico # 2 del
cromatograma de la Figura 23.
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Figura 24. Espectro de masas del compuesto 4,5-dihidropiperlonguminina 4.
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Figura 25. Fragmentaciones propuestas para la molécula 4,5-dihidropiperlonguminina 4.

Para el pico # 3 se muestra su espectro de masas en la Figura 26.
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Figura 26. Espectro de masas de la 6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-isobutilhex-3-enamida 5.
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Figura 27. Fragmentaciones propuestas para la molécula 6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-isobutilhex-
3-enamida 5.

En la Figura 28 se muestra el espectro de masas que origina el pico # 4 del
cromatograma de la Figura 23. Se observa un pico de ion molecular de m/z 315.
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Figura 28. Espectro de masas del compuesto 4,5,6,7-tetrahidropiperretina 6.
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Figura 29. Fragmentaciones propuestas para la molécula 4,5,6,7-tetrahidropiperretina 6.

Finalmente, el espectro de masas del pico # 5 del cromatograma de la Figura 23 se
muestra en la Figura 30 donde se observa un pico del ion molecular a m/z 313.
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Figura 30. Espectro de masas del compuesto 6,7-dihidropiperretina 7.
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Figura 31. Fragmentaciones propuestas para la molécula 6,7-dihidropiperretina 7.
De la fraccién 31 se obtuvo el cromatograma mostrado en la Figura 32 donde se observa
un pico intenso. Este pico corresponde a la piperina 8, en la Figura 33 se observa el pico
del ion molecular a m/z 285 y en la Figura 36 las fragmentaciones que sufre la molécula.

Tabla 7. Compuestos analizados por CG-EM para la fraccién 29.

Pico | TR (min) Plc((r)n;)gse (rl:?/z) A(‘g/(zf Nombre del compuesto
2 61.323 115 285 64.690 Piperina 8
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Figura 32. Cromatograma de la fraccién 31 de la fraccién Ptl1.1, método volatiles.
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Figura 33. Espectro de masas del compuesto piperina 8.
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Figura 34. Fragmentaciones propuestas para la molécula piperina 8.
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6.1.3. Andlisis por espectrometria de masas acoplado a cromatografia de gases
para caracterizacion de compuestos tipo amida presentes en la fraccion de
Alcaloides Totales provenientes de Ptl.

El cromatograma de la fraccidén de alcaloides totales se muestra en la Figura 35, donde se
identificaron 7 picos significativos (picos # 2, 4, 5,6, 7,8y 11).
6

4!0 5!0 Sfﬂ 7‘0 B‘D 9!0 Jdﬂ Il'ﬂ 12
Figura 35. Cromatograma de alcaloides totales extraidos del extracto de hexano de las semillas de
Piper tuberculatum, método terpenos.

Tabla 8. Compuestos analizados por CG-EM para la fraccién de alcaloides totales.
Pico | TR (min) P'C((r)n;)z‘;lse (m;rz') A(\(r)/iz)a Nombre del compuesto
2 3.204 84 235 3.550 N-(2,4-decadienoil)piperidina 2
4 3.650 107 233 3.691 | N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3
5 4.785 135 275 7.232 4,5-dihidropiperlonguminina 4
6 6.896 135 287 49.809 4,5-dihidropiperina 9
7 8.097 115 285 2.784 Piperina 8
8 8.251 115 285 6.051 Pierina 8
11 10.989 135 313 13.665 6,7-dihidropiperretina 7

El pico # 2 corresponde al compuesto N-(2,4-decadienoil)piperidina 2 cuyo espectro de
masas Yy fragmentaciones se encuentran en las Figuras 19 y 20 respectivamente. El
compuesto correspondiente al pico # 4 es N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3 (Figura 21 y
22), el pico # 5 es debido a la presencia de dihidropiperlongumina 4 (Figura 24 y 25), el #
6 corresponde a la dihidropiperina 9 cuyo espectro de masas se muestra en la Figura 36
con las fragmentaciones correspondientes que dan lugar al espectro en la Figura 37.
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Figura 36. Espectro de masas del compuesto 4,5-dihidropiperina 9.
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Figura 37. Fragmentaciones propuestas para la molécula 4,5-dihidropiperina 9.

Los picos # 7 y # 8 corresponden a isomeros de la piperina 8 (Figuras 33 y 34) y
finalmente el pico # 11 es debido al compuesto 6,7-dihidropiperretina 7 (Figuras 30 y 31).

6.1.4. Elucidacién por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) mono y bidimensional
de la piperina 8.

En los espectros RMN-'H, COSY-'H-'H, RMN-*C, HSQC y HMBC (Figuras 38-48)
tomados en CDCIs;, muestran las sefiales que se asignan en la Tabla 4. En el espectro
RMN-!H se asignaron inicialmente las sefiales para los protones H-2", H-3”, H-4”", H-5”, H-
6” ya que estas se encuentran a campo mas alto, los protones H-2” y H-6” se encuentran
desplazadas a campo mas bajo debido al efecto inductivo que genera el nitrdgeno. La
sefal para el CH,O; fue asignada debido a que es el Unico singlete presente en el
espectro (§ 5.97 ppm). La sefial del protén H-3 (§ 7.40 ppm) se encuentra desplazado a
campo bajo debido al efecto inductivo del grupo carbonilo.

En el espectro COSY-'H-1H (Figuras 40-41) se asignaron las sefiales de los protones H-2
y H-5 por correlacién con el protén H-3 a dos (2J) y tres (3J) enlaces respectivamente. En
el espectro *C (Figura 42) se observan las 17 sefiales esperadas; con la ayuda del
experimento DEPT-135 se determind la existencia de 4 carbonos cuaternarios de los
cuales se identifica el grupo carbonilo a § 165.59 ppm, y como no hay grupos metilos en
la molécula, las sefales en fase normal corresponden a los carbonos metilénicos: CH,0;
a 6 101.41 ppm y los correspondientes al grupo piperidinico (C-2”, C-3”, C-4”, C-5" y C-6”).

Seguido a esto, con ayuda del experimento HSQC (Figuras 43-45), fue posible
correlacionar los protones con sus respectivos carbonos secundarios y terciarios.
Finalmente se asignaron las sefiales faltantes mediante acoplamiento a dos (2J) y tres (3J)
enlaces observados en el experimento HMBC (Figuras 46-47).
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Tabla 9. Datos de RMN-H, COSY-H-1H, RMN-13C, HSQC y HMBC (CDCIs) para la piperina 8.

3C H IH IH-COSY HMBC
1 165.59 - - -
2 120.23 6.43 (1H, d, J = 14.7 Hz) H-3 125.52, 165.59
3 14261  7.40 (1H, ¢, J = 14.7,10.3 Hz) H-2, H-4 -
4 125.52 6.73 - 6.75 (1H, m) H-3 142.61
5 138.36 6.75 — 6.78 (1H, m) H-6 105.83, 131.19
1 131.19 - - -
2 105.83 6.98 (1H, s) - 131.19
3 148.34 - - -
& 148.26 - - -
5 108.63 6.76 — 6.78 (1H, m) H-6 -
. . e 105.83,138.36,
6 122.63 6.89 (1H, d, J = 7.9 Hz) HS5 H2 HE 000 148 a4
CH:0,  101.41 5.97 (2H, s) - 24.82,27.12
2" 43.36 3.53 - 3.63 (4H, m) H-4", H-3", H-5" -
3 24.82 1.66 (4H, s) H-2", H-6" -
4 27.12 1.59 - 1.60 (2H, m) H-2", H-6" 24.82, 25.75
5" 25.75 1.66 (4H, s) H-2", H-6" -
6" 47.04 3.53 — 3.63 (4H, m) H-3", H-4", H-5" -
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6.2. EXTRACTO DE ACETONA 70% (Pt3)
6.2.1. Pruebas cualitativas preliminares

Las pruebas presuntivas mostraron presencia de fenoles y alcaloides en el extracto de
acetona 70% (Pt3) por lo que se realizdé extraccion de alcaloides totales, este fue
analizado por espectrometria de masas acoplado a cromatografia de gases. Ademas, se
determind la capacidad captora de radicales mediante el radical DPPH, y se estimé el
contenido total de fenoles por el método Folin-Ciocalteau.

6.2.2. Cuantificacion de la actividad captora de radicales y estimacién del
contenido total de fenoles del extracto acetona 70% (Pt3) por el método de Folin-
Ciocalteau

En el género Piper se han encontrado lignanos, taninos, saponinas, compuestos
fendlicos, terpenos, flavonioides, alcaloides, entre otros, de los cuales los fenoles y
flavonoides son responsables de la actividad antioxidante?. Para el extracto Pt3 de las
semillas de P. tuberculatum se determind un valor de ICso = 152 + 22 mg/L tal como se
muestra en la Figura 48, si se compara este valor con el valor obtenido para la quercetina
que tiene un ICso = 2,1 o la vitamina C con ICsg = 5,3 se observa que el extracto obtenido
tiene una buena actividad captora del radical DPPH, ya que se trata de un extracto, que
consta de una mezcla compleja de compuestos.

El extracto contiene compuestos con hidrégenos acidos que al ser liberados dan lugar a
radicales altamente estabilizados, causando la actividad antioxidante. Regasini, L.O. y
colaboradores?® estudiaron la actividad captora de radicales DPPH en extractos de
acetato de etilo y de agua:metanol de las hojas de P. tuberculatum, donde obtuvieron
valores de ICsp = 8.40 mg/L y ICso = 11.9 mg/L respectivamente.
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Figura 48. Comparacién de la actividad captora del radical DPPH de los estandares Vitamina C y
guercetina y estimacion del contenido total de fenoles para el extracto Pt3 de las semillas de Piper
tuberculatum.
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Para el extracto Pt3 se estimo el contenido total de fenoles por el método Folin-Ciocolteu
obteniéndose un valor de 63 £ 11 mg AG/g ES este valor es coherente con la actividad
captora del radical DPPH encontrada para la fraccion.
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7. CONCLUSIONES

A partir del andlisis por CG-EM de las fracciones de la fraccion Ptl.1, se elucidaron 9
compuestos tipo amida: pellitorina 1, N-(2,4-decadienoil)piperidina 2, N-(2,4,6-
decatrienoil)piperidina 3, 4,5-dihidropiperlonguminina 4, 6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-
isobutilhexenamida 5, 4,5,6,7-tetrahidropiperretina 6, 6,7-dihidropiperretina 7, piperina 8 y
4,5-dihidropiperina 9.

Los compuestos N-(2,4,6-decatrienoil)piperidina 3, 6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-
isobutilhexenamida 5 y 4,5,6,7-tetrahidropiperretina 6 son reportados por primera vez para
la especie P. tuberculatum lo que indica que este trabajo contribuye al conocimiento de
los metabolitos secundarios presentes en esta especie.

Se determiné la capacidad captora de radicales para el extracto de acetona 70% (Pt3) de
las semillas de Piper tuberculatum que present6 un ICso = 152 + 22 mg/L, el cual es un
buen valor ya que la muestra analizada se trata de un extracto, el cual contiene una gran
mezcla de compuestos. Esto indica que el extracto es promisorio para el aislamiento e
identificacion de los metabolitos que generan esta actividad.

Para la piperina 8 aislada se confirmé su estructura por andlisis de RMN unidimensional y
bidimensional.
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