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RESUMEN

Se determind la actividad antioxidante de plantas caracteristicas del paramo ubicadas en
alturas préximas a los 3000 m.s.n.m. y sobre los 4000 m.s.n.m, como son Quishuar
(Buddleja incana), Aliso (Alnus acuminata) y Romerillo (Hypericum laricifoluim)
localizados en diferentes zonas geograficas de la sierra del Ecuador, la investigacion se
efectud en laboratorios de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. El estudio se basa en determinar mediante ensayos quimicos y enzimaticos
la actividad inhibitoria de radicales libres causantes de alteraciones funcionales y
estructurales, con extractos de plantas con capacidad antioxidante, considerando que las
especies vegetales investigadas estan expuestas a niveles altos de radiacién ultravioleta
por la ubicacion del Ecuador.

Se usé el método de Folin-Ciocalteau para cuantificar compuestos fenolicos, el método
del AICI3 para cuantificar flavonoides y el método de inhibicién enzimatica de la
polifenoloxidasa para determinar la actividad antioxidante. Basados en los resultados la
mayor concentracion de compuestos fendlicos se encuentra en el Romerillo que se
recolecto en el parque Polylepis-El Arenal del nevado Chimborazo a la altitud de 4342
m.s.n.m. La mayor concentracion de flavonoides se encuentra en el Romerillo que se
recolectd en las cercanias de las Lagunas de Atillo de la provincia de Chimborazo a la
altitud de 3450 m.s.n.m. La especie vegetal con mejor actividad antioxidante corresponde
a Quishuar que se recolectd en Riobamba a la altitud de 2750 m.s.n.m. en contraste con
el Quishuar recolectado a 3930 m.s.n.m. con menor actividad antioxidante,
evidenciandose diferencias significativas entre el Quishuar de diferentes altitudes. El
Aliso y Romerillo de distintas altitudes no presentan diferencias significativas en la
actividad antioxidante.

Se concluye que las especies vegetales investigadas presentan buena actividad
antioxidante siendo sus valores cercanos al 50% de inhibicion de radicales libres. Se
recomienda realizar estudios en Alnus acuminata, Hypericum laricifolium y Buddleja

incanna aplicando otros métodos para cuantificar la actividad antioxidante.



SUMMARY

The antioxidant activity of plants characteristics of moorland located in heights nearby
3000 m.a.s.l. and 4000 m.a.s.l., such as Quishuar (Buddleja incana), Aliso (Alnus
acuminata) and Romerillo (Hypericum laricifoluim) located in different geographical
areas of the highlands of Ecuador, research was carried out in laboratories of the Faculty
of Sciences at Superior Polytechnic School of Chimborazo. The study is based on
determining by chemical and enzymatic assays inhibitory activity of free radicals causing
functional and structural alterations, with plant extracts with antioxidant capacity,
considering that plant species investigated are exposed to high levels of ultraviolet
radiation by the location of Ecuador.

The Folin-Ciocalteu method was used to quantify phenolics, the AICI3 method for
quantifying flavonoids and the method of inhibition enzyme of polyphenoloxidase to
determine the activity antioxidant. Based on the results, the highest concentration of
phenolic compounds was found in the Romerillo that was collected in the Park Polylepis-
El Arenal Chimborazo at the altitude of 4342 m.a.s.l. The highest concentration of
flavonoids was found in the Romerillo that was collected in the vicinity of Gaps Atillo to
province Chimborazo to the altitude of 3450 m.a.s.l. The plant specie with better
antioxidant activity corresponds to Quishuar that was collected in Riobamba to the
altitude of 2750 m.a.s.l. in contrast with Quishuar collected at 3930 m.a.s.l. with less
antioxidant activity, showing significant differences between the Quishuar of different
altitudes. The Aliso and Romerillo of different altitudes not have significant differences
in antioxidant activity.

It is concluded that the investigated plant species have good antioxidant activity being its
near values 50% inhibition of free radical. Is recommend a study in Alnus acuminata,
Hypericum laricifolium and Buddleja incanna applying other methods to measure

antioxidant activity.
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INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos se establecid una relacion entre la alimentacion y el efecto que
esta va a causar en la salud, actualmente existen estudios que avalan que dietas
caléricamente bajas y acompafadas de alimentos antioxidantes tiene efectos positivos
para la salud y se ven a reflejados en la calidad y expectativa de vida. Este cambio en la
salud tiene su explicacion en la reduccién de los radicales libres que son particulas
nocivas que se encuentran presentes en el organismo y tienen su origen en las reacciones
metabolicas que se dan para nuestro funcionamiento general, mientras menos alimentos
en exceso, con menos calorias, menos grasas saturadas, aditivos artificiales ingerimos
habra menos dafio celular debido a los radicales libres (Beneficios de los Antioxidantes.
2014).

Productos naturales y nutracéuticos poseen compuestos antioxidantes que han
demostrado actividad neuroprotectora tanto in vitro y en estudios in vivo de la muerte
celular neuronal o la neurodegeneracion, estos antioxidantes estan presentes en varios

grupos distintos de acuerdo a su estructura quimica (Lee J. et al. 2004).

De los antioxidantes mas importantes presentes en la dieta la quercetina es un flavonoide
destacado, se encuentra en frutas, verduras, té, vino y en muchos suplementos
alimenticios con efectos positivos en la salud como la proteccion frente a enfermedades
como algunos tipos de cancer, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares, pulmonares,

el envejecimiento celular y demas enfermedades degenerativas (Bergonzi M. 2001).

Los radicales libre son moléculas demasiado reactivas que tienen electrones no apareados
y que causan dafios en el ADN, proteinas, lipidos, membranas celulares estructurales. Los
efectos de los radicales libres son producidos internamente durante el metabolismo
normal y externamente por causa del estrés oxidativo. Los radicales libres van

aumentando conforme aumenta la edad y los mecanismos de defensa enddgenos que los



combaten disminuyen, esto va a originar el dafio de las estructuras celulares y provocar

el envejecimiento acelerado; entre unos de sus efectos esta el envejecimiento de la piel.

El té verde que es de consumo habitual en paises asiaticos y en el resto del mundo tiene
compuestos polifendlicos, entre ellos las epicatequinas, con poder antioxidante.
Laboratorios han demostrado que el consumo o el tratamiento tdpico con polifenoles
inhiben agentes carcin6genos y combaten los problemas originados por la radiacion
ultravioleta (Green tea. 2014).

La inhibicion de las enzimas antioxidantes y los niveles bajos de antioxidantes producen
estrés oxidativo, causan dafios en las células y pueden matarlas, el estrés oxidativo
desencadena en patologias como la hipertension, la arterioesclerosis que dafian las
paredes de las células vasculares, por estos motivos los antioxidantes se estan estudiando
intensamente en farmacologia como posibles tratamientos para las enfermedades
neurodegenerativas y los accidentes cerebrovasculares, también forman parte de
suplementos dietéticos con la finalidad de mejorar la salud y prevenir enfermedades.
Ademas de estas aplicaciones para la salud son usados en la industria de los conservantes
alimenticios, cosméticos y en las industrias de la gasolina y del caucho para evitar su

degradacion (antioxidantes. 2013).

La mayor parte de la poblacion mundial trata su salud usando plantas. En nuestro pais
existen aproximadamente 500 especies medicinales y el 80% de los ecuatorianos
dependen del uso de las plantas y sus productos para la salud y bienestar. La mayor parte
de las plantas del mundo dentro de las cuales 35000 tiene propiedades medicinales estan
en los paises que se encuentran actualmente en vias de desarrollo, de todos los compuestos
de la farmacopea occidental 7000 de ellos se obtienen de las plantas (Plantas Medicinales

Ecuador).

Investigacion realizadas en Hypericum laricifolium lograron el aislamiento de dos nuevos
productos naturales, hentriacontanyl cafeato, nonacosanyl cafeato. Ademéas de otros
compuestos entre ellos al &cido cafeico, acido fellrico, estigmasterol, quercetina, el acido
shikimico, motivo por el cual esta especie vegetal se ha usado en la presente

investigacion (Constituyents of Hypericum laricifolium. 2013).



Existe evidencia de la presencia de oregonina en las hojas de Alnus acuminata, que tiene
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Botero. et al. 2013).

El Quishuar posee actividad antioxidante comprobada, asi como presencia de polifenoles,
flavonoides.  Investigaciones con especies del género Buddleja en extractos
hidroalcohdlicos y acuosos de las hojas dan evidencia de fuerte actividad antioxidante
que estd asociado al poder cicatrizante en heridas de la piel y el proceso inflamatorio
(Benavides N. 2011) (Letelier M. et al. 2006).

El Quishuar, el Aliso y el Romerillo se han utilizado a lo largo de los afios por
conocimientos ancestrales para tratar problemas reumaticos, cicatrizar heridas, tratar la
fiebre, hemorragias, gripe, infecciones, que son problemas de salud frecuentes y causa

comun de consultas médicas.

En el pais existe gran diversidad de flora, y en nuestra serrania se encuentran muchas
plantas de altura que soportan durante muchas horas los rayos del sol y al considerar esta
exposicion prolongada a las radiaciones UV se ha decidido estudiar las capacidades

antioxidantes de estas 3 especies vegetales.

Esta investigacion busca verificar, identificar y analizar las propiedades de Quishuar
(Buddleja incana), Aliso (Alnus acuminata) y Romerillo (Hypericum laricifolium) para
determinar su capacidad antioxidativa, contribuyendo de tal manera con una nueva
herramienta contra la oxidacion y aportando conocimientos para el buen vivir de nuestra

sociedad.

Por consiguiente vamos a recolectar las especies, elaborar los extractos, determinar
quimicamente la actividad antioxidante, el tamizaje fitoquimico y la toxicidad de las

especies vegetales usadas en esta investigacion.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 ANTIOXIDANTES

1.1.1 HISTORIA DE LOS ANTIOXIDANTES

El término antioxidante fue utilizado originalmente para referirse especificamente a un
producto quimico que previniera el consumo de oxigeno. A finales del siglo XIX y a
principios del siglo XX, extensos estudios, fueron dedicados a las aplicaciones de
antioxidantes en importantes procesos industriales, tales como la prevencion de la
corrosién del metal, la vulcanizacion del caucho, y la polimerizacion de combustibles en

la formacidn de escoria en motores de combustion interna (Jacob R. 1996).

Las primeras investigaciones sobre el rol de los antioxidantes en biologia se centraron en
su uso para la prevencion de la oxidacion de grasas insaturadas, que es la principal causa
de rancidez en los alimentos. La actividad antioxidante podia ser medida simplemente
colocando la grasa en un contenedor cerrado con oxigeno y midiendo la tasa de consumo
de éste. Sin embargo fue la identificacion de las vitaminas A, C y E como antioxidantes
la que revolucion6 el campo y condujo a dilucidar la importancia de los antioxidantes en

la bioguimica de los organismos vivos (Wolf G. 2005).

Los posibles mecanismos de accién de los antioxidantes, fueron investigados por primera
vez cuando se reconocio que una sustancia con actividad antioxidante probablemente era
una que se oxidaba a si misma facilmente. La investigacion de cémo la vitamina E
prevenia el proceso de peroxidacion de lipidos condujo a la identificacion de
antioxidantes como agentes reductores que previenen reacciones oxidativas, a menudo
depurando especies reactivas del oxigeno antes de que puedan dafiar las células (Lee J. et
al. 2004).



1.1.2 DEFINICION

El cuerpo trata de protegerse de los dafios causados por los radicales libres generando
ciertas substancias conocidas como antioxidantes, pero cuando ocurren circunstancias de
estrés, alimentacion inadecuada, enfermedad o deterioro general del organismo, su
cantidad llega a ser claramente insuficiente. En estos casos es vital reforzar la dieta con
alimentos ricos en antioxidantes, o bien tomar complementos de los mismos. Entre los
antioxidantes mas conocidos estan la vitamina A, la vitamina C, la vitamina E, el
betacaroteno, el selenio, la melatonina, los bioflavonoides y la coenzima Q10. Los
antioxidantes son moléculas que desprenden con facilidad electrones, neutralizando de

este modo los oxidantes o radicales libres (Stevens N. 1998).

Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de retardar o prevenir la
oxidacidn en presencia de oxigeno, o sea se encargan de contrarrestar los efectos nocivos
de los radicales libres. Los antioxidantes pueden ser exdgenos o enddgenos, los primeros
son aportados principalmente por los alimentos, por su parte, los enddgenos son
producidos por el mismo organismo como un mecanismo de defensa intrinseco
(Antioxidantes en su dieta. 2013).
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Antioxidante neutralizando a un radical libre

FIGURA No. 1. Antioxidante neutralizando a un radical libre.

1.1.3 PLANTAS CON PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Existen plantas que segin conocimiento popular tienen propiedades antioxidantes pero

en muchos casos se desconoce su composicion quimica por lo que se han realizado en las



ultimas décadas investigaciones para conocer sus mecanismos y composicion. (Garcia L.
et al. 2001) (Lopez V. et al. 2007).

Existen plantas como la Daucus carota sativa (zanahoria), la Curcubita maxima D
(calabaza) y otros frutos coloreados que contienen -carotenos, precursores de la vitamina
A. Los aceites de Glycine max L (soya), Gossypium barbadense L (algoddn), Zea mays
L (maiz) contienen vitamina E. El aceite de la Roystonea regia (palma real) contiene
antioxidantes naturales como los tocoferoles, vitamina E y tocotrienoles. La Psidium
gajaba L (guayaba) tiene alto contenido de vitamina C (alrededor de 870 mg de &cido
ascorbico en 100 mL2 de jugo fresco), también existen otros citricos como son naranja,
toronja y otros que contienen vitamina C en cantidades apreciables (Garcia L. et al. 2001)
(Lépez V. et al. 2007).

Existen sustancias que aunque se conoce su accion antioxidante no estdn tan bien
estudiadas como las vitaminas. A continuacion se refieren plantas que se reportan
popularmente que contienen alguna sustancia con accion antioxidante en algunos casos
comprobadas: La Musa paradisiaca L (platano burro) contiene una mezcla compleja de
polihidroxifenoles y taninos, el Arachis hipogea (mani) tiene bioflavonoides, el Pino
cubensis G contiene proantocianidinas oligoméricas, las semillas de uva Vitis vinifera L,
contiene también proantocianidinas, la Theobroma cacao L, mas conocido como cacao y
sus derivados contiene abundantes polifenoles, el extracto de corteza de mango
Mangifera indica L contiene flavonoides, taninos y microelementos como el Fe, Se, Cu
y Zn, el romero Rosmavirus officinalis L contiene cineol (Garcia L. et al. 2001) (Lopez
V. et al. 2007).

1.1.4 TIPOS DE ANTIOXIDANTES

Entre los antioxidantes enddgenos se pueden mencionar las enzimas y coenzimas
superdxido dismutasa (SOD), catalasa, peroxidasas, glutatiéon (GSH) y el &cido urico.
Por su parte, los antioxidantes exdgenos que se conocen en el campo alimentario son
(Antioxidantes en su dieta. 2013):



1.1.41VITAMINAE

Presente en aceites vegetales, aceites de semilla, germen de trigo, el mani, las carnes, el

pollo, el pescado y algunas verduras y frutas (Antioxidantes en su dieta. 2013).

1.1.42 VITAMINA C

La vitamina C participa en el sistema de regeneracion de la vitamina E, manteniendo el
potencial antioxidante del plasma. También aumenta los niveles de glutation intracelular,
desempefiando asi un importante papel en la proteccién de las proteinas contra la
oxidacion del grupo tiol. A esta vitamina le atribuyen propiedades antioxidantes y es de
destacar su papel a la hora de evitar la proliferacion de nitrosaminas. Se ha utilizado con
éxito en el tratamiento de algunos tumores de intestinos, como polipos y adenomas (Dadé
M. et al. 2009).

Se ha comprobado experimentalmente que inhibe la formacién de nitrosaminas
cancerigenas. También algunos estudios sugieren la posibilidad de tratamiento con &cido
ascorbico para algunos tipos de cancer (de vejiga, de pulmon, etc.). La vitamina C actla
como antioxidante y agente reductor. Interviene proporcionando electrones a compuestos
tanto en el interior de la célula como en el exterior. Asi, puede actuar fuera de la célula,
conjuntamente con la vitamina E, en la prevencion de la oxidacion lipidica. Es de esta
forma que actGa frente la oxidacion de las LDL, punto donde se inicia la lesion

aterosclerotica (Antioxidantes. 2013) (La Excelencia de los Antioxidantes. 2013).

FUENTE: Reyes, A. Antioxidantes. Revista Académica de Investigacién TLATEMOANI. 2011.
FIGURA No. 2. Mecanismo propuesto para la estabilizacion de radicales libres por la vitamina C
(acido ascorbico).

Es sabido que la vitamina C se destruye en parte por efecto del calor (coccién) y del

almacenamiento prologando. De ahi la gran importancia nutricional que tiene tomar
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vegetales crudos en las comidas y a diario, ya que, al igual que otras vitaminas
hidrosolubles, apenas se acumula en nuestro organismo y éste la precisa continuamente.
Es muy sensible a la luz, a la temperatura y al oxigeno del aire. Incluso un zumo de
naranja natural pierde su contenido de vitamina C a los 15-20 min de haberlo preparado,
y también se pierde en las verduras cuando las cocinamos (Palomino L. et al. 2009) (La
Excelencia de los Antioxidantes. 2013).

1.1.4.3 CAROTENOIDES

Entre ellos se encuentran:
» Beta carotenos (en verduras y frutas amarillas y anaranjadas y verduras verdes
oscuras)
o Alfa carotenos (en la zanahoria)
e Licopenos (en el tomate)
« Luteinas y xantinas (en verduras de hojas verdes como el brocoli)

« Beta criptoxantinas (en frutas citricas) (Antioxidantes en su dieta. 2013).

Recientemente, se han descubierto en algunos alimentos, otros antioxidantes no

nutrientes, tales como:

e Isoflavonas en los frijoles
« Bioflavonides en los citricos
e Quercetina en la cebolla

o Polifenoles en las aceitunas (Antioxidantes en su dieta. 2013).

En el café, el vino tinto y el té también se han encontrado algunos antioxidantes no
nutrientes. La forma de suplir los antioxidantes para proteger al organismo del efecto
oxidativo producido por los radicales libres, sobre lo cual todos los autores consultados
estdn de acuerdo, es el consumo de alimentos ricos en vitamina E, vitamina C,
carotenoides y otras sustancias que tienen funcion antioxidante (Antioxidantes en su
dieta. 2013).



1.1.4.4 RESVERATROL

El resveratrol, se encuentra presente como antioxidante natural en algunas frutas y
vegetales, posee diversas propiedades benéficas para la salud que comprenden, la
quimioproteccion, cardioproteccion, propiedades antienvejecimiento y
antiinflamatorias (Resveratrol. 2014).

FUENTES PRINCIPALES DEL RESVERATROL

El resveratrol se encuentra en uvas, vino, jugo de uva, cacahuates, ardndanos y
zarzamoras. En las uvas, el resveratrol se encuentra solo en la piel y la cantidad varia con

el tipo de cultivo y origen geografico (Resveratrol. 2014).

ACCION COMO ANTIOXIDANTE Y OTROS EFECTOS SALUDABLES

El resveratrol actla sobre los radicales libres, responsables del envejecimiento celular.
Esta fitoalexina posee actividad en el organismo, manteniendo la concentracion de
antioxidantes intracelulares presentes en los sistemas bioldgicos, sin embargo, el
mecanismo bioquimico a través del cual se lleva a cabo este proceso se encuentra bajo
investigacion. El resveratrol es uno de los compuestos fendlicos, presentes en el vino que
puede actuar para favorecer el descenso de las enfermedades del corazén. Por otra parte,
hay evidencias médicas que muestran, que el resveratrol juega un papel importante en la
prevencion de la carcinogénesis. Ademas, algunos de sus oligdmeros, conocidos como
viniferinas, presentan una actividad biologica amplia que involucra la proteccién
antimicrobiana, efectos antivirales y propiedades antiinflamatorias, asi mismo, se indica
que pueden ser importantes agentes anticancerigenos, debido a que son habiles agentes
inhibitorios de eventos celulares asociados con el cancer. El resveratrol tiene un
sinnimero de efectos benéficos para la salud, siendo mas conocida su accién antioxidante,
sin embargo, también se ha encontrado que tiene actividad antiinflamatoria y
antienvejecimiento. No obstante, aun faltan estudios acerca de sus propiedades
farmacologicas, por lo que esta molécula contintia siendo objeto de investigacion, en
cuanto a la dosificacion exacta del resveratrol, efectos secundarios y por cuanto tiempo

se debe de consumir (Resveratrol. 2014).



1.1.5 LOS ANTIOXIDANTES Y LAS REACCIONES DE OXIDACION

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas. La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales
libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los antioxidantes
terminan estas reacciones quitando intermediarios del radical libre e inhibiendo otras
reacciones de oxidacion. Debido a esto es que los antioxidantes son a menudo agentes

reductores (Ej: tioles, polifenoles) (Sies H. 1997).

Aunque las reacciones de oxidacion son cruciales para la vida, también pueden ser
perjudiciales, por lo tanto las plantas y los animales mantienen complejos sistemas de
maltiples tipos de antioxidantes, tales como las vitaminas C y E, enzimas (catalasa,
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa), asi como proteinas de union a metales, etc.
Los niveles bajos de antioxidantes o la inhibicién de las enzimas antioxidantes causan
estrés oxidativo y pueden dafiar o matar las células del organismo (Halliwell B. et al.
2004).

El sistema anti-oxidante contiene tres grupos principales de antioxidantes: primarios,

secundarios y terciarios (Daglia M. et al. 2000).

1.1.6 ANTIOXIDANTES PRIMARIOS

Previenen la formacion de nuevos radicales libres, esto lo consiguen convirtiendo los
radicales libres existentes en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan
reaccionar o evitando la formacion de radicales libres a partir de otras moléculas, por
ejemplo:

1. Superoxido dismutasa (SOD): convierte O2 en peroxido de hidrogeno.

2. Glutation peroxidasa (GPX): convierte el peréxido de hidrégeno y los peroxidos
lipidicos en moléculas inofensivas antes de que formen radicales libres. (Daglia M. et al.
2000).

3. Proteinas de union a metales (Ferritina, Ceruloplasmina): Limitan la disponibilidad de
Fe necesaria para formar el radical OH™ (Daglia M. et al. 2000).

-7-



1.1.7 ANTIOXIDANTES SECUNDARIOS

Capturan los radicales evitando las reacciones en cadena, por ejemplo: Vitamina E (a-
tocoferol), Vitamina C (ascorbato), B-caroteno, acido drico, Bilirrubina, Albimina
(Daglia M. et al. 2000).

1.1.8 ANTIOXIDANTES TERCIARIOS

Reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres. Incluyen enzimas reparadoras

de ADN y la metionina sulféxido reductasa (Daglia M. et al. 2000).

1.1.9 ALIMENTOS RICOS EN ANTIOXIDANTES

Se debe incluir en la dieta a los alimentos ricos en antioxidantes naturales, los cuales son
importantes de promocionar en el consumo diario de todos los individuos, entre ellos los
mas importantes son las frutas, hortalizas, verduras, legumbres, cacao, pan, cereales,

papas, frutos secos y el aceite de oliva (Antioxidantes en su dieta. 2013).

TABLA No. 1. Alimentos ricos en antioxidantes no nutrientes.

Producto Antioxidante

Frijol de soya Isoflavonas, acidos fenolicos

Té verde, té negro Polifenoles, catequinas

Café Esteres fendlicos

Vino tinto Acido fenolico

Romero, sabila Acido carn6sico, acido rosmarimico

Citricos y otras frutas | Bioflavonoides, chalconas

Cebollas Quercetina, camferol

Aceitunas Polifenoles, catequinas




1.2 COMPUESTOS FENOLICOS

1.2.1 COMPUESTOS FENOLICOS DE BAJO PESO MOLECULAR

Los compuestos fendlicos se pueden dividir en moléculas simples y polimeros de éstas
de mayor peso molecular. Entre los primeros cabe destacar a los flavonoides como los
compuestos méas importantes de este subgrupo; siendo los antocianos los compuestos mas
representativos y responsables del color caracteristico de la granada. Dentro de los
compuestos fendlicos de bajo peso molecular destacan los acidos fendlicos y dentro de

ellos el &cido galico y el &cido eldgico (Sanchez A. et al. 2011).

1.2.2 COMPUESTOS FENOLICOS DE ALTO PESO MOLECULAR

Los taninos son los polifenoles mas caracteristicos de alto peso molecular. Las moléculas
fendlicas tienen gran capacidad de reaccion y existen, sobre todo, combinadas con un
acido organico o un azucar (como en los acidos fendlicos, los flavonoles y las
antocianidinas), o bien con ellas mismas para formar un polimero (taninos). El grado de
polimerizacion depende del numero de moléculas fendlicas que se condensen: desde dos
o tres moléculas hasta incluso diez moléculas. Los taninos que se encuentran en mostos
y vinos jovenes corresponden a dimeros o trimeros (taninos hidrolizables), mientras que
en los vinos viejos los taninos pueden llegar a contener diez moléculas condensadas
(taninos condensados, no hidrolizables, procianidinas o protoantocianidinas). Su grado
de condensacién condiciona su calidad gustativa y depende de la maduracion y de la
calidad de la vendimia y del envejecimiento del vino. No se les encuentra en
condensaciones superiores a diez mondémeros, pues se hacen insolubles y precipitan
(Sanchez A. et al. 2011) (Viticultura de Calidad. 2014).

1.2.3 PROPIEDADES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Las funciones fendlicas se oxidan rapidamente en quinonas. La vulnerabilidad de la
vendimia depende de la abundancia de sistemas enzimaticos que catalizan la reaccion y,
en particular, de la actividad de la tirosinasa y de la lacasa. La oxidacion controlada

conduce a la «maduracién» del vino, pero la oxidacion demasiado rapida o demasiado



completa compromete la calidad del producto: visualmente y gustativamente (gustos y
olores indeseables) (Viticultura de Calidad. 2014).

1.2.4 BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES

Entre los compuestos fendlicos se encuentran los flavonoides. Su esqueleto carbonado
contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres
carbonos. Se clasifican en funcién del grado de oxidacion del puente de tres carbonos,
siendo los principales antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre
sus funciones se encuentra la defensa y la pigmentacién. En la ruta de biosintesis de
flavonoides, la primera etapa consiste en la condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA
con una molécula de p-cumaril-CoA. Esta reaccion esta catalizada por calcona sintasa y
da lugar a naringerina calcona, precursor de los flavonoles y antocianinas. La misma
condensacion catalizada por la estilbeno sintasa conduce a la formacién estilbenos
implicados en mecanismos de defensa de plantas frente a patdégenos (Garcia A. et al.
2009).
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1.3 RADICALES LIBRES

1.3.1 DEFINICION

Los radicales libres se pueden definir como cualquier especie quimica capaz de existir en
forma independiente y que contiene uno o mas electrones libres o no apareados. La
mayoria de los radicales libres son inestables y quimicamente muy reactivos. Ejemplos
de radicales libres que se forman en el organismo son super 6xido, hidroxilo, éxido de

nitrogeno (Antioxidantes en su dieta. 2013).

1.3.2 MECANISMOS PATOGENICOS DE LOS RADICALES LIBRES

En condiciones como la inflamacién, la hiperoxia, el metabolismo de algunas drogas y la
exposicion a radiaciones, incrementa la produccion de radicales libres derivados del
oxigeno. Un desequilibrio entre estos radicales y los sistemas antioxidantes causa

alteraciones funcionales y estructurales.

Los radicales libres inician una cascada de reacciones sobre los &cidos grasos
poliinsaturados, que se conocen como peroxidacién lipidica (auto-oxidacién), y que
puede producir alteraciones en las membranas bioldgicas. La interaccion de los radicales
libres con las proteinas da lugar a una oxidacion de los restos laterales de aminoacidos,
que ocasiona una pérdida de la funcidn biolégica que desempefian, también pueden
reaccionar con todos los componentes de los acidos nucleicos, producir oxidaciones de
las bases nitrogenadas, dando lugar a mutaciones.

El aumento de la actividad antioxidante es la consecuencia del exceso de oxidacion, en
un intento de restaurar la homeostasis celular.

En la insuficiencia renal crdnica, esta aumentada la produccion de radicales libres, por

ello se ha indicado que los radicales libres estan implicados en el dafio renal progresivo.
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1.3.3 FACTORES QUE PUEDEN ESTIMULAR LA PRODUCCION DE RADICALES
LIBRES SON:

Las inflamaciones

El cigarrillo

El ejercicio

La contaminacidn del aire

a > w D oE

Las radiaciones
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6. Las dietas altas en acidos grasos poliinsaturados
7. Las isquemias

8. Los carcindgenos (Antioxidantes en su dieta. 2013).

Uno de los cambios biol6gicos asociados a la ancianidad es el aumento en la formacion

de los radicales libres con dafios subsecuentes a los procesos celulares. Numerosos

estudios se han basado en la teoria del envejecimiento por radicales libres y el papel de

los antioxidantes, como vitamina E. Dentro de los efectos adversos de los radicales libres,

se citan los dafios a la membrana celular, al colageno, al ADN, al material cromosémico

y a las proteinas, enzimas y moléculas que nivelan la concentracion de calcio intracelular

(Antioxidantes en su dieta. 2013).
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FIGURA No. 6. Factores que estimulan la produccion de radicales libres.
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1.4 QUISHUAR

1.4.1 TAXONOMIA

Familia botanica: Budlejaceas

Nombre cientifico: Buddleja incana

Nombres comunes: Quishuar, quishuara (Arboles de Ecosistemas Forestales Andinos.
2013).

1.4.2 DESCRIPCION BOTANICA

Es un arbol de porte pequefio hasta mediano, de 3 m a 12 m de alturay 20 cm a 50 cm de
diametro, con el tronco a menudo robusto (Arboles de Ecosistemas Forestales Andinos.
2013).

1.4.3 CORTEZA

La corteza externa es agrietada y de color marron cenizo. La corteza interna es de color

crema claro (Arboles de Ecosistemas Forestales Andinos. 2013).
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1.4.4 HOJAS

Las hojas son simples, opuestas y alargadas. Miden de 10-12 cm de longitud por 2-2,5
cm de ancho. Son gruesas, con la cara interior densamente cubierta de pelos diminutos
que le dan un color blanco y un aspecto afelpado y suave al tacto. La cara superior es de
color verde claro u oscuro, con venas fuertemente impresas. Tienen el borde finamente

dentado (Arboles de Ecosistemas Forestales Andinos. 2013).

1.4.5 FLORES

Sus flores son pequefias, de aproximadamente 5 mm de longitud, y estan agrupadas en
pequefios racimos de muchas flores. Los pétalos son de color anaranjado a amarillo y
forman un tubo corto, con 4 estambres y un pistilo (Arboles de Ecosistemas Forestales
Andinos. 2013).

1.4.6 FRUTOS

Los frutos son pequefios, ovoides, de unos 5-6 mm de longitud. Se abren en dos partes y
contienen gran cantidad de semillas diminutas (Arboles de Ecosistemas Forestales
Andinos. 2013).

1.4.7 OBSERVACIONES PARA EL RECONOCIMIENTO DE LA ESPECIE

Se reconoce principalmente por su porte pequefio a mediano; por sus hojas que son
coridceas, alargadas y lanceoladas, con la cara inferior de color blanco y textura
aterciopelada; y por sus pequefias y abundantes flores pequefias de vivo color anaranjado
y amarillo (Arboles de Ecosistemas Forestales Andinos. 2013).

1.4.8 DISTRIBUCION Y HABITAT

Se encuentra en Bolivia, Colombia, Ecuador, Venezuela y Peru. El rango de distribucion
de la especie oscila entre los 1400-4200 m.s.n.m. (ecorregiones de la serrania esteparia y
la puna), en formaciones de bosque seco a subhimedo (Arboles de Ecosistemas

Forestales Andinos. 2013).
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1.49 USOS MEDICINALES

Para fines medicinales se usa el follaje en infusion como antirreumatico. También se
aplica sobre la piel para cicatrizar heridas, verrugas, el resfriado, mezclado con orina para
aliviar el dolor. En veterinaria es utilizada en algunas comunidades del Per( para tratar la
enfermedad del suefio en ovinos, para la curacién de la queratitis, Ulceras y heridas. En la
actualidad se le atribuyen efectos antibacterianos y antimicoticos ginecol6gicos, asi como
el de estimular la proliferacion del endometrio y regenerador de la piel, en ratones se ha
demostrado que inhibe la COX-2 (Arboles de Ecosistemas Forestales Andinos. 2013)
(Poma E. et al. 2009).

1.4.10 ANALISIS FITOQUIMICO

Contiene fenoles, glicosidos, terpenoides, triglicésidos flavonoides, una saponina
triterpenoide  llamada mimengoside B, triterpenoides, iridoides, glicdsidos
phenylpropides y un glicosido flavonoide con efectos citotdxicos en cultivo de
hepatocitos, verbascosides, derivados del acido cafeico, catalpol y flavonoides con
efectos antioxidantes (Mayor R. et al. 2010).

1.5 ALISO

FOTOGRAFIA No. 2. Arbol de Aliso.
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1.5.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Hamamelididae
Orden: Fagales

Familia: Betulaceae
Género: Alnus

Especie: acuminata (Aliso en sistemas silvopastorales. 2014).

1.5.2 DESCRIPCION

Arbol monoico, inerme, de 6-15 m de altura, 20-50 cm de didmetro, corteza lisa y gris
claro en los individuos jovenes, tornandose gris oscura y rugosa en los adultos. Follaje
caduco constituido por hojas simples, alternas, elipticas, de 5-18 cm de largo por 4-9 cm
de ancho, con el apice agudo o acuminado, base redondeada o aguda, borde
irregularmente aserrado, glabras o subglabras al envejecer, nervaduras prominentes en el

enveés, peciolo de 2-3 cm. de largo (Aliso. 2013).

Flores masculinas en amentos cilindricos erguidos y luego péndulos, de unos 10 cm de
largo por 1 cm de ancho, con numerosas bracteas que protegen a tres flores. Estas flores
poseen un caliz con 4 sépalos desiguales y 4 estambres con las anteras dorsifijas. Flores
femeninas en pseudoestrdbilos ovoideos de hasta 25 mm de largo por 12 mm de diametro,

con bréacteas tectrices que protegen 2 flores, con 2 estilos divergentes (Aliso. 2013).

Infrutescencia: pseudoestrébilos ovoides de 25 mm de largo por 15 mm de diametro,
escamoso, con numerosas brécteas lefiosas, cada una de las cuales cubren 2 semillas
(nuculas) comprimidas, aladas, de 2 mm de didmetro, color castafio, de estilos
persistentes (Aliso. 2013).
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1.5.3 USOS

Se le atribuye propiedades medicinales y especialmente contra la fiebre, hemorragias,

gripe, como cicatrizante y antirreumatico (Aliso. 2013).

1.5.4 ANALISIS FITOQUIMICO

El aliso presenta quinonas, esteroides, alcaloides, saponinas, cardendlidos, aceites
esenciales, taninos, compuestos fendlicos derivados del pirogalol y flavonoides (Aliso.
2013).

1.5.5 ESTUDIO TOXICOLOGICO

Estudios realizados en ratas se observd buena tolerancia sin ninglin efecto toxico
considerable a dosis de 2.000 mg/kg. Esta planta se puede tomar en forma de infusion
cuatro veces al dia utilizando 20 g/L agua. La presencia de quinonas y esteroides permite
una buena accién antiinflamatoria, antiséptica, antibacteriana, antiespasmodica y
antiulcerosa, pudiéndose utilizar para problemas digestivos, dolor estomacal y evitar
infecciones intestinales y las Glceras. Ademas, es un buen reconstituyente del organismo
por sus efectos maltiples. La presencia de flavonoides favorece estas acciones, junto con
los taninos y los aceites esenciales, sobre todo por su efecto antiséptico en garganta,
estdbmago y piel. Puede usarse para lavado de heridas (Aliso. 2013).

1.6 ROMERILLO

FOTOGRAFIA No. 3. Arbusto de romerillo.
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1.6.1 TAXONOMIA

Nombre Cientifico Hypericum laricifolium

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Theales
Familia Hypericaceae
Género Hypericum

Epiteto Especifico Laricifolium

1.6.2 DESCRIPCION

Arbustos, arboles pequefios, sufritices o hierbas, glabros o con pelos simples; tallo con
corteza exfoliante; lefio fisurado. Hojas opuestas, decusadas, sésiles o cortamente
pecioladas, mas o menos unidas en la base; lamina entera, glandulas presentes.
Inflorescencia de una sola flor o numerosas flores (Constituyents of Hypericum
laricifolium. 2013).

1.6.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Esta especie la encontramos en Venezuela, Colombia, y Ecuador entre los 2 200 a 4 300
msnm (Constituyents of Hypericum laricifolium. 2013).

1.6.4 USOS

Se usan como materia colorante, para tefiir de amarillo el algodon, la lana y para curar
una verruga tipo “zute”, se usa para curar el Paludismo (Constituyents of Hypericum
laricifolium. 2013).

Uno de los componentes méas abundantes de la planta (hypericina) también ha demostrado

presentar propiedades antitumorales via la actividad apoptocica de las células malignas.
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Otros estudios demuestran el estudio citotoxico en células tumorales, ademas inhibe el
crecimiento in vitro de células de cancer mamario en ratas y en humanos, actividad
antitumoral en carcinoma celular escamoso, melanoma maligno y linfoma. Por otro lado,
la planta ha demostrado tener actividad antimicrobiana contra bacterias gram positivos y
numerosos virus. Por la via tdpica es empleado como cicatrizante, antiséptico y antiviral,
posee marcada accién antiinflamatoria, antiespasmddica y diurética, actividad

antidepresiva y antiviral (Laines G. 2010).

1.6.5 COMPOSICION QUIMICA

Su composicion quimica es muy compleja pudiéndose citar entre sus principales
componentes en hojas y flores a los derivados diantronicos (naftodiantronas)
especialmente la hypericina y seudohypericina, flavonas, derivados floroglucinicos como
Hyperforina (2 a 4,5%), adhiperforina (0,2 a 1,8%), flavonoides. Estos dltimos
componentes son abundantes del 2 al 4%: en hiperosido, rutosido, quersitrosido e
hisoquersitrosido. Se sefiala la presencia de trazas de xantonas en los tallos floridos; aceite
esencial, taninos, 4&cidos fendlicos, triterpenos, carotenoides y esteroles. Los
constituyentes responsables de la coloracién del zumo contenidos en las puntuaciones
negruscas de las hojas son naftodiantronas: hypericina, biogeneticamente derivada de la
hemodolantrona, va acompafiada por seudohypericina y en la planta fresca

protohypericina y protoseudohypericina (Laines G. 2010).

1.7 Artemia salina

FOTOGRAFIA No. 4. Artemia salina.
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1.7.1 TAXONOMIA

Artemia es un pequefio crustaceo, de color semitransparente que vive en lagos salados y
estanques de salinas. El género Artemia, es el crustaceo branquiopodo méas ampliamente
distribuido en el mundo, su clasificacion taxondémica es: Phylum: Arthopoda, Subphylum:
Crustaces, Clase: Branchiopoda, Orden: Anostraca, Familia: Artemidae (Otto A. et
al. 2012).

1.7.2 REPRODUCCION

Es un animal oviparo, que se reproduce mediante huevos llamados quistes los que se
dividen en dos tipos: Uno tiene la cascara delgada y escotillas en la bolsa de la cria 'y el
otro tiene la céscara fuerte y permanecen viables durante varios afios fuera del agua y
eclosionan al ser sumergidos en agua salada (Otto A. et al. 2012).

1.7.3 ECLOSION DE LOS QUISTES

La Artemia salina se reproduce a través de quistes de gran resistencia que pueden
conservarse intactos durante largos periodos alejados de cualquier fuente de agua, en ese
momento los quistes se encuentran en una especie de capsulas bioldgicas que se reactiva

con su hidratacién durante unas o dos horas en agua dulce (Otto A. et al. 2012).

1.7.4 CARATERISTICAS FISICAS

Los adultos de Artemia miden hasta 10 mm de longitud en las poblaciones bisexuales y
hasta 20 mm en las poblaciones partenogenéticas. Los adultos se caracterizan por un
cuerpo alargado con dos ojos completos pedunculados, un aparato digestivo lineal, unas
anténulas sensoriales y 11 pares de toracopodos funcionales. EI macho posee un par de
piezas prensiles musculadas muy caracteristico como antenas en la region cefélica
mientras que en la parte posterior del torax se puede observar un par de penes. La hembra
no tiene apéndices distintivos en la region cefalica, puede ser facilmente reconocida por
el saco de puesta o Utero que esta situado detras del undécimo par de toracépodos (Otto
A. etal. 2012).
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1.7.5 ALIMENTACION
La Artemia se alimenta principalmente de Plancton, Detritus y toda materia organica en

suspension, ademas se le puede suministrar en cultivos artificiales, clara de huevo, harinas

de pescado, de maiz, soja entre otros (Otto A. et al. 2012).
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CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se desarroll6 en la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo:

- Laboratorio de Fitoquimica (Facultad de Ciencias).
- Laboratorio de Quimica Instrumental (Facultad de Ciencias).

- Laboratorio de Nutricién Animal y Bromatologia (Facultad de Ciencias Pecuarias).

2.2 MUESTRAS, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MUESTRAS

Las muestras de hojas secas y pulverizadas de Quishuar (Buddleja incana), Aliso (Alnus
acuminata) y Romerillo (Hypericum laricifolium) que se usaron en la presente
investigacion estan detalladas en la TABLA No. 3.

TABLA No. 2. Muestras de material vegetal usado en la investigacion.

MUESTRA SITIO DE RECOLECCION CcODIGO
Aliso Facultad de Ciencias - ESPOCH Al?so 1
Carretera Lagunas de Atillo - Macas Aliso 2
Quishuar Facultad de Ciencias - ESPOCH Qu!shuar 1
Casa Condor — via San Juan-El Arenal Quishuar 2
Romerillo Lagunas de Atillo Romerillo 1
Parque Polylepis — EL ARENAL Romerillo 2
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2.2.2 EQUIPOS

- Balanza Analitica (ADAM Y BOECO) - Espectrofotometro (PERKIN ELMER
- Estufa (MEMMERT). LAMDA EZ 201 Y HELYOS B)

- Mufla (VULCAN Y SNOL) - Rotavapor

- Refractometro (BAUSCH Y LOMB) - Cémara fotogréfica (SONY)

- pH metro (HANNA INSTRUMENT Y - Bomba de vacio

HANNA WATERPROOF) - Refrigeradora (DUREX)

- Gps (Garmin map60Scx)

2.2.3 REACTIVOS

- Acetona - Tricloruro de Aluminio al 10 %
- Acetato de sodio anhidro - Oxido de aluminio

- Acido acético glacial - Permanganato de potasio 0,1 N
- Acido ascérbico (Vitamina C) - Polifenoloxidasa (PPO de Pulpa de
- Acido galico manzana)

- Acido clorhidrico - Quercetina

- Acido férmico - Reactivo de Dragendorff

- Agua destilada - Reactivo de Mayer

- Acido sulfdrico - Reactivo de Wagner

- Alcohol amilico - Reactivo de Baljet

- Anhidrido acético - Reactivo de Folin-Ciocalteau

- Buffer Acetato de sodio/acido acético - Solucion de Fehling

pH 5 - Silica gel 60 HF254

- Carbonato de sodio al 20 %

- Catecol (Dihidroxibenceno) 0,5 M

- Cloroformo

- Dimetilsulféxido (DMSO)

- Etanol al 96 % y al 70 %

- Nitrato de plata 0,1 M

- Hidroxido de sodio 0,05 N, 5 N, 1 M,
al20yal5%

- Nitrito de Sodio al 5 %
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2.3 TECNICAS Y METODOS

2.3.1 RECOLECCION

La muestra de Aliso (Alnus acuminata) se recolectd en las proximidades de la Facultad
de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo a 2750 m.s.n.m. (Aliso 1)
y en la carretera desde las Lagunas de Atillo hacia Macas a 3042 m.s.n.m. (Aliso 2), la
muestra de Quishuar (Buddleja incana) se recolectd en las proximidades de la Facultad
de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo a 2750 m.s.n.m. (Quishuar
1) y en la carretera a la altura de la Casa Condor, en la via que conduce de San Juan hacia
El Arenal a 3930 m.s.n.m. (Quishuar 2), la muestra de Romerillo (Hypericum
laricifolium) se recolectd en el sector de las Lagunas de Atillo a 3450 m.s.n.m. (Romerillo

1) y en el parque Polylepis — El Arenal a 4342 m.s.n.m. (Romerillo 2).

TABLA No. 3. Sitios de recoleccion de las muestras Aliso, Quishuar y Romerillo.

Aliso1 | 2750 m.s.n.m. Quishuar 1 2750 m.s.n.m. | Romerillo 1 3450 m.s.n.m.
Aliso 2 | 3042 m.s.n.m. Quishuar 2 3930 m.s.n.m. | Romerillo 2 4342 m.s.n.m.

2.3.2 PROCESAMIENTO DE MATERIA PRIMA: LIMPIEZA Y DESINFECCION
DEL MATERIAL VEGETAL

- Se toman las hojas y se elimina impurezas y cuerpos extrafios, sacudiéndola.

- Se lavan con agua sumergiéndolas en un recipiente.

- Setienden en un espacio ventilado sin la incidencia directa de la luz solar por 7 dias.
- Setrituran las hojas recolectando el producto en recipientes por separados.

- Se almacenan las muestras evitando contacto con luz y humedad en recipientes de

plasticos oscuros.

2.3.3 ANALISIS FISICO — QUIMICO DE ALISO (Alnus acuminata), QUISHUAR
(Buddleja incana) Y ROMERILLO (Hypericum laricifolium) COMO DROGAS SECAS
Se aplicd la norma ramal NRSP 309 del Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP,
1992) para realizar el control de calidad de las drogas secas en base a los siguientes

parametros (Minsap. 1992):
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2.3.3.1 DETERMINACION DE HUMEDAD

2.3.3.2 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

2.3.3.3 DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

2.3.3.4 DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO

2.3.4 ELABORACION DE LOS EXTRACTOS

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

[
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentraciéon

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

I
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
]

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentraciéon

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO B
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
]

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

FUENTE: Normas ramales. Drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 Y 312. MINSAP
1992.
FIGURA No. 7. Esquema de las extracciones sucesivas del material vegetal para la aplicacién de

técnicas de tamizaje fitoquimico.

2.3.5 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS
Se aplico la norma ramal NRSP 312 del Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP,

1992) para realizar el control de calidad de los extractos etandlicos en base a los siguientes

parametros:
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2.3.5.1 DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS

2.3.5.2 DETERMINACION DEL pH

2.3.5.3 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

2.3.5.4 DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA

2.3.5.5 DETERMINACION DE LOS SOLIDOS TOTALES

2.3.6 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El estudio fitoquimico tiene como finalidad aislar e identificar los diferentes tipos de

compuestos presentes en la planta.

EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5 mL
ENSAY%%LE SUDAN ENSAYO DE BALJET
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONAS Y COUMARINAS)

- . 5mL
15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDORFE ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARD

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

FIGURA No. 8. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto etéreo.

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

imL Z‘mL 2mL ‘ 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE oL ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE !
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE Cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(AZ REDUCTORES) | |- 5 E RMAN-BUCHARD [FENOLES'Y TANINOS) BORNTRAGER| (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
- (7 RITERPENOS-ESTEROIDES) (QUINONAS) MA(‘/(LEC}i Y I\é\/E/;)GNER
ENSAYO DE ENS%A% DE 2mL
RESINA m
S ENSAYé gﬂE_ BALJET NINHIDRINA ENSAYO DE
(AMINOACIDOS]
P ¢ ) ANTOCIANIDINA

N
3
E

ENSAYO ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE

(FLAVONOIDES)

FIGURA No. 9. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto alcohélico.
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EXTRACTO ACUOQSO

DMNIDIR EM FRACCIONE S

nes
E DRAGENDORFF 10mL
W WAGNER ENSAYO DE
LOICES) MUCILAGOS

ENSAYD DE
2 mL PRINCIPIOS AMARGO

[ %]
[ %]

2mL
ENSAYD DE CLORURO 2'mL

2m
FERRICO ENSAYDO DE ESPUMA
TANINDS) (SAPONNAS)

FIGURA No. 10. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso.

2.3.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

2.3.7.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL MARCADOR QUIMICO
FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADOS COMO PORCENTAJE DE
QUERCETINA (TLC).

1. FUNDAMENTO

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de un
adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte con 2 fases, la fase movil
es liquida y la fase estacionaria en un sélido. La fase estacionaria serd un componente
polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria, de forma que

los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares.

2. PROCEDIMIENTO

- Se prepara la suspension con silica gel mezclandola con agua en un vaso de
precipitacion.

- Se esparce la suspension de silica gel sobre una placa de vidrio limpia y seca,
distribuyéndola homogéneamente en su superficie.

- Se coloca la placa de silica en la estufa por el lapso de 1 hora para su activacion.

- Se retiran las placas de la estufa y esperamos a que se enfrien.
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Se prepara el sistema de solventes para el corrido en la siguiente relacion: cloroformo
- acetona - acido formico (75 : 16,5 : 8,5 v/v) hasta volumen de 30 mL, y se coloca en
una cuba de vidrio.

Se coloca las gotas de los extractos sobre la placa a 1 cm de distancia del borde inferior
con la ayuda de capilares, se espera que las manchas se sequen se repite el
procedimiento por 3 a 4 veces, evitando que se mezclen.

Se introduce la placa dentro de la cuba y se dejo correr el sistema de solventes hasta
que alcancen las % partes de la placa.

Se retira la placa de la cuba y se espera a que se sequen por 5 minutos.

Se prepara el equipo para el revelado de las placas, encendemos la bomba y la
conectamos al aspersor con la salida adecuada de aire para que el revelador sea
expulsado en la cantidad suficiente.

Se coloca la placa en la camara extractora de gases y roseamos la vainillina al 1 % a
una distancia adecuada evitando que se darfie la placa y esperamos hasta que se seque.
Se aplica por aspersion el acido sulfdrico al 10 % a una distancia adecuada y esperamos
a que se seque la placa.

Se coloca la placa en el reverbero a temperatura baja y esperamos a que las manchas
resalten por accion del calor.

Se miden la distancia de recorrido del sistema de solventes y de cada mancha desde el

centro de la misma hasta el origen de la misma.

. CALCULOS

Distancia recorrida por la muestra

Distancia recorrida por los solventes

2.3.7.2 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES (METODO DEL ALCLs3)

1. FUNDAMENTO

El AICIz anhidro forma quelatos con flavonoides orto-dihidroxilados, 3-hidroxilados y 5-

hidroxilados en medio basico (FIGURA No. 9). Estos quelatos presentan una colacion

rosada indicando la presencia de flavonoides. Los valores de flavonoides totales son
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expresados en valores de mg del flavonoide empleado como estdndar equivalente por
gramo de muestra (Palomino L. et al. 2009).

C“‘“ |
o o |
—_— N, _— o ©
OH o

AlQl 3 (exe.) Al HO S

FIGURA No. 11. Reaccion de quelacion del ién Al®* con los flavonoides.
FUENTE: Markham, 1968.

2. PROCEDIMIENTO

- Se realizan los ensayos en los extractos siguiendo el siguiente esquema:

TABLA No. 4. Esquema de reactivos para la cuantificacion de flavonoides totales por
el método del AICls.

Reactivos Volumen (pL)
Aliso 1
Aliso 2
Muestras Quishuar 1 500
(Extractos) Quishuar 2
Romerillo 1
Romerillo 2
Agua 400
NaNO; al 5 % 38
Reposo cerrado a Temperatura ambiente por 5 minutos.
AlClz al 10 % 38
Reposo cerrado a Temperatura ambiente por 6 minutos.
NaOH 1 M 250
Agua 24

- Laabsorbancia de la reaccion fue medida a una longitud de onda de 510 nm.

3. CALCULOS

La concentracidn de flavonoides totales fue establecida mediante una curva de calibracién
de rutina a concentraciones que fueron desde 20 a 100 ppm, aplicando el mismo esquema

de preparacion de las muestras. Se determind la ecuacion de la recta para la curva de
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calibracién en base al estandar de rutina preparado a diferentes concentraciones medidas
a 510 nm y obteniendo la siguiente ecuacion para la recta:

TABLA No. 5. Ecuacion de larecta obtenida para la curva de calibracion del estandar de Rutina para
la determinacion del contenido de flavonoides totales.

Concentracion de Rutina

(ppm)
20 - 100 y=0,0017x—0,387 6 0,994 0,996 9

Ecuacion de la Recta R? R

2.3.7.3 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS (MICROMETODO DE
FOLIN-CIOCALTEAU)

1. FUNDAMENTO

Los compuestos fendlicos son oxidados por el reactivo de Folin-Ciocalteau. Este reactivo
contiene una mezcla de &cido fosfotungstico (HsPW12040) y el &cido fosfomolibdico
(HsPMo012040), que se reduce por oxidacion de los fenoles, originando oxidos de
tungsteno (WgO23) y de molibdeno (MogO23), de color azul. La coloracion azul producida
es proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos presentes, y posee una

absorcion maxima a 765 nm (Palomino L. et al. 2009).

OH OH

Reactivo de Folin
(W®*, Mo®") color
amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W”",
Mo™*) color azul

VaVaVaVal

FIGURA No. 12. Reaccién de Folin-Ciocalteau.

2. PROCEDIMIENTO

- Se realiza el ensayo en los extractos preparando las muestras afiadiendo 100 pL de
extracto vegetal, 5000 pL de agua, 500 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau, 2000 pL de

carbonato de sodio al 20%.
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- Se afora a 10 mL con agua destilada y se deja en reposo por 30 minutos, en oscuridad.
Se realizan las lecturas en el espectrofotometro a 765 nm.

3. CALCULOS

La concentracion de compuestos fendlicos totales se determiné mediante la elaboracion
de 2 curvas de calibracion usando el acido galico como estandar de referencia, se
prepararon soluciones en concentraciones de 20, 60, 100, 140, 200, 500, 800, 1100, 1400,

1700y 2 000 ppm y se aplicd el mismo esquema que en la preparacion de las muestras.

Se determina la ecuacién de la recta para la curva de calibracidn en base al estandar de
acido galico preparado a diferentes concentraciones medidas a 765 nm y obteniendo las

siguientes ecuaciones para la recta:

TABLA No. 6. Ecuaciones de la recta obtenidas para las curvas de calibracion del estdndar de &cido
gélico parala determinaciéon del contenido de compuestos fenélicos totales.

Concentracién de acido

L) Ecuacion de la Recta R? R
Galico (ppm)
20 -140 y = 0,001 2x — 0,004 0,998 3 0,9991
500 -2 000 y =0,000 8x + 0,192 1 0,998 2 0,9991

2.3.7.4 ENSAYO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE SEGUN EL METODO
ENZIMATICO DE INHIBICION DE LA POLIFENOLOXIDASA

1. FUNDAMENTO

Los métodos disponibles para determinar la susceptibilidad de pardeamiento son la
espectrometria de absorcion o métodos de reflactancia. Las técnicas de absorcion
involucran la medida espectrofotométrica sobre soluciones obtenidas después de separar
los tejidos y remover los sélidos. Tales medidas estiman los pigmentos solubles y suelen
estar presentes cerca de 400 nm, correspondientes a la absorcién maxima del catecol. La
medida de los pigmentos polimerizados y solubles unidos a membranas puede ser

evaluada por medidas de reflactancia sobre la fraccion insoluble (Mayor R. et al. 2010).
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OH O
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[ .
Actividad Catecolasa O

Difenol O-Quinona

FIGURA No. 13. Reaccioén de la polifenoloxidasa (PPO).

2. PROCEDIMIENTO

a. Buffer

- Se prepara el buffer de acetato de sodio/acido acético glacial aun pH 7, las 2 soluciones
de acetato de sodio y acido acético se prepararon por separado a una concentracion de
0,2 M.

- Se prepara el &cido acético 0,2 M (Solucién A): Se afor6 11,55 mL de &cido acético
(CH3COOH) hasta 1 L con agua destilada.

- Se prepara el acetato de sodio 0,2 M (Solucion B): Se diluy6 16,41 g de acetato de
sodio anhidro (CH3COONa) en 1 L de agua destilada.

- Se mezclan las 2 soluciones y se aforan a 100 mL con agua destilada de acuerdo al

siguiente esquema:

TABLA No. 7. Esquema para la elaboracién del buffer acetato de sodio/acido acético A pH 7.

Solucion A Solucion B pH
1mL 175 mL 7

- Se mantiene el buffer en refrigeracion a una temperatura de — 6 °C hasta su utilizacion.

b. Sustrato

- Se usa como sustrato una solucion de catecol 0,5 M preparado en el buffer, pesando
exactamente 0,275 2 g de catecol (PM = 110,06 g/mol), el catecol se prepara para cada
analisis ya que se degrada facilmente por factores ambientales tales como la luz y el

oxigeno del aire.
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C.

Se diluyen en 5 mL de buffer acetato de sodio/acido acético, cantidad que es suficiente

para los ensayos.

Extracto enzimatico

Se homogenizan 10 g de pulpa de manzana chilena (Red delicious), se mantiene en
refrigeracion de 4-14°C en 20 mL de buffer acetato de sodio/acido acético frio, dentro
de un mortero colocado en bafio de hielo.

Se filtra en un embudo frio con algodén y se recolecta en tubos de ensayo frios que se
taparon y se congelaron a -6 °C.

Se guarda el extracto enzimatico hasta su utilizacion.

. Determinacién de la actividad de la polifenoloxidasa

Se agrega a la celda del espectrofotdmetro 2 400 pL del buffer.

Se afiaden 300 pL de la solucién de catecol.

Se afiaden 300 uL del extracto enzimatico descongelado en bafio de hielo, se mezcla e
inmediatamente introducimos en el espectro y medimos el aumento en la absorbancia
a 420 nm por 4 minutos en intervalos de 30 segundos.

Se repite el proceso al minuto, 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos y 2 horas.

Se calcula la actividad de la enzima con base a la pendiente de la proporcion lineal de
la curva Absorbancia vs Tiempo.

. Muestras a ensayar

Se preparan las muestras a 3 diferentes concentraciones 10 000 ppm, 1 000 ppm y 100
ppm, de modo que al ser agregadas las otras soluciones las concentraciones finales
fueron de 1 000, 100 y 10 ppm.

Se pesan 0,05 g de extracto (muestra) en un balén aforado de 10 mL y se diluye con 5
mL de dimetilsulfoxido (DMSO), dando como resultado una solucion de
concentracion a 10 000 ppm.

Se realizan diluciones al décimo para obtener las soluciones a 1 000 y 100 ppm con el
buffer.
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f. Antioxidante estandar (vitamina C)

- Se usa la vitamina C como agente antioxidante positivo preparada a las mismas
concentraciones que las muestras a ensayar (1000, 100 y 10 ppm).

- Sediluyen 0,05 g de vitamina C en 5 mL de buffer obteniendo la solucion a 1000 ppm,
se realizan diluciones al décimo para obtener las otras concentraciones a 100 y 10 ppm.

0. Medida de la capacidad antioxidante

- Se aplica el siguiente esquema para medir la capacidad antioxidante:

TABLA No. 8. Esquema para el ensayo de la capacidad antioxidante.

Muestras Blanco 1000 ppm 100 ppm 10 ppm Vitamina C
Reactivos Volumen (mL)

Buffer 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1
Sustrato 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Muestra 0.3 0,3 0,3 0,3 0,3*

Extracto Enzimatico 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

*Se debe usar 0,3 mL de DMSO en el Estandar de Vitamina C.

- Se encera el espectrofotometro UV con el buffer acetato.

- Se adiciona el buffer, el sustrato, la muestra y las enzimas en una celda, la reaccion se
dio inicio mediante la adicion del extracto enzimatico y se comienza a leer
inmediatamente la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm.

- Se anotan las lecturas de la absorbancia cada 30 segundos desde el comienzo del
ensayo hasta que hayan transcurrido 120 segundos obteniéndose 4 lecturas de
absorbancia.

- Se leen primero el blanco, luego las diluciones de las muestras desde la menor a la
mayor concentracion, finalmente la vitamina C como testigo positivo.

- Se repite este procedimiento por 2 ocasiones en cada muestra en ensayo.

- Se considera como inhibicién nula la absorbancia correspondiente al blanco, en el que
las enzimas actuaron libremente sobre el catecol. Asimismo, se tomd como inhibicion
absoluta la que presenta la cubeta con el antioxidante de poder previamente probado.

- El porcentaje de inhibicion se determina relacionando la lectura del blanco con la
lectura de cada uno de los extractos.
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3. CALCULOS

. AA — AA
0% INHIBICION = —_420nm BLANCO 420 nm MUESTRA _ 4 4

AA420 nm BLANCO

Siendo:

A As20nm = Diferencia entre la absorbancia final e inicial a 420 nm.
2.3.8 BIOENSAYO DE TOXICIDAD EN Artemia salina
El bioensayo de la toxicidad de los extractos provenientes del materia vegetal en estudio

se realiz de acuerdo a lo que recomienda el manual de técnicas d investigacion del
CYTED (1996).
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CAPITULO 11

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LAS DROGAS SECAS DE ALISO (Alnus
acuminata), QUISHUAR (Buddleja incana) y ROMERILLO (Hypericum
laricifolium).

3.1.1 DETERMINACION DE HUMEDAD

Los resultados obtenidos para la humedad como drogas secas se reportan en el siguiente

cuadro:

CUADRO No. 1. Resultados de la determinacion de humedad del Aliso (Alnus acuminata), Quishuar
(Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum laricifolium) como drogas secas.
Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH, noviembre

del 2013.
Muestra % de Humedad EspeC|f|caC|~on (Farmacopea
espafiola 2002)

Aliso 1 9,12+ 0,08

Aliso 2 9,55+ 0,22
Quishuar 1 10,02 +0,15 0
Quishuar 2 8,95 + 0,07 Hasta 14 %
Romerillo 1 9,47 +0,22
Romerillo 2 9,33+0,00

En el cuadro No.1 se puede apreciar que el contenido de humedad determinado para el
Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum
Laricifolium) se encuentran dentro de los limites establecidos por la Farmacopea espafiola
en 2002 para productos naturales, la humedad por encima del 14% puede contribuir a

hidrolizar los principios activos presentes y al crecimiento bacteriano.
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3.1.2 DETERMINACION DE CENIZAS

Las cenizas son un indicativo del contenido de sales minerales presentes en la muestra.

Los resultados obtenidos para las cenizas como drogas secas se indican a continuacion:

CUADRO No. 2. Resultados de la determinacién de cenizas totales, solubles en agua e insolubles
en HCI del Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum
laricifolium) como drogas secas. Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de Ciencias.
ESPOCH, noviembre del 2013.

Cenizas Cenizas
. Insolubles en
Muestra Cenizas Totales Solubles en HCI (% en
(% en masa) Agua (% en
masa) rr_me}sa) .
Especificacion*
Aliso 1 5,87 + 0,56 3,52 £ 0,09 1,81+0,74
Aliso 2 3,64 +0,03 2,36 + 0,46 1,04 £ 0,50
Quishuar 1 9,20 £ 0,09 5,80+0,24 2,62+0,32
Quishuar 2 6,17+0,11 4,13+ 0,50 1,91 +0,25
Romerillo 1 2,99 + 0,37 1,98 + 0,31 0,82 £ 0,20
Romerillo 2 2,97 £ 0,00 1,90 £ 0,49 0,90 + 0,09
Especificacion <12% <7% <5%

* FARMACOPEA ESPANOLA 2002.Q<ZX

Como se observa en el cuadro No.2 los resultados de cuantificacion de cenizas se
encuentran dentro de los rangos establecidos por la Farmacopea espafiola en 2002 para

productos naturales.

Entre la muestra Aliso 1 y la muestra Aliso 2 existe diferencia en la cantidad de cenizas
siendo mayor la muestra Aliso 1. El Quishuar 1 tiene mayor contenido de cenizas frente
al Quishuar 2, evidenciando que existe diferencia entre las 2 muestras. Entre el Romerillo
1y el Romerillo 2 no hay diferencia como se observa en el cuadro No. 2, sus resultados

son muy similares, siendo casi los mismos.

3.2 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

Las caracteristicas organolépticas determinadas para los extractos etanolicos se reportan

a continuacion:
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CUADRO No. 3. Resultados de la determinacién de los requisitos organolépticos de Aliso (Alnus
acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum laricifolium) como drogas secas.
Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH, noviembre del 2013.

Extracto Olor Color Aspecto

Aliso 1 Herbal caracteristico de la Verde Liquido oscuro
planta, a alcohol 0SCcuro

Aliso 2 Herbal caracteristico de la Verde Liquido oscuro
planta, a alcohol oscuro

Quishuar 1 Herbal caracteristico de la Verde Liquido oscuro
planta, a alcohol 0SCuro

Quishuar 2 Herbal caracteristico de la Verde Liquido oscuro
planta, a alcohol oscuro

Romerillo 1 Herbal caracteristico de la Verde Liquido oscuro
planta, a alcohol 0SCuro

Romerillo 2 Herbal caracteristico de la Verde Liquido oscuro
planta, a alcohol oscuro

Los resultados que se observan en el cuadro No.3 son las caracteristicas organolépticas
de los extractos alcohdlicos de las muestras Aliso 1, Aliso 2, Quishuar 1, Quishuar 2,
Romerillo 1 y Romerillo 2, que comparadas entre las 2 muestras de la misma especie
vegetal no cambian el olor, color y aspecto ya que tiene las mismas propiedades.

3.3 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS -
PARAMETROS FiSICOS

En el siguiente cuadro se reportan los resultados obtenidos en la determinacion de los

parametros fisicos de los extractos etandlicos:

CUADRO No. 4. Resultados de ladeterminacion de los parametros fisicos de los extractos etanélicos
de Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum
laricifolium). Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de ciencias. ESPOCH,
noviembre del 2013.

Indice de Densidad Solidos .

Extracto pH < Relativa ° Brix

Refraccion Totales (%)
(g/mL)

Aliso 1 5,83 1,365 0,85 8,33 25,7
Aliso 2 5,90 1,371 0,87 8,29 25,2
Quishuar 1 6,20 1,382 0,90 9,07 27,0
Quishuar 2 6,11 1,377 0,88 9,23 27,1
Romerillo 1 5,95 1,367 0,87 8,55 24,9
Romerillo 2 5,87 1,370 0,89 8,72 25,0

Todos los extractos estudiados tienen valores de pH ligeramente acidos, siendo el méas
acido el Aliso 1 con un pH de 5,83; seguido por el Romerillo 2 con 5,87; el Aliso 2 con
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5,90; el Romerillo 1 con 5,95; el Quishuar 2 con 6,11 y el Quishuar 1 con un valor de

6,20 siendo el valor mas alto de pH.

El resultado del indice de refraccion muestra que el valor mas alto es el del Quishuar 1
con 1,382; el Quishuar 2 con 1,377; el Aliso 2 con 1,372; el Romerillo 2 con 1,370; El
Romerillo 1 con 1,367 y el Aliso 1 con 1,365.

La densidad relativa fue para el Quishuar 1 de 0,90 g/mL, el Romerillo 2 con 0,89 g/mL,
el Quishuar 2 con 0,88 g/mL, el Aliso 2 y el Romerillo 1 con 0,87 g/mL y el Aliso 1 con
0,85 g/mL lo que es un indicativo de que todos los extractos son ricos en componentes de
naturaleza apolar y la concentracion de estos componentes es mas abundante en el Aliso
1.

3.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico ayuda a determinar cualitativamente la presencia de los
principales metabolitos secundarios, se utilizaron pruebas cualitativas mediante cambios
en la muestra de ensayo mediante formacion de precipitados o cambios de coloracién en
la muestra de ensayo. Los resultados obtenidos para el tamizaje fitoquimico de los

extractos se indican a continuacion:
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CUADRO No. 5. Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etéreo, etandlico y acuoso de la
muestra Aliso 1, Aliso 2, Quishuar 1, Quishuar 2, Romerillo 1 y Romerillo 2.
Laboratorio de Productos Naturales. Facultad de ciencias. ESPOCH, noviembre

del 2013.
ENSAYO METABOLITO RESULTADOS
EXTRACTO ETEREO ALISO QUISHUAR ROMERILLO
1 2 1 2 1 2
Sudén 111 Aceites y grasas - - +++ +++ +++ +++
Dragendorff Alcaloides - - - - - -
Mayer Alcaloides - - - - - -
Wagner Alcaloides - - - - - -
Baljet Lactonasy cumarinas - - - - - -
L-B Triterpenos ylo +++ +++ +++ +++ ++ ++
esteroides
EXTRACTO ALCOHOLICO
Catequinas Catequinas + + ++ ++ ++ ++
Resinas Resinas - - - - + +
Fehling Azlcares reductores + + ++ ++ ++ ++
Baljet Lactonas y cumarinas ++ ++ ++ ++ ++ ++
L-B Triterpenos ylo  +++ +++ +++ +++ +++ +++
esteroides

FeCls Taninos +++ +++ +++ +++ +++ +++
Borntrager Quinonas ++ ++ ++ ++ ++ ++
Shinoda Flavonoides + + + + +++ +++
Antocianidina  Flavonoides - - - - e+ 4+
Dragendorff Alcaloides - - - - - -
Mayer Alcaloides - - - - - -
Wagner Alcaloides - - - - - -
Espuma Saponinas - - - - - -
EXTRACTO ACUOSO
Dragendorff Alcaloides - - - - - -
Mayer Alcaloides - - - - - -
Wagner Alcaloides - - - - - -
FeCls Taninos +++ +++ ++ ++ +++ +++
Shinoda Flavonoides - - - - + +
Fehling Azlcares reductores - - +++ ++ +++ +++
Espuma Saponinas - - - - - -
Mucilagos Mucilagos - - - - - -
Principios amargos ++ ++ ++ ++ ++ ++

INTERPRETACION: - NO PRESENCIA
+ BAJA EVIDENCIA
++ EVIDENCIA
+++ ALTA EVIDENCIA

Los resultados del cuadro No.5 para la muestra Aliso 1 y Aliso 2 nos indican la presencia

abundante de triterpenos y taninos, otros compuestos existentes fueron: lactonas,
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cumarinas, flavonoides, quinonas, azlcares y principios amargos y catequinas para las
dos muestras. Ninguna de las muestras reportd la presencia de alcaloides, aceites, grasas,
resinas, saponinas y mucilagos, estos resultados son similares para las dos muestras
originarias de diferentes altitudes y concuerdan con el andlisis fitoquimico realizado en
Alnus acuminata por Séanchez, I. et al. (2012) y Salama, A. et al. (1989) y en Alnus
glutinosa por Middleton, P. et al. (2005) que en su estudio destaca la presencia de

quinonas, flavonoides, esteroides, taninos y compuestos fenolicos.

Los resultados del cuadro No.5 para las muestras Quishuar 1 y Quishuar 2 nos indican la
presencia abundante de aceites, grasas, triterpenos, flavonoides, taninos, azlcares
reductores, lactonas, cumarinas, quinonas, catequinas y principios amargos para las dos
muestras, ninguna de las muestras que se analizaron dio positivo para alcaloides, resinas,
saponinas y mucilagos, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Poma, E. et al.
(2009) y Benavides, N. et al. (2011) en Buddleja incana en el que resaltan la presencia de
terpenos, flavonoides, y derivados de los flavonoides, ademas Pan, y. et al. (2010) en
Buddleja officinalis que destacan la presencia de flavonoides y compuestos fenolicos.
Entre las muestras Quishuar 1 y Quishuar 2 no hay diferencia en la presencia de
metabolitos secundarios, siendo los resultados iguales pese a la gran diferencia de altitud

en la que fueron recolectadas las muestras.

Los resultados del cuadro No.5 para las muestras Romerillo 1 y Romerillo 2 nos indican
la presencia abundante de flavonoides, taninos, triterpenos, azlcares reductores,
esteroides, lactonas, cumarinas, catequinas, resinas, aceites, grasas y principios amargos;
la ausencia de alcaloides, saponinas y mucilagos para las dos muestras, siendo similares
a lo reportado por Laines, G. (2010) en el Hypericum laricifolium y con Peir6, P. et al.
(2010) en Hypericum perforatum en para el que indica la presencia de flavonoides,
triterpenos y esteroles y con Zou, Y. et al. (2004) en Hypericum perforatum que indica la

presencia de flavonoides.

Como se puede observar las tres especies vegetales tienen triterpenos, taninos,
flavonoides, y ausencia de alcaloides, saponinas y mucilagos. La no presencia de
alcaloides en todas las muestras se puede atribuir a que al ser plantas de alta montafia no

necesitan proteccion frente a predadores herbivoros, microorganismos, etc.
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3.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

351 ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL MARCADOR QUIMICO
FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADO COMO PRESENCIA DE QUERCETINA

El analisis cromatografico permite separar e identificar compuestos contenidos en una

mezcla mediante el calculo de los Rf de cada una de las manchas.

CUADRO No.6. Anélisis por TLC de los extractos etanolicos de Aliso (Alnus acuminata), Quishuar
(Buddleja incana) Y Romerillo (Hypericum Laricifolium) para identificar
flavonoides. Laboratorio de fitoquimica. ESPOCH, noviembre 2013.

Muestra Banda Rf Compuesto
Aliso 1 1 0,14  Flavonoide gl!cosilado
2 0,28 Quercetina
1 0,28 Quercetina
Aliso 2 2 0,82 Flavonona e isoflavona
3 0,92 -
. 1 0,43 Quercetina
Quishuar 1 2 0,69 Flavonol y Flavonona
. 1 0,43 Quercetina
Quishuar 2 2 0,69 Flavonol y Flavonova
1 0,14  Flavonoide glicosilado
Romerillo 1 2 0,29 Rutipa_o Kaempferol
3 0,31 Acido cafeico
4 0,43 Quercetina
1 0,14  Flavonoide glicosilado
Romerillo 2 2 0,29 Rutipa_o Kaempferol
3 0,31 Acido cafeico
4 0,43 Quercetina
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1 2 4 5 6

FIGURA No. 14. Cromatografia en capa fina de silica gel HF2s4, en el sistema
de solventes: Cloroformo-Acetona-Acido formico (75 : 16,5 : 8,5 v/v).
1. Extracto etandlico de Aliso - Facultad de Ciencias ESPOCH
2. Extracto etandlico de Aliso - Carretera lagunas de Atillo-Macas
3. Extracto etandlico de Quishuar - Facultad de Ciencias ESPOCH
4. Extracto etanélico de Quishuar - Casa Condor-Via San Juan-El Arenal
5. Extracto etandlico de Romerillo - Lagunas de Atillo
6. Extracto etandlico de Romerillo - Parque Polylepis-El Arenal
Revelador: Sulfato de cerio

De acuerdo a los Rf encontrados en bibliografia segin Wagner, H. et al. (1996) y
comparados con los Rf calculados se pudo determinar en el Aliso 1 la posible presencia
de flavonoides glicosilados y quercetina. En el Aliso 2 la posible presencia de quercetina
y flavona e isoflavona. Estas muestras tienen en comun la presencia de quercetina y se
diferencia en el segundo metabolito encontrado, este resultado puede deberse a la
diferencia de sus hébitats como es el Aliso 1 ubicado en la cuidad de Riobamba con una
altitud menor, un clima seco, menor humedad en comparacion al Aliso 2 que esta en la
carretera que conduce desde Las Lagunas de Atillo hacia Macas. En las muestras de
Quishuar 1 y Quishuar 2 se evidencia los mismos resultados, probablemente la presencia
de quercetina, flavonol y flavonona. En el Romerillo 1 y Romerillo 2 se tiene la posible

presencia de flavonoide glicosilado, rutina o keaempferol, acido cafeico y quercetina.
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En el Aliso existen pequefas variaciones debido a que presentan una banda diferente
luego del revelado, el Quishuar y el Romerillo presentan las mismas bandas no existiendo
variaciones en sus muestras. Estos resultados son muy importantes porque de la presencia
de flavonoides y sus derivados, que seran los responsables de la actividad antioxidante

presente en las muestras.

3.5.2 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES (METODO DEL AICls)

El AICIlz anhidro forma quelatos con flavonoides en medio bésico, estos quelatos

presentan una colacién rosada indicando la presencia de flavonoides.

En el anexo No.1, se indican las lecturas de las absorbancias y concentraciones
determinadas por espectroscopia UV para la elaboracién de la curva de calibracion
usando catequina como patron realizando la lectura a 510 nm, para la determinacién de

flavonoides totales en los extractos etandlicos, los resultados se indican a continuacion:

CUADRO No. 7. Resultados de la concentracién de flavonoides totales expresados en mg de
catequina/g de muestra determinados en los extractos etandlicos de Aliso (Alnus acuminata),
Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum laricifolium). Laboratorio de Productos
Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH, noviembre del 2013.

Contenido de

Concentracién en .
Flavonoides

. m de
Muestras Absorbancia Ca&%uiéﬁmL de totales enmg de
extracto) Catequina por g
de Muestra

Aliso 1 0,320 293,11 2,93
Aliso 2 0,317 290,28 2,90
Quishuar 1 0,395 363,86 3,63
Quishuar 2 0,415 382,73 3,82
Romerillo 1 0,460 425,18 4,25
Romerillo 2 0,410 378,01 3,78
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mg cateauin/  CONCENTRACION DE FLAVONOIDES TOTALES

g muestra
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* DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA. HSD DE TUKEY AL 95,00 % DE SIGNIFICANCIA. 4 GRUPOS: A, B, C, D. N = 4. p-VALOR > 0,05.

GRAFICO No.1. Concentracion de flavonoides totales extraidos en los extractos etandlicos
expresados en mg de catequina por g de muestra. Laboratorio de Quimica Instrumental. Facultad de
Ciencias. ESPOCH, noviembre del 2013.

En los resultados indicados en el cuadro No.7 'y representados en el grafico No.1 se
observa que el contenido de Flavonoides Totales el Romerillo 1 es de 4,25 mg/g de
muestra, siendo el més alto para las muestras analizadas, seguido por el Romerillo 2 con
3,75 mg/g, el Quishuar 2 con 3,82 mg/g, el Quishuar 1 con 3,63 mg/g, el Aliso 1 con 2,93
mg/g y por ultimo el Aliso 2 con 2,90 mg/g. Con el Test de Tukey (Anexo No.12) a nivel
de significancia del 95,00 % se establecid que las muestras Quishuar 1 y Romerillo 1 son

estadisticamente diferentes con p-Valor < 0,05.

La concentracion de flavonoides totales reportado para las muestras Aliso 1y Aliso 2 son
menores al valor de 21,00 mg/g reportado por Tamas, M. et al. (2008) en Alnus glutinosa
originaria de Rumania, entre Aliso 1 y Aliso 2, aunque son provenientes de ecosistemas
diferentes no existe diferencia significativa sobre el contenido de flavonoides, con esto se
puede decir que aunque las condiciones ambientales son diferentes en los ecosistemas del

que provienen las 2 muestras, no varian su contenido de flavonoides.

Los resultados de los analisis de Flavonoides totales en las muestras Quishuar 1 y
Quishuar 2 son mayores a 1,1286 mg/g de muestra determinados por Poma, E. et al.
(2009), pudiéndose atribuir el resultado a la altitud de la que las muestras son originarias

y segun Caldwell, M. et al. (1989) por el mecanismo de adaptacion a la radiacion UV-B
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que provoca el aumento de la produccion de metabolitos secundarios tales como fenoles
y flavonoides siendo las especies vegetales usadas en esta investigacion mas ricas en
flavonoides y sin una diferencia representativa entre el Quishuar 1 y Quishuar 2 pese a
existir gran diferencia entre la altitud de la zona originaria de las muestras, en la
investigacion realizada por Benavides, N. et al. (2011) dan resultados de 7,73mg/g de
muestra en el extracto metandlico de Buddleja incana y en la investigacion de Pan, Y. et
al. (2010) realizado en Buddleja officinalis tiene resultados de 75,33 mg/g de muestra 'y
62,56 mg/g de muestra en la extraccion asistida por microondas y en la extraccion en
Soxhlet respectivamente, estos resultados se pueden atribuir al método de extraccion

usado en las investigaciones citadas.

Los resultados de la concentracion de flavonoides totales en Romerillo 1 y Romerillo 2
tienen una ligera diferencia entre si, siendo el mas rico en flavonoides el Romerillo 1
originario de Las Lagunas de Atillo. Bergonzi M. et al. (2001) destaca la presencia de
flavonoides en el Hypericum perforatum, con lo que se confirma la presencia de
flavonoides dentro de este género, en el estudio llevado a cabo por Zheleva, D. et al.
(2008) en Hypericum cerastoides da como resultado 12,2 mg de hiperosido/g de muestra
explicandose este valor superior a la diferencia de especie y a los reactivos usados.

3.5.3 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS (MICROMETODO DE
FOLIN-CIOCALTEAU)

El método de Folin-Ciocalteau se usa para determinar el contenido total de compuestos
fenolicos en el analisis de plantas y alimentos, es Util para evaluar estos materiales porque
contienen muchas clases de compuestos fendlicos. En el anexo No.2, se presentan los
datos empleados para elaborar las curvas de calibracion usando acido galico como patron

medido a 765 nm. Los resultados determinados para los compuestos fendlicos fueron:
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CUADRO No.8. Resultados de la concentracidon de compuestos fendlicos totales expresados en mg
de acido galico/g de muestra determinados en los extractos etanélicos de Aliso (Alnus acuminata),
Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum laricifolium). Laboratorio de Productos
Naturales. Facultad de Ciencias. ESPOCH, noviembre del 2013.

Contenido de Compuestos
Fenolicos Totales en mg
de Acido Galico por g de

Concentracion en ppm
Muestras Absorbancia (Mg de Acido
Galico/mL de extracto)

Muestra
Aliso 1 4,031 4799,45 47,99
Aliso 2 4,009 4771,12 47,71
Quishuar 1 2,390 2747,37 27,47
Quishuar 2 3,984 4740,29 47,40
Romerillo 1 3,867 459446 45,94
Romerillo 2 4,046 4817,79 48,17

mg acido galico/: CONCENTRACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

g muestra

TOTALES
60
50 47T99 47,71 47,4 45.94 48[17
3
40
27,47

30 ¥

20

10

0

ALISO 1 ALISO2  QUISHUAR1 QUISHUAR2 ROMERILLO 1 ROMERILLO 2

*: DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA. HSD DE TUKEY AL 95,00 % DE SIGNIFICANCIA. 4 GRUPOS: A, B, C, D, E. N =5. p-VALOR > 0,05.

GRAFICO No.2. Concentracién de compuestos fendlicos totales extraidos en los extractos
etandlicos expresados en mg de acido gélico por g de muestra. Laboratorio de
Quimica Instrumental. Facultad de Ciencias. ESPOCH, noviembre del 2013.

Los resultados reportados en el cuadro No.8 y representados en el grafico No.2 para el
contenido de compuestos fenolicos totales en funcion del &cido galico fueron para el
Romerillo 2 de 48,17 mg/g de muestra, Aliso 1 de 47,99 mg/g de muestra, el Aliso 2 con
47,71 mg/g de muestra, el Quishuar 2 con 47,40 mg/g de muestra, el Romerillo 1 con
45,94 mg/g de muestra y el Quishuar 1 con 27,47 mg/g de muestra. Con el Test de Tukey
(Anexo No.11) a nivel de significancia del 95,00 % se establecié que las muestras
Quishuar 1 y Romerillo 1 son estadisticamente diferentes con p-Valor < 0,05.
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Los resultados de Aliso 1 que se encuentra en la ESPOCH a la altura de 2750 m.s.n.m. y
el Aliso 2 ubicado en la carretera que va desde Las Lagunas de Atillo hacia Macas a una
altura de 3042 m.s.n.m. tienen similar concentracion de compuestos fendlicos. En
estudios realizados en la corteza de Alnus incana por Stevic, T. et al. (2010) reportan
resultados de 316,2 mg/g siendo mayor estos resultados al de las muestras estudiadas en
la presente investigacion. Mushkina, O. et al. (2013) encuentra cantidades representativas

de compuestos fenolicos en Alnus glutinosa y Alnus incana.

El valor de la muestra Quishuar 1 que se encuentra en la ESPOCH a la altura de 2750
m.s.n.m. es menor a la muestra de Quishuar 2 que se ubica alrededor de La Casa Condor
a una altura de 3930 m.s.n.m. posiblemente esta diferencia de compuestos fendlicos se
debe a la diferencia de altura existente entre los sitios de recoleccion y por ende a la
radiacion UV a la que estan expuestos, que segun Caldwell, M. et al. (1989) provoca un
aumento en la produccién de fenoles y absorben radiacion. Los resultados de Quishuar 1
y Quishuar 2 son menores a los determinados por Poma, E. et al. (2009) de 117,8 mg/g
de muestra, estos resultados fueron obtenidos por un método diferente al usado en la
presente investigacion, el estudio se realiza en especies del Perd, pudiéndose deber a la
diferencia de altitud, la radiacion UV, la humedad, condiciones ambientales. Benavides,
N. et al (2011) reporta 15,95mg/g de muestra siendo menor al obtenido en las muestras
Quishuar 1y 2. Pan, Y. et al. (2010) para Buddleja officinalis reporta valores de 113,56
mg/g d muestra y 100,94 mg/g de muestra en la extraccion asistida por microondas y en
la extraccion en un aparato Soxhlet respectivamente, dejando evidencia que los resultados

obtenidos son correctos en comparacion con otros estudios.

El resultado de compuestos fendlicos totales de Romerillo 2 recolectado a una altitud de
4342 m.s.n.m. en el parque Polylepis es mayor al del Romerillo 1 recolectado a una altitud
de 3450 m.s.n.m. en Las Lagunas de Atillo, se atribuye la diferencia de compuestos
fenolicos a las condiciones de los ecosistemas diferentes en los que se recolectaron las
muestras , en el bosque Polylepis se registra una mayor exposicion a la radiacién UV, un
ambiente demasiado seco, fuertes corrientes de viento, mientras que en Las Lagunas de
Atillo las condiciones ambientales son de mayor humedad y altitud menor. No se
encontraron resultados comparables para las muestras de Hypericum laricifolium por el
método realizado en esta investigacion, existen investigaciones con otros métodos, Dade,

et al. (2009) reporta para el Hypericum connatum 2.07 micromol eq Ac cafeico/mg como
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resultado de la prueba de compuestos fendlicos totales, ademés en bibliografia se cita la
presencia de fenoles por lo que se ve reflejado en estos resultados.

Segun He J. et al. (1993) la concentracion de compuestos fendlicos no depende
unicamente de la altitud a la que se encuentran las plantas, existen otros factores que van
a influir en las plantas de alta montafia como son el tamafio de las hojas, que  posean
cromoforos o moléculas susceptibles al efecto dafino de la radiacion UV, orientacion
vertical u orientacion horizontal de las hojas lo que influiré en la capacidad de interceptar
este tipo de radiacion, por lo tanto plantas con tallos y hojas pequefios y delgados como
los del Hypericum laricifolium van a recibir menor radiacion en comparacion con
Buddleja incana y Alnus acuminata que son arboles grandes, con hojas largas, anchas y

dispuestas verticalmente.

3.5.4 ENSAYO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE SEGUN EL METODO
ENZIMATICO DE INHIBICION DE LA POLIFENOLOXIDASA.

35.4.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
POLIFENOLOXIDASA (PPO)

La determinacion de la actividad enzimatica de la polifenoloxidasa permiti6 establecer el
tiempo de actividad constante de la enzima, para realizar las mediciones del ensayo con

un mismo extracto y en las mismas condiciones para cada prueba.

CUADRO No. 9. Actividad enzimética (Abs/minuto) de la polifenoloxidasa (PPO) medida para
diferentes tiempos de congelacion a -6 °C. Laboratorio de Bromatologia y
Nutricion Animal. Facultad de Ciencias Pecuarias. ESPOCH, octubre del 2013.

Tiempo (min) Inicio 1 min 10 min 30 min 2 Horas
Absorbancia
0 0,205 0,209 0,250 0,309 0,265
0,5 0,275 0,319 0,354 0,479 0,416
1 0,364 0,427 0,46 0,604 0,509
15 0,44 0,514 0,551 0,733 0,585
2 0,51 0,592 0,626 0,794 0,64
2,5 0,567 0,656 0,688 0,842 0,685
3 0,615 0,708 0,735 0,877 0,717
3,5 0,66 0,75 0,771 0,903 0,741
4 0,697 0,784 0,8 0,923 0,759
45 0,727 0,81 0,823 0,936 0,77
5 0,751 0,833 0,839 0,945 0,777
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GRAFICO No. 3. Curvas de la actividad enzimatica de la polifenoloxidasa (PPO) medidas después de
diferentes tiempos de congelacion a -6 °C. Laboratorio de Bromatologia y Nutricion
Animal. Facultad de Ciencias Pecuarias. ESPOCH, octubre del 2013.

En el grafico No.3 se observa la actividad de la PPO después de diferentes periodos de
congelacion a -6°C, se puede establecer que la actividad se logré mantener ligeramente
estable hasta un lapso de 2 horas, produciéndose un leve incremento a los 10 minutos de
congelacién y a las 2 horas se produjo un ligero descenso, pero todas las curvas
presentaron una aproximacion en la tendencia exceptuando la de los 30 minutos cuya
actividad no se apega a la tendencia de las demas curvas, hay que indicar que el tiempo
de congelacién es un factor determinante para mantener la estabilidad.

Se recomienda determinar la actividad de la enzima estableciendo distintos periodos
(minutos) por el lapso de 2 horas con el fin de establecer los factores que influyen en su

actividad y lograr un mejor control de los mismos.

3.5.4.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

La actividad antioxidante total se expresé como porcentaje de inhibicion de la
polifenoloxidasa, los resultados de la determinacidn en cada muestra se comparo frente a
la vitamina C, considerada como antioxidante de poder ya probado, los resultados se

reportan a continuacion:
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CUADRO No.10. Resultados de la determinacién de la actividad antioxidante total (AAT) expresada
como porcentaje de inhibicion de la polifenoloxidasa (PPO) encontrados paralas
muestras de Aliso 1y 2, Quishuar 1y 2, Romerillo 1y 2 en concentraciones de 10,
100 y 1 000 ppm. Laboratorio de Bromatologia y Nutricion Animal. Facultad de
Ciencias Pecuarias. ESPOCH, noviembre del 2013.

Muestra Concentracion A Absorbancia % Inhibicién de
(ppm) la PPO
Blanco - 0,798 0,00
10 0,326 £ 0,1 59,08
Aliso 1 100 0,344 + 0,01 56,89
1000 0,293 £ 0,02 63,28
10 0,345+ 0,03 56,70
Aliso 2 100 0,347 + 0,00 56,45
1000 0,358 + 0,02 55,07
10 0,333+ 0,01 58,20
Quishuar 1 100 0,325+ 0,00 59,21
1000 0,200 £ 0,07 74,87
10 0,344 + 0,01 56,89
Quishuar 2 100 0,357 £ 0,01 55,20
1000 0,401+ 0,01 49,74
10 0,334+ 0,01 58,14
Romerillo 1 100 0,293+ 0,01 63,28
1000 0,371+ 0,01 53,44
10 0,277+ 0,01 65,28
Romerillo 2 100 0,343+ 0,05 56,95
1000 0,235+ 0,06 70,48
10 0,002+0,0 99,75
Vitamina C 100 0,000+ 0,0 100
1000 0,005+ 0,0 99,37
N = 3; + DESVIACION ESTANDAR PARA TRES MEDICIONES.
p-Valor < 0,05.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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GRAFICO No. 4. Actividad antioxidante expresada por porcentaje de inhibicion de la
polifenoloxidasa de los extractos etanoélicos de Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddlejaincana)
y Romerillo (Hypericum laricifolium) en concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm. Laboratorio de
Bromatologia y Nutricion Animal. Facultad de Ciencias Pecuarias. ESPOCH, noviembre del 2013.

En el cuadro No.10 y en el grafico No.4 se reportan los resultados de la determinacion de
la Actividad Antioxidante por Inhibicién de la Polifenol oxidasa que nos indican a la
concentracion de 10 ppm el Romerillo 2 present6 el porcentaje mas alto de inhibicion con
65,28% en comparacion al estandar de vitamina C que a la misma concentracion alcanz6
el 99,75%, seguido por el aliso 1 con 59,08%, Quishuar 1 con 58,2%, Romerillo 1 con
58,14 %, Quishuar 2 con 56,89% Yy el Aliso 2 con 56,7%. Con el Test de Tukey (Anexo
No.10) a nivel de significancia del 95,00 % se establecié que a la concentracion de 10
ppm las muestras Romerillo 2 y Vitamina C son estadisticamente diferentes con p-Valor
< 0,05. A la concentracion de 100 y 1000 ppm la muestra de Vitamina C es

estadisticamente diferente con p-Valor < 0,05.

Con la concentracion de 100 ppm el Romerillo 1 presenta la mayor capacidad
antioxidante con 63,28 % en comparacion con la vitamina C de 100 %, seguido por el
Quishuar 1 con 59,21 %, el Romerillo 2 con 56,95 %, el Aliso 1 con 56,89 %, El Aliso 2
con 56,45 % y el Quishuar 2 con 55,2 %.

En las muestras con 1000 ppm el mejor porcentaje lo tuvo el Quishuar 1 con 74,87 %

frente al de la vitamina C que fue de 99,37 %, seguido por el Romerillo 2 con 70,48 %,
-54-



el Aliso 1 con 63,28 %, el Aliso 2 con 55,07 %, el Romerillo 1 con 53,44 %y el Quishuar
2 con 49,74%.

La actividad antioxidante determinada con el método de inhibicion de la PPO comparada
entre el Aliso 1y el Aliso 2 es muy parecida, no hay mucha variacion siendo el Aliso 1
ligeramente superior al Aliso 2 en actividad antioxidante, concentracion de flavonoides
totales y en concentracion de polifenoles totales, concluyéndose que entre las muestras
de Alnus acuminata tiene mayor actividad antioxidante la que se encuentra a 2750
m.s.n.m. en la ESPOCH y no la que se encuentra a 3042 m.s.n.m. y se puede analizar que
en estos resultados se debe a que en donde se encuentra ubicado la ESPOCH es de clima
seco, casi hunca existe niebla, es un ambiente con mayor estrés si lo comparamos con la
carretera que conduce a Macas en la que llueve frecuentemente, es himedo, niebla con

frecuencia lo que va a influir en la menor radiacion que recibe su vegetacion.

La Actividad antioxidante del Quishuar 1 es superior a la obtenida del Quishuar 2 en todas
las concentraciones, teniendo el mejor resultado a la concentracion de 1000 ppm, la
concentracion de flavonoides totales es similar entre las dos muestras, la concentracion
de compuestos fenolicos totales es mayor en el Quishuar 2 que se encuentra a altitud
mucho mayor que el Quishuar 1, se concluye que tiene mejor actividad antioxidante la
muestra que estad a 2750 m.s.n.m. en la ESPOCH que es un lugar mas seco, con exposicion
casi durante todo el dia a la radiacion UV, tiene mayor estrés ambiental que comparado
con el sector de la Casa Condor pese a estar a mayor altura tiene precipitaciones
frecuentes, un clima cambiante, corrientes de viento, niebla, estd atravesado por
riachuelos lo que brinda un ambiente con menor estrés para su vegetacién y poder

soportar de mejor manera la radiacion.

Comparando las muestras de Hypericum laricifolium existe una diferencia no tan fuerte
en la actividad antioxidante siendo mejor la actividad del Romerillo 2, los resultados de
la compuestos fendlicos totales son muy parecidos y en los resultados de flavonoides
totales es algo superior el Romerillo 1, se puede concluir que es mejor el Romerillo 2 y
esto se debe a la altitud de 4342 m.s.n.m. del que proviene en el que soporta condiciones
mayores de radiacion, fuertes corrientes de viendo, un terreno arido siendo diferente al
sector de Las Lagunas de Atillo en el que existen frecuentes precipitaciones, niebla,

humedad lo que va a brindar mejores condiciones a la vegetacion.
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3.6 BIOENSAYO DE TOXICIDAD

CUADRO No. 11. Resultados de nimero de nauplios vivos en ensayo de biotoxicidad de los
extractos etanoélicos de Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddlejaincana) y Romerillo (Hypericum
laricifolium) en Artemia salina. Laboratorio de Fitoquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Riobamba, enero 2014.

1000 ppm 100 ppm 10 ppm
Blanco 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Aliso 1 0 0 0 9 10 10 10 10 10
Aliso 2 0 0 0 8 10 10 10 10 10
Quishuar 1 0 0 0 9 9 10 10 10 10
Quishuar 2 0 0 0 9 10 10 10 10 10
Romerillo 1 0 0 0 9 8 10 10 10 10
Romerillo 2 0 0 0 9 7 10 10 10 10

*En cada tubo inicialmente se encontraban 10 nauplios vivos

CUADRO No. 12. Resultados de concentraciéon letal media de los extractos etandélicos de Aliso
(Alnus acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum laricifolium) en Artemia
salina. Laboratorio de Fitoquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH. Riobamba, enero 2014.

Muestra CLso (ppm)

Aliso 1 33
Aliso 2 34
Quishuar 1 34
Quishuar 2 33
Romerillo 1 36
Romerillo 2 38

Los resultados del cuadro No.11 muestran la sobrevivencia de 29 nauplios de 30 iniciales
en la concentracion 100 ppm del extracto Aliso 1, mientras que en el extracto de Aliso 2
a concentracion de 100 ppm se observo la supervivencia de 28 nauplios de 30 iniciales;
en el extracto Quishuar 1 los resultados son de 28 nauplios de 30 iniciales, mientras que
en el Quishuar 2 indica la supervivencia de 29 nauplios vivos de 30 iniciales; en el
Romerillo 1 existen 27 vivos de 30 nauplios iniciales y en el Romerillo 2 quedan 26 vivos
de 30 nauplios iniciales. En el cuadro No.12 se indica la concentracion letal media, el

Romerillo 2 fue mayor (38 ppm), seguida por el Romerillo 1 (36 ppm), el Aliso 2 y el
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Quishuar 1 tuvieron la misma concentracion letal media (34 ppm) y por ultimo el Aliso 1
y el Quishuar 2 con la misma concentracion letal media (33 ppm), ademaés Stevic, T. et

al. (2010) determina una baja toxicidad en los extractos de la corteza de Alnus incana.

La toxicidad alta de los extractos etandlicos de Aliso, Quishuar y Romerillo posiblemente
se debe a que la Artemia salina tiene su habitat natural en el mar y no esta preparada para
los compuestos quimicos presentes en plantas de altura, que no son naturales en el entorno
en el que normalmente se desarrolla la Artemia salina. Para la obtencion de los resultados
se utilizo el arreglo de Reed y Muench, establecido en el arreglo logaritmico para calcular

la DL50, usada para disminuir el uso de recursos y animales de experimentacion.
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CONCLUSIONES

1. La recoleccion de Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo
(Hypericum laricifolium) se realizé en diferentes sitios de la region andina ecuatoriana

con alturas diferentes que van desde los 2750 m.s.n.m. hasta los 4342 m.s.n.m.

2. El tamizaje fitoquimico realizado a los extractos de Aliso (Alnus acuminata) identificd
triterpenos taninos, lactonas, cumarinas, flavonoides, catequinas, en los extractos de
Quishuar (Buddleja incana) se identifico aceites, grasas, triterpenos, flavonoides, taninos,
azucares reductores, lactonas, cumarinas, quinonas, catequinas y en los extractos de
Romerillo (Hypericum laricifolium) se identific6 flavonoides, taninos, triterpenos,
azUcares reductores, lactonas, cumarinas, catequinas, resinas, aceites grasas y principios

amargos.

3. Se preparo los extractos de Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y
Romerillo  (Hypericum laricifolium) dentro de los parametros de calidad

correspondientes.

4. Todas las muestras presentan flavonoides, compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, no existe una relacién entre el contenido de flavonoides, compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante por lo que un alto contenido de estos compuestos no
significa una mayor actividad antioxidante y no depende exclusivamente de la altitud a la
gue se encuentren las plantas, va a depender de la nubosidad, el tamafio y orientacion de

sus hojas, precipitaciones.

5. La biotoxicidad de los extractos etanolicos de Aliso (Alnus acuminata), Quishuar
(Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum laricifolium) frente a Artemia salina fueron
de Aliso 1 de 33 ppm, Aliso 2 de 34 ppm, Quishuar 1 de 34 ppm, Quishuar 2 de 33 ppm,
Romerillo 1 de 36 ppm y Romerillo 2 de 38 ppm.
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6. Se determind la actividad antioxidante de los extractos de Aliso (Alnus acuminata),
Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum laricifolium) recolectadas a
diferentes altitudes, se acepta la hipotesis planteada ya que los extractos de Aliso (Alnus
acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y Romerillo (Hypericum Laricifolium) poseen

actividad antioxidante representativa frente a la vitamina C.
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RECOMENDACIONES

1.- Identificar el grupo de compuestos responsables de la actividad antioxidante.
2.- Realizar investigaciones en Aliso (Alnus acuminata), Quishuar (Buddleja incana) y
Romerillo (Hypericum laricifolium) por su considerable actividad antioxidante ya que se

analizo unicamente un extracto vegetal frente a un metabolito de vitamina C.

3.- Para aplicaciones en la industria se recomienda Alnus acuminata y Buddleja incanna

por tener mayor follaje, su habitat es mas accesible y se encuentra en mayores cantidades.
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ANEXOS

ANEXO No. 1. ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE CATEQUINA COMO PATRON
PARA LA CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES.

CUADRO No. 13. CURVA DE CALIBRACION PARA LA CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES
TOTALES USANDO CATEQUINA COMO PATRON EN CONCENTRACIONES DE
20, 40, 60, 80 Y 100 PPM. LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013.

Concentracion (ppm) Absorbancia a 510 nm
20 0,222
40 0,435
60 0,647
80 0,860
100 1,073
1,2
1 Pt

y = 0,0106x + 0,0093 /
0,8 RE=1
0,6 /
0,4 /
02 —

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

CONCENTRACION EN ppm (ug DE CATEQUINA/mL DE EXTRACTO)

ABSORBANCIA

GRAFICO No. 5. CURVA DE ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE RUTINA EN
CONCENTRACIONES DE 20, 40, 60, 80 Y 100 PPM, PARA LA
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES. LABORATORIO DE
QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
SEPTIEMBRE DEL 2013.
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ANEXO No. 2. ELABORACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO COMO
PATRON PARA LA CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS.

CUADRO No. 14. CURVA DE CALIBRACION PARA LA CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES USANDO ACIDO GALICO COMO PATRON EN
CONCENTRACIONES DE 20, 60, 100 Y 140 PPM. LABORATORIO DE QUIMICA
INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL 2013.

Concentracion (ppm) Absorbancia a 765 nm
20 0,021
60 0,065
100 0,119
140 0,163
0,2
0,16 A
y =0,0012x - 0,004
R?=0,9983
0,12
st
o
Z 008
P
[
2 00a /
O T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

CONCENTRACION EN ppm (uig DE ACIDO GALICO/mL DE EXTRACTO)

GRAFICO No. 6. CURVA DE ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE ACIDO GALICO EN
CONCENTRACIONES DE 20, 60, 100 Y 140 PPM, PARA LA CUANTIFICACION DE
COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES. LABORATORIO DE QUIMICA
INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL 2013.
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CUADRO No. 15. CURVA DE CALIBRACION PARA LA CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES USANDO ACIDO GALICO COMO PATRON EN
CONCENTRACIONES DE 500, 800, 1 100, 1 400, 1 700 Y 2 000 PPM.
LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. JULIO DEL 2013.

Concentracion (ppm) Absorbancia a 765 nm
500 0,558
800 0,819
1100 1,055
1400 1,287
1700 1,476
2 000 1,735

1,9

1,6 /

y = 0,0008x +0,1921

g R?=0,9982
2 13
<
oM
o
g 1
(2]
<

0,7 /

0,4 T T T T T T 1

200 500 800 1100 1400 1700 2000 2300

CONCENTRACION EN ppm (pg DE ACIDO GALICO/mL DE EXTRACTO)

GRAFICO No. 7. CURVA DE ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE ACIDO GALICO EN
CONCENTRACIONES DE 500, 800, 1 100, 1 400, 1 700 Y 2 000 PPM PARA LA
CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES. LABORATORIO
DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL
2013.
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ANEXO No. 3. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

ROMERILLO

FOTOGRAFIA No. 5. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.
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ANEXO No. 4. SECADO DE LAS MUESTRAS Y PREPARACION DE LOS EXTRACTOS.

SECADO MUESTRA DE ALISO

MACERACION DEL EXTRACTO SECADO LUEGO DE LA
EXTRACCION

FOTOGRAFIA No. 6. SECADO DE LAS MUESTRAS Y PREPARACION DE LOS EXTRACTOS.
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ANEXO No. 5. CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.

HUMEDAD CENIZAS TOTALES

CENIZAS SOLUBLES EN H.O E

INSOLUBLES EN HCI INDICE DE REFRACCION

DENSIDAD RELATIVA pH

FOTOGRAFIA No. 7. CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.
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ANEXO No. 6. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETEREO, ETANOLICO Y ACUOSO.

ENSAYO DE FEHLING ENSAYO DE SHINODA

ENSAYO DE ALCALOIDES ENSAYO DE RESINAS

ENSAYO DE LIEBERMAN ENSAYO DE SUDAN

FOTOGRAFIA No. 8. ENSAYOS REALIZADOS PARA LA IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EN LOS EXTRACTOS.
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ANEXO No. 7. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y FLAVONOIDES TOTALES.

C —

| P | |
rewzTen

PREPARACION DE LAS MUESTRAS ENSAYO DE FOLIN-CIOCALTEAU

PATRON DE ACIDO GALICO PARA

LA CURVA DE CALIBRACION ENSAYO DE AlCl,

MEDICION DE LA ABSORVANCIA A
765 nm PARA FOLIN Y 520 nm PARA
AICl3

PATRON DE RUTINA PARA LA
CURVA DE CALIBRACION

FOTOGRAFIA No. 9. METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU Y AICls.
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ANEXO No. 8. EXTRACCION DE LA ENZIMA PPO.

OBTENCION DEL EXTRACTO
ENZIMATICO DE LA MANZANA

REFRIGERACION A -6 °C

FOTOGRAFIA No. 10. PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE LA PPO.
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ANEXO No. 9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

PRERARACION DE LAS MUESTRAS OBTENCION DE LAS DILUCIONES

7

DILUCIONES A 10,100 Y 1 000 ppm LECTURAEN EL UV

MEDICION A 420 nm

FOTOGRAFIA No. 11. METODO DE INHIBICION DE LA POLIFENOLOXIDASA.
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ANEXO No. 10. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE ALISO, QUISHUAR Y ROMERILLO. PROGRAMA ESTADISTICO
SPSS 19. SOFTWARE LIBRE.

CUADRO No. 16. Resultado del andlisis de la varianza Anova con un factor, con un nivel de
significancia de 0.05 % de los extractos etandlicos vs la vitamina C a
concentracion de 10 ppm. Programa estadistico Spss 22.

ANOVA
PORCENTAJE DE INHIBICION A 10 ppm
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4405,339 6 734,223 199,427 ,000
Dentro de grupos 51,543 14 3,682
Total 4456,882 20

CUADRO No. 17. Resultados de la comparacion multiple de los extractos etandlicos vs la vitamina
C a concentracion de 10 ppm aplicando la prueba Hsd de Tukey con nivel de
significancia 0,05 %. Programa estadistico Spss 22.

PORCENTAJE DE INHIBICION A 10 ppm

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TIPOS DE MUESTRAS N 1 2 3
ALISO 2 3 56,7033

QUISHUA2 3 56,8933

ROMERIL1 3 58,1433

QUISHUA1 3 58,3400

ALISO 1 3 59,0867

ROMERIL2 3 65,2900

VITC 3 99,7500
Sig. , 729 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

CUADRO No. 18. Resultados del andlisis de la varianza Anova con un factor, con un nivel de
significancia de 0.05 % de los extractos etandlicos vs la vitamina C a
concentracion de 100 ppm. Programa estadistico Spss 22.

ANOVA

PORCENTAJE DE INHIBICION A 100 ppm
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4662,750 6 777,125 (105,241 ,000
Dentro de grupos 103,380 14 7,384
Total 4766,130 20
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CUADRO No. 19. Resultado de la comparacion multiple de los extractos etanélicos vs la vitamina C
a concentraciéon de 100 ppm aplicando la prueba Hsd de Tukey con nivel de
significancia 0,05 %. Programa estadistico Spss 22.

PORCENTAJE DE INHIBICION A 100 ppm

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TIPOS DE MUESTRAS N 1 2 3
QUISHUA2 3 55,1967

ALISO 2 3 56,4500 56,4500

ALISO 1 3 56,8900 56,8900

ROMERIL2 3 56,9500 56,9500

QUISHUA1 3 59,2067 59,2067

ROMERIL1 3 63,2800

VITC 3 100,0000
Sig. ,564 ,090 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

CUADRO No. 20. Resultado del anédlisis de la varianza Anova con un factor, con un nivel de
significancia de 0.05 % de los extractos etandlicos vs la vitamina C a
concentracion de 1000 ppm. Programa estadistico Spss 22.

ANOVA

PORCENTAJE DE INHIBICION A 1000 ppm
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 5274,814 6 879,136 35,052 ,000
Dentro de grupos 351,135 14 25,081
Total 5625,948 20
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CUADRO No. 21. Resultado de la comparacion multiple de los extractos etandlicos vs la vitamina C
a concentracion de 1000 ppm aplicando la prueba Hsd de Tukey con nivel de
significancia 0,05 %. Programa estadistico Spss 22.

PORCENTAJE DE INHIBICION A 1000 ppm

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TIPOS DE MUESTRAS N 1 2 3
QUISHUA2 3 49,7500

ROMERIL1 3 53,4467

ALISO 2 3 55,0733

ALISO 1 3 63,2800 63,2800

ROMERIL2 3 70,4900

QUISHUA1 3 74,8733

VITC 3 99,3700
| Sig. ,060 ,136 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

11. ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION DE FLAVONOIDES,
COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE ALISO, QUISHUAR Y ROMERILLO. PROGRAMA ESTADISTICO
SPSS 19. SOFTWARE LIBRE.

ANEXO No.

CUADRO No. 22. Resultado del andlisis de la varianza Anova con un factor, con un nivel de
significancia de 0.05 % de la concentracion de compuestos fendlicos totales
de los extractos etandlicos. Programa estadistico Spss 22.

ANOVA
CONCENTRACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 10067412,240 5 2013482,448 | 9820,202 ,000
Dentro de grupos 2460,417 12 205,035
Total 10069872,656 17
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CUADRO No. 23. Resultado de la comparacién maultiple de la concentracion de compuestos
fendlicos totales de los extractos etandlicos aplicando la prueba Hsd de Tukey
con nivel de significancia 0,05 %. Programa estadistico Spss 22.

CONCENTRACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES
HSD Tukey?

TIPOS DE Subconjunto para alfa = 0.05

MUESTRAS N 1 2 3 4 5

QUISHUA1
ROMERIL1
QUISHUA2
ALISO 2

2747,3700
4594,4533
4740,2867
4771,1200 4771,1200
ALISO 1 4799,4533 4799,4533
ROMERIL2 4817,7867
Sig. 1,000 1,000 ,161 ,222 ,632

W W W w w w

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

ANEXO No. 12. ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION DE FLAVONOIDES,
COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE ALISO, QUISHUAR Y ROMERILLO. PROGRAMA ESTADISTICO
SPSS 19. SOFTWARE LIBRE.

CUADRO No. 24. Resultado del andlisis de la varianza Anova con un factor, con un nivel de
significancia de 0.05 % de la concentracion de flavonoides totales de los
extractos etandlicos. Programa estadistico Spss 22.

ANOVA
CONCENTRACION DE FLAVONOIDES TOTALES
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 42958,562 5 8591,712 1616,199 ,000
Dentro de grupos 63,792 12 5,316
Total 43022,354 17
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CUADRO No. 25. Resultado de la comparacién multiple de la concentracién de flavonoides totales
de los extractos etandlicos aplicando la prueba Hsd de Tukey con nivel de

significancia 0,05 %. Programa estadistico Spss 22.

CONCENTRACION DE FLAVONOIDES TOTALES

HSD Tukey?

TIPOS DE MUESTRAS

Subconjunto para alfa = 0.05

1

2

3

ALISO 2
ALISO 1
QUISHUA1
ROMERIL2
QUISHUA2
ROMERIL1
Sig.

W W W w w w

290,2800
293,1100

,669

363,8600

1,000

378,0100
382,7300

,196

425,1800
1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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