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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo caracterizar los extractos
obtenidos a partir de TARQUI Myrsine andina (Mez) Pipoly, planta nativa del cerro
Teligote, para la optimizacion del proceso de extraccion se consideraron tres factores:
disolvente (etanol, metanol, a una concentracion de: 25, 50 y 75 por ciento y puro) y
agua; temperatura (30, 40, 50, y 60 grados centigrados) y tiempo (5,10 y 20 min), se
estandarizo el método de extraccion para polifenones, etanol al 50 por ciento, 50
grados centigrados y 5min, mientras que para flavonoides fue etanol al 75 por ciento,
50 grados centigrados y 20min. Al comparar los distintos solventes para la extraccion
de polifenoles, se obtuvo el mayor porcentaje de desgaste vegetal el cual fue de 98,91
por ciento para flavonoides y 97,74 por ciento para polifenoles y asi obtener el extracto
mas concentrado con la minima degradacién de sus compuestos durante el proceso de
obtencion. La concentracion de polifenoles en los extractos de tarqui se determiné por
el método Folin Ciocalteu, y para la concentracion de flavonoides totales se empled el
método de espectrofotometria ultravioleta-visible. La separacién e identificacion de
los polifenoles y flavonoides presentes en el extracto, se empled la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) con dos estandares de referencia (catequina y acido

galico) y cromatografia de capa fina (TLC).

Palabras clave: Extractos vegetales, Plantas medicinales, Polifenoles, Flavonoides,

Myrsine andina.



ABSTRAC

The objective of this research work was to characterize the extracts obtained from
TARQUI Myrsine andina (Mez) Pipoly, a native plant of Cerro Teligote, for the
optimization of the extraction process, three factors were considered: solvent (ethanol,
methanol, at a concentration of: 25, 50 and 75 percent and pure) and water; temperature
(30, 40, 50, and 60 degrees centigrade) and time (5.10 and 20 min), the extraction
method was standardized for polyphenons, 50 percent ethanol, 50 degrees centigrade
and 5 min, while for flavonoids it was 75 percent ethanol, 50 degrees centigrade and
20min. When comparing the different solvents for the extraction of polyphenols, the
highest percentage of plant wear was obtained which was 98.91 percent for flavonoids
and 97.74 percent for polyphenols and thus obtain the most concentrated extract with
the minimum degradation of its compounds during the production process. The
concentration of polyphenols in the tarqui extracts was determined by the Folin
Ciocalteu method, and the ultraviolet-visible spectrophotometry method was used for
the concentration of total flavonoids. The separation and identification of the
polyphenols and flavonoids present in the extract, high performance liquid

chromatography (HPLC) with two standards was used.

Keywords: tarqui Myrsine andina (Mez) Pipoly, characterization, optimization,

polyphenols, flavonoids.



1. CAPITULO Il.- MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes de Investigacion

Geograficamente Ecuador es un pais pequefio. No obstante, estad caracterizado por su
singular topografia, su diversidad de zonas climaticas, y una prolifica poblacion de
especies vegetales y animales. Ecuador posee la mayor diversidad vegetal y animal del
mundo. Su riqueza bioldgica se refleja en toda una gama de organismos, a saber: el
10% de las especies de plantas vasculares del mundo se encuentran en un area que
apenas representa el 2% de la superficie total de la Tierra. Sus diversos ecosistemas
han interactuado de multiples formas a lo largo de la historia geoldgica (Empresario,
2009)

La practica de la medicina herbaria se utiliza desde tiempos remotos para curar o
aliviar las enfermedades, se basa en el uso terapéutico de las plantas medicinales como
sustitutas de las medicinas farmacéuticas o en combinacién. De las plantas se usa sus
extractos en diversas formas de preparacion, para mejorar el estado de salud (White
& Foster, 2004); dando lugar a los fitofarmacos, y es apreciada por su costo y por los
reducidos indices de toxicidad, en comparacion con los productos de sintesis (Pascual
et al., 2014).

Por sus usos tradicionales en la medicina se ha visto la necesidad de realizar
investigaciones en plantas que contribuyan con la descripcion de los principios activos
y otros compuestos fitoquimicos, aportando beneficios para la humanidad, ya que han
demostrado tener un resultado importante combatiendo la inflamacién y el dolor de
algunas enfermedades, lo que se debe fundamentalmente a componentes activos como
los polifenoles y flavonoides, responsables de estos efectos que ejercen accion sobre
el organismo humano. De alli, el estudio del tarqui una planta del cerro Teligote, el
cuél es considerado como el Unico vestigio que todavia conserva un remanente de
bosque andino y que se encuentra ubicado en el cantdn San Pedro de Pelileo, provincia

del Tungurahua (Terranova, 2001).



El objetivo del presente estudio fue la optimizacion del método de extraccion para
obtener la mayor cantidad de metabolitos secundarios y la caracterizacién de estos
compuestos mediante técnicas cromatograficas y espectrofotométricas; lo cual servira
como fundamento para una posterior aplicacion en el disefio y fabricacion de

preparaciones farmacologicas.

En cuanto al impacto econémico seré positivo para las poblaciones que habitan en las
cercanias del cerro Teligote que podrian dedicarse a la comercializacion de tarqui y

para las personas que lo consuman al conocer sus propiedades medicinales.

1.1.1. Uso de plantas como medicina natural

En el Ecuador el uso de plantas medicinales esta inmerso en la cotidianidad de sus
habitantes debido principalmente a que el conocimiento médico ancestral es inmenso
(Pérez, 1999). Se reportan 3118 especies pertenecientes a 206 familias de plantas
usadas con fines medicinales en el pais. Estas son utilizadas para aliviar
manifestaciones de enfermedades que pueden o no ser diagnosticadas por el enfermo
o el tratante. Los productos del metabolismo secundario de las plantas son los
principios activos que proporcionan beneficios de prevencion o curacion con efecto

fisioldgico en el organismo (Gallegos, 2016).

La incorporacion y utilizacién de las plantas medicinales en el tratamiento de diversas
enfermedades son précticas comunes en la medicina tradicional. En la actualidad es
evidente que el interés de compuestos activos de origen vegetal va en aumento, porque
ofrecen en algunos casos ventajas en relacion a los medicamentos clasicos, como es la

baja incidencia de efectos secundarios (Gémez Estrada et al., 2011).



1.1.2. Caracteristicas de la especie Tarqui

El cerro Teligote es el Unico vestigio del bosque andino en el canton Pelileo, siendo
un bosque primario que alberga a la flora y fauna nativas del lugar. Tarqui es la especie
que se investigd por lo que es importante identificar la clasificacién taxonémica de la
misma, la cual se encuentra especificada en el catalogo de Hassler M., (2019) y
corresponde a:

Nombre cientifico: Myrsine andina (Mez) Pipoly

Nombre comun: Tarqui, “samal”
Sinénimo: Rapanea andina Mez
Reino: Plantae
Filo: Traqueofita
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Myrsinoideae
Orden: Ericales
Familia: Primulaceas
Género: Myrsine
Especie: andina (Mez) Pipoly

Habito: Arbol de 8 a 12 m de altura y 15 a 20 cm de didmetro de altura de pecho
(DAP). Tronco cilindrico o frecuentemente retorcido, ramificacion alterna, copa densa
irregular, ramificacion alterna que inicia desde cerca del suelo, corteza externa lisa de
color gris.

Distribucion y ecologia: Especie nativa de amplia distribucion en la region andina del
Ecuador; crece entre 2000 y 4000 m de altitud. Es frecuente en el subparamo y en los
margenes de rios y quebradas. Varias especies de aves silvestres consumen sus frutos

y posiblemente son agentes dispersores (Oliver, 2013).



1.1.3. Caracteristicas morfoldgicas de Tarqui

Hojas: Simples alternas, lamina de forma eliptica obovada de 3 a 3,5 cm de largo por
1,4 a 1,8 cm de ancho, margen entero, &pice redondeado y base atenuada, a veces
ligeramente involuto; haz verde oscuro brillante, envés glabro con puntuaciones

glandulares.

Flores: Reunidas en pequefios fasciculos axilares de 0,3 a 0,5 cm de largo. Flores
unisexuales, sésiles de 0,5 cm de diametro; caliz compuesto por 5 sépalos, glandulares
unidos en la base; corola con 5 pétalos imbricados de color verde cremoso; androceo
conformado por 5 estambres insertos en un tubo corolino, anteras grandes con

dehiscencia longitudinal. Ovario stpero unilocular, estigma sésil.

Fruto: Pequefa drupa punteado-glandular seca, esférica (0,3-0,4 mm de didmetro)

provista de una sola semilla (Oliver, 2013).

HERBARIO - AZUAY

Figura 1. Fotografia de Myrsine andina (Mez)
Pipoly
Reproducida de: herbario.uazuay.edu.ec



1.1.4. Usos tradicionales de Tarqui.

En medicina tradicional campesina sus hojas cocinadas sirven para preparar bafios
calientes que se aplican a mujeres cinco dias después del parto (CESA, 1993). En
Saraguro lo emplean para combatir granos y salpullidos, mediante la preparacion de
cataplasmas o emplastos (Elleman, 1990). Antiguamente su madera era empleada para
la construccion de pequefias viviendas, pero en la actualidad se la usa solamente para

lefia y postes (Oliver, 2013).

1.1.5. Composicion Quimica

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los
seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples. Los
metabolitos secundarios presentan propiedades biolégicas, y muchos desempefian
funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
saborizantes, colorantes, fragancias, insecticidas, drogas medicinales y adictivas, y
cosméticos (Avalos & Elena, 2009). Las plantas sintetizan una gran variedad de
productos secundarios que contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el
nombre de compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas
del fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo. Actualmente en plantas
medicinales, se han realizado estudios sobre el contenido de polifenoles puesto que se
asocia con propiedades farmacoldgicas (sedativas, antiespasmaodicas o antibacteriales)
(Gaona, 2014).

Los flavonoides son sustancias, producto del metabolismo secundario de las plantas,
gue comprenden quince atomos de carbono, con dos anillos aromaticos conectados por
un puente de tres carbonos. Son los compuestos fendlicos mas numerosos y se
encuentran en todo el reino vegetal, estan presentes en altas concentraciones en la
epidermis de las hojas y cascaras de las frutas. Estos compuestos juegan un papel
importante en la salud, y el proceso de defensa de las plantas (Alan Crozier, Michael
N. Clifford, 2006). Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero
variable de grupos hidroxilo y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros



metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante
(Penarrieta., et al, 2014).

1.1.6. Estructura de los compuestos fenolicos

El término fenoles comprende aproximadamente 8000 compuestos que aparecen en la
naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comuan: un anillo fenol -un anillo

aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo (Paladino & Zuritz, 2008).

OH

Figura 2. Estructura de un fenol
Reproducida Paladino,

1.1.7. Flavonoides

Se han identificado alrededor de 4000 compuestos flavonoides entre ellos estan los
derivados hidroxilados (aquellos que tienen en su estructura un grupo hidroxilo),
metoxilados (tienen en su estructura un grupo metoxilo), y glicosilados (tienen en su
estructura un glicido). A estos compuestos se les atribuye la propiedad de ser
antioxidantes y la capacidad de capturar radicales (Paladino & Zuritz, 2008).



Figura 3. Estructura de un fenol
Reproducida Paladino,

1.1.8. Técnicas de Caracterizacion

Al buscar principios activos en plantas, se destacan las diferentes técnicas de
caracterizacion, las cuales permiten detectar e identificar los compuestos bioactivos de
tarqui. La cromatografia es un método de separacién basado en el grado de particién
de un analito entre una fase movil y una fase estacionaria lo que permite separar los
componentes de una mezcla. Dentro de los métodos cromatograficos hay una gran
variedad, pero para este estudio nos enfocaremos en dos (HPLC y TLC) que se
diferencian entre si principalmente por el tipo de fase estacionaria (Calderon &
Calderon, 2000). La cromatografia en capa fina (TLC) utiliza como fase estacionaria
un adsorbente solido colocado sobre un soporte plano (placa de silica) y como fase
movil, un solvente organico o una mezcla de ellos. Se utiliza principalmente para
separar y purificar compuestos organicos. La cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) es una técnica cualitativa y cuantitativa importante, generalmente utilizada
para la estimaciébn de muestras farmacéuticas y biologicas. Es la técnica
cromatografica mas versatil, segura, confiable y rapida para el control de calidad de

los componentes del medicamento (Hashim, 2018).



1.2.0Dbjetivos:

1.2.1. Objetivo general

e Caracterizar los extractos obtenidos a partir de tarqui Myrsine andina (Mez)

Pipoly, planta nativa del cerro Teligote.

1.2.2. Objetivos especificos

e Optimizar una metodologia para la extraccion de flavonoides y polifenoles a
partir de hojas de Tarqui.

e Cuantificar el contenido de polifenoles y flavonoides en los extractos de
Tarqui.

e Caracterizar los mejores extractos mediante cromatografia en capa fina y
cromatografia liquida de alto rendimiento.

1.3.Hipotesis:
1.3.1. Hipotesis nula

Las estandarizaciones de procesos no influyen en la concentracion final de
metabolitos secundarios.

1.3.2. Hipotesis alternativa

Las estandarizaciones de procesos influyen en la concentracion de metabolitos
secundarios.

1.4.Sefalamiento de las variables

1.4.1. Variable independiente
- Disolvente:

- Temperatura

- Tiempo de extraccion:



1.4.2. Variable dependiente

- Compuestos polifendlicos y flavonoides

- Cantidad de compuestos polifendlicos y flavonoides



2. CAPITULO Il.- METODOLOGIA
2.1.Materiales

2.1.1. Material organico
Planta: Myrsine andina (Mez) Pipoly (hojas y ramas).

2.1.2. Material de laboratorio
Papel aluminio, vasos de precipitacion de 50 ml (PYREX), probetas graduadas de

vidrio de 50-30 y 10 ml (Boro), agitador magnético, varilla de agitacion, tubos
eppendorf 2ml, micropipetas de 50, 100 y 1000 ul, balones de aforo 5,50 y 100ml,
celdas de vidrio para espectrofotometro, guantes quirurgicos, mascarillas, toallas de
papel, placas de cromatografia camag 10x10cm silica gel 60F 254 (TLC y HPTLC),
columna HPTLC eclipse XDB-C18 4,6 x 250nm 5um (agilent technologies), viales de
10ml, espétula, filtros 0,45um, puntas para micropipetas de 50, 100 y 1000 pl.

2.2.Equipos

Estufa de secado (Binder), balanza analitica (Mettler Toledo XS 4002S), balanza de
humedad (5Q-5/10), plancha de calentamiento con agitador magnético (Super Nouva
Multiplace, Thermo Scientific), refrigeradora, rotoevaporador (IKA RUS8, USA),
balén rotoevaporador (IKA RU8, USA, centrifuga (Hettich Zentrifugen, Germany),
bafio de ultrasonido (BRANSON), Equipo HPLC, vortex (VWR), liofilizador
(LABCONCO), cromatografia de liquidos (Agilent Technologies), cromatografia de
capa fina (CAMAG), espectroscopia de absorcién atomica (P&G), ultracongelador
(Binder).

2.3.Reactivos

Etanol 96 %, metanol 96%, agua destilada, diclofenaco de sodio, estandar de acido
gélico (Sigma- Aldrich G7384), catequina hidrato grado HPLC, Follin & Ciucalteu’s
Phenol Reagent (MP, Biomediate), alcohol etilico (Sharlau, 99,8%), bicarbonato de
sodio (Na.COs3) (Sodium Bicarbonate, Merck, USA), acido férmico (analar,90%),
nitrito de sodio (NaNO?2), cloruro de aluminio (ALCL3), hidréxido de sodio (NaOH),
silica gel 60 F_254, columna C18, agua miliQ, etanol absoluto, metanol (applichem,
99,8%), metanol grado HPLC (merk.99%) butil hidroxi tolueno (BHT).
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2.4.Métodos

2.4.1. Recoleccion del material vegetal
Se recolectaron las hojas y ramas de Tarqui en el cerro Teligote ubicado al suroeste

del canton San Pedro de Pelileo, provincia de Tungurahua, Ecuador el 6 de septiembre
de 2018, cabe recalcar que la identificacion de la planta se la realiz6 con el botanico

Walter Simbafia, el lugar forma parte del ultimo cinturon verde del sector.

El material vegetal (hojas) se lavé con agua para eliminar las impurezas, y luego se
col6 en una estufa (Gander MTN) a una temperatura de 40 °C, para ayudar a secar de
forma rapida. Con la ayuda de un mortero, se trituraran las hojas secas hasta conseguir
un tamafio de particula uniforme que luego se almacené en fundas ziploc, en un lugar

Seco.

2.4.2. Determinacion de humedad del material vegetal

En una balanza de humedad previamente calibrada, se colocaron 3 g de hojas de
Tarqui, una vez transcurrido el tiempo necesario, el equipo revel6 el valor de la

humedad de la muestra el cual fue de 66,94%

2.4.3. Obtencion de los extractos vegetales

Para la optimizacion del proceso de extraccion se consideraran tres factores: disolvente
(etanol y metanol, a una concentracion de: 25%, 50% ,75% Yy puro) y agua; temperatura
(30, 40, 50, y 60°C) y tiempo (5,10 y 20 min)

Para la obtencion de los extractos se utilizd una relacion 1:10 empleando 0,1 g del
material vegetal molido con 1 ml del disolvente. La mezcla se colocé en tubos
eppendorf y se llevd a un bafio de ultrasonido a la temperatura y tiempo
correspondientes segun las condiciones mencionadas anteriormente, se centrifugé a
14900 rpm /10min/10°C. Se extrajo el sobrenadante y se evapord el disolvente
organico en una estufa. EI remanente se llevo a volumen constante. A partir de este

extracto se realizd la cuantificacion de polifenoles y flavonoides.

En la fase experimental se encontraron las mejores condiciones de extraccion, las

cuales permitieron extrapolar la cantidad de muestra a 3g, realizando 5 extracciones
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sucesivas, los extractos que se obtuvieron fueron llevados al rotavapor a 40 °C,
posteriormente fueron llevados a congelacién a -80°C, para luego ser liofilizados para

los analisis respectivos.

2.4.4. Cuantificacion de polifenoles totales (Método de Folin Ciocalteu)

Se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Vasco, Ruales, & Kamal, (2008)
con ciertas modificaciones. En un balén de aforo de 5ml se colocaron 100l del
extracto vegetal liquido y 100 pl del reactivo Folin—Ciocalteu, se dejé reaccionar por
3 minutos y luego se agregaron 2 ml de solucién de carbonato de sodio (75 g/l). Se
completo el volumen de cada baldn hasta el aforo (5ml) con agua destilada, se dejo
reposar a temperatura ambiente. Para la medicion de las absorbancias se emple6 un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 760 nm. Los resultados se expresaron
como equivalentes de acido galico (EAG). Se utilizé una curva de calibracion a partir
de un stock de acido galico con diferentes concentraciones que van en un rango de 50

a 300 ppm. La determinacion se realizo por triplicado.

2.4.5. Analisis cuantitativo de la concentraciéon de flavonoides totales

Para el andlisis cuantitativo de la concentracion de flavonoides totales se empled el
método de espectrofotometria ultravioleta-visible propuesto por Dewanto,et al.,
(2002) con ciertas modificaciones. Para el tratamiento se tomaron 250 pl de muestra
liquida en un bal6n de 5 ml, se afiadié 1,25ml de agua, mas 75 pl de nitrito de sodio
(NaNO_) al 5%, sé dejé actuar por 6min, se afiadid 150 pl de cloruro de aluminio
(AICl3) al 10%, y se dejo actuar por 5min. Se afiadieron 0.5ml de hidréxido de sodio
(NaOH) 1M. El volumen de cada balén se completd hasta el aforo (5ml) con agua

destilada, y la absorbancia del complejo formado se midi6 a 500 y 510 nm.
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2.4.6. Caracterizacion de los extractos

Para la caracterizacion de los extractos se emplearon dos técnicas cromatogréficas:

2.4.6.1. Cromatografia de capa fina (TLC):

Se llevaron a cabo en platos de cromatografia de capa fina previamente cubiertos con
silica gel 60 F_254, segun la metodologia propuesta por KneZevic et al., (2011) con
las respectivas modificaciones. Para ello, alicuotas de 12 pl de los extractos obtenidos
con las mejores condiciones del proceso, se inyectaron sobre los platos y se revelaron
con la fase mavil de tolueno: acetato de etilo: acido formico (15:40:4) respectivamente.
Los platos se secaron con una corriente de aire por 10 minutos y se realizo la deteccion

bajo luz ultravioleta a 254, 366 nm, o con luz blanca.

2.4.6.2. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC):

Se llevaron a cabo en condiciones de gradiente; utilizando agua y metanol como fase
movil y una columna C18 como fase estacionaria, segun la metodologia descrita por
Guillarme et al., (2010), Saénz et al., (2009) Parets et al., (2016) con ciertas

modificaciones.

La identificacion de los picos se los compard con los tiempos de retencion de los
estandares acido galico y catequina. La cuantificacion de los principales componentes
identificados se calcul6 a partir de las curvas de calibrado correspondientes. Tomando
en cuenta que se trabajo a distintas longitudes de onda 214, 254, 280, 320, 360 y 366

nm.
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3. CAPITULO Ill.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.0ptimizacion del Proceso de extraccion

Las técnicas clasicas de extraccion de solventes a partir de material vegetal se
basan en la correcta eleccion del solvente y condiciones como la temperatura y
agitacion Vinatoru et al., (1997), se demostré que la extraccion por solventes de
compuestos organicos en materiales vegetales es eficiente utilizando el ultrasonido
(Mason,1999).

Para la obtencion de un extracto, es importante identificar la hierba deseada y la
parte que contiene los constituyentes Utiles, en esta investigacion se utilizaron
hojas de Tarqui. Adicionalmente, la determinacion de una técnica precisa de
cosecha y métodos de preservacion de la planta fueron de crucial importancia ya
que el mecanismo de extraccion involucra dos fenémenos fisicos: difusion a través
de la pared celular y el lavado de los contenidos celulares, una vez que las paredes
se han roto (Vinatoru, 2001).

3.2.Factor disolvente

La extraccion por solventes se basa principalmente en la seleccion de solventes,
temperatura o agitacion, con el fin de incrementar la solubilidad de los materiales y la
tasa de transferencia de masa. Se separan los compuestos con base en sus solubilidades
por dos liquidos inmiscibles, usualmente agua y un solvente organico en la industria,
este proceso se realiza continuamente bombeando una corriente orgéanica y otra acuosa
dentro de una mezcladora, donde se mezclan ambos componentes y se permite el
incremento idnico hasta que se logra el equilibrio. La introduccion de un transductor
ultrasonico dentro de la unidad de extraccion , puede incrementar considerablemente
la eficiencia del método , debido a que por lo general se utilizan solventes frios
(Azuola R., 2007)

Para seleccionar el tipo de solvente se emple6 1g de la muestra y una relacion volumen

de disolvente de 1ml evitando la saturacion del disolvente, se evaluaron diferentes
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concentraciones de metanol, etanol (25%,50%,75%, puro) y agua. Todos los estudios
se realizaron por triplicado y se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de polifenoles y flavonoides obtenidos en hojas de Tarqui,
durante la optimizacion del factor disolvente.

Concentracion de Concentracion de

Concentracion . .
Polifenolesen mg  Flavonoides en mg

Disolventes del dlij)lvente de Acido Gélico/g  de Catequina /g de
(%) de hoja seca * hoja seca *
Agua 100 16,35+ 0,14 ° 4,46 +0,05'
99,8 22,97 +0,14° 5,89 + 0,09
Metanol 75 4359 +0,21°¢ 6,52 +0,19
50 8,17+0,11 49 6,17 + 0,04 ¢
25 19,01 +0,16 ¢ 5,96 + 0,04
99,8 9,23 + 0,05 9f 4,65 +0,13"
Etanol 75 10,84 +0,34f 7,60 +0,03"
50 56,47 + 1,87 9 6,20 + 0,04 ¢
25 30,04 +3,90" 6,89 +0,05°

*Promedio de tres réplicas y desviacion estandar a 760nm y 510 nm para la determinacién de
polifenoles y flavonoides respectivamente.
abcdefgh | etras jguales en la misma columna indican que no existe diferencia

estadisticamente significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de
polifenoles con respecto a la variacion de disolventes.

LEKEMND ) otras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de flavonoides
con respecto a la variacién de disolventes.

A los resultados obtenidos de concentracion de polifenoles en mg de &cido gélico/g de
hoja seca y concentracion de flavonoides en mg de catequina /g de hoja seca, se les
realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las variables con diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, como se muestran en la tabla 1,
prueba de multiples rangos, diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un
nivel 95% de confianza, existiendo buena correlacion entre los valores obtenidos en
cuanto al comportamiento se obtuvo mayor concentracion para polifenoles al trabajar
con una concentracion del 50% de etanol 56,47 mg de acido galico/g de hoja seca , y
para flavonoides trabajando al 75% de etanol 7,60 mg de catequina/g de hoja seca , se

encontraron en la literatura resultados similares al arrojado en el presente estudio
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(Victorio, 2009). Generalmente grandes cantidades de disolvente pueden disolver
constituyentes més eficientemente, conduciendo a un aumento del rendimiento de
extraccion (Li, Hui y Chen, Bo y Yao, 2005), por el contrario, pequefias relaciones
de disolvente material vegetal pueden propiciar bajos rendimientos de extraccion
debido a que se alcanza el equilibrio (Valachovic et al., 2001) y al no existir una
diferencia de concentracion del metabolito en la fase liquida y dentro de la matriz
vegetal finaliza el proceso de transferencia de masa. Por consiguiente, la eleccion de

volumenes apropiados de disolventes es una tarea muy importante.

3.3.Factor temperatura
El efecto de la temperatura en la extraccion de polifenoles y flavonoide es fundamental
ya que su estandarizacion evita la desnaturalizacion de los compuestos presentes en la
planta tarqui, las temperaturas de experimentacion fueron: 30, 40, 50y 60 °C, logrando
establecer una temperatura optima de 50°C tanto para la extraccion de polifenoles
como flavonoides como se muestra en la tabla 2, segin (Azuola R., 2007) debido al

aumento en el nimero de las burbujas de cavitacion formadas al subir la temperatura.

Tabla 2. Concentracion de polifenoles y flavonoides obtenidos en hojas de Tarqui,
durante la optimizacion del factor temperatura.

Concentracion de Concentracion de

Polifenolesen mg  Flavonoides en

de Acido Galico/lg mg de Catequina
de hoja seca * /g de hoja seca *

Concentracion de Disolvente Etanol 50% Etanol 75%

30 35,62 +0,21 2 7,38 +0,03°¢

Temperatura °C 40 41,33+0,14° 7,61+0,05F
50 46,03+0,21°¢ 7,87 +0,05¢

60 47,32 +0,21¢ 7,39+0,10°¢

*Promedio de tres réplicas y desviacion estandar a 760nm y 510 nm para la determinacion de
polifenoles y flavonoides respectivamente.

abcd, | etras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de polifenoles con
respecto a la variacion de temperatura.

&9 | etras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de flavonoides

con respecto a la variacion de temperatura.
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La tabla 2 muestra que el compuesto activo se extrajo a diferentes temperaturas con el
disolvente anteriormente seleccionado mostrando los efectos de la temperatura de
extraccion en la concentracion de polifenoles 46,03 mg de acido gélico/g de hoja seca
y flavonoides 7,87 mg de catequina/g de hoja seca, la temperatura éptima de extraccion
fue de 50° C, probéandose su eficiencia tanto para polifenoles como para flavonoides.
Sin embargo, tanto el contenido de polifenoles como flavonoides disminuye a medida
que la temperatura de extraccion sobrepasa los 60°C, en la degradacion térmica los
compuestos quimicos sufren cambios significativos en su estructura (pérdida de uno o
mas atomos de la estructura fundamental) debido a la accion de altas temperaturas

resultando en una pérdida de las propiedades del compuesto (Costa J, 1993).

3.4.Factor tiempo
En el estudio de la influencia del tiempo de extraccién se utilizo el bafio de ultrasonido
a diferentes tiempos de exposicion (5,10,20min) de 1 g de material vegetal, una
relacién volumen de disolvente/ material vegetal de 1 ml/g y, se emple6 como
disolvente etanol al 50 %, para polifenoles y etanol al 75% para flavonoides todos los
estudios se realizaron por triplicado. Los resultados se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de polifenoles y flavonoides obtenidos en hojas de Tarqui,
durante la optimizacion del factor tiempo.

Temperatura °C T'empo Concentracién
(min)
5 37,10+ 0,08 @
a
Concentracion de Polifenoles S0 10 37,01+0,14 c
en mg de Acido Galico/g de 20 35,71£0,21 d
hoja seca * 5 37,42 £ 0,14
60 10 37,42+ 0,231
20 35,30 +0,21°9
Concentracion de 5 7,38 £0,08"
Flavonoides en mg de 50 10 7,60+0,05"
Catequina /g de hoja seca * 20 9,04 + 0,03 K

*Promedio de tres réplicas y desviacion estandar a 760nm y 510 nm para la determinacion de
polifenoles y flavonoides respectivamente.

a¢d9 | etras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de polifenoles con
respecto a la variacién de tiempo.

k| etras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de flavonoides

con respecto a la variacion de tiempo.
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La relaciodn positiva entre el factor tiempo y la variable respuesta concentracion sefiala
un incremento en la cantidad de flavonoides totales extraidos a mayores tiempos de
extraccion, lo cual se explica teniéndose en cuenta que la difusion es un fenémeno que
depende del tiempo por lo que entre mayor tiempo transcurra, mayor penetracion del

solvente en el tejido del material vegetal se obtendré (Yolmeh et al., 2014).

La maximizacion de la cantidad de FT extraidos redunda en el mayor aprovechamiento
del material vegetal disponible, segin Viuda et al., (2012), el uso apropiado del
tiempo del proceso y de la cantidad de solvente utilizado resulta de importancia si se
pone en consideracion las actividades antimicrobiana y antioxidante del compuesto a

extraer .

Bajo las condiciones del presente estudio es posible obtener extractos de hojas de
Tarqui con el mayor contenido de flavonoides totales (37,42 + 0,14 mg GA/g de hoja
seca), cuando se trabaja durante un tiempo de extraccion de 20 minutos; para
polifenoles no se determinaron diferencias significativas entre 5y 10 min , por lo cual
el 6éptimo fue de 5min (7,38 + 0,08 mg QT /g de hoja seca) (Tatiana et al., 2016).

3.5.Factor desgaste del material vegetal.

Para la maximizacién de la cantidad de flavonoides y polifenoles totales, se extrajeron
5 veces consecutivas mostrando un efecto estadisticamente significativo hasta 4 ciclos
de extraccion aprovechando al maximo el material disponible, los datos se observan
en la tabla 4, la gréfica 1 y 2 muestran el porcentaje de recuperacion para flavonoides

(98,91%) y para polifenoles (97,74%), respectivamente.
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Tabla 4. Concentracion de polifenoles y flavonoides obtenidos en hojas de Tarqui,
durante la optimizacion desgaste vegetal.

Temperatura  Numero de c .
° . oncentracion
C extracciones
15,56 +0,09 2
8,62+0,71°
1,86 £0,15°¢
0,60 + 0,22 ¢
0,00 +0,00¢
13,04 +0,09°¢
6,41 +0,07f
1,52 £ 0,079
0,03+0,11"
0,00 +0,00"
7,17 +0,07!
2,76 + 0,05
1,14 +0,13™
0,12+0,06™
5 <LOD

*Promedio de tres réplicas y desviacion estandar a 760nm y 510 nm para la determinacion de
polifenoles y flavonoides respectivamente.

[EEN

50

Concentracion de
Polifenoles en mg de Acido
Galico/g de hoja seca *

60

Concentracion de
Flavonoides en mg de 50
Catequina /g de hoja seca *

AP OLODNPFPORWOONEOOPODN

abcdefah | etras jguales en la misma columna indican que no existe diferencia

estadisticamente significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de
polifenoles con respecto al desgaste del material vegetal .

Jkm ) etras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia estadisticamente

significativa con un nivel del 95,0% de confianza entre concentraciones de flavonoides
con al desgaste del material vegetal.

Se determinaron las mejores condiciones que favorecen el proceso de extraccion a una
temperatura de 50 °C, un tiempo de ultrasonido de 5 min para polifenoles y 20 minutos
para flavonoides y una relacién concentracion del disolvente/ material vegetal 50:50 y

75:25 de etanol mencionados anteriormente.(Annona, 2016)

19



8,0

7,0
@ ha
2 60 . " 902 98,91 100
o
=) 88,74
< 50
= y
(=2
2 40 T y
g 64,04 = Concentracion de
S 30 flavonoides
g —e—9% acumulado
S 20
(<5}
gl
(@)
g 1,0
0,0
1 2 3 4 5
NuUmero de extracciones
Gréfica 1. Desgaste del material vegetal en la optimizacion del proceso de extraccion de
flavonoides; expresado en ndmero de extracciones vs concentracion de flavonoides.
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Gréfica 2. Desgaste del material vegetal en la optimizacion del proceso de extraccion de polifenoles;
expresado en nimero de extracciones vs concentracion de polifenoles.
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Las graficas 1 y 2 muestran el nimero de extracciones necesarias para obtener la mayor
cantidad de extracto vegetal, trabajando con cuatro extracciones tanto para polifenoles
como para flavonoides, logrando extraer 98,91% y 97,74% respectivamente.
3.6.Caracterizacion

Los flavonoides se caracterizan por la solubilidad frente a solventes polares, su
caracter fenolico y la intensa absorcion en la regidn ultravioleta y visible del espectro
electromagnético (Romero, Carlos R, Jorge, Nelly L, & Gomez, 2006). Existen varias
técnicas para la identificacion de flavonoides y polifenoles, para este estudio se
emplearon la cro-matografia liquida de alta resolucion (HPLC) y cromatografia de
capa fina (TLC). La etapa del aislamiento y purificacion es importante en la separacion e

identificacion de los flavonoides y polifenoles presentes en el extracto de tarqui.

3.6.1. HPLC
Para una mejor caracterizacion de los extractos de tarqui se empleo la cromatografia

liqguida de alta resolucion (HPLC), en la cual se pesaron 0,3mg de muestra
liofilizada/ml, previamente filtrados por membrana de 0,22pum, con un volumen de
inyeccion de 20ul a 130,5 bares y un flujo de 0,8ml/min, a diferentes longitudes de
onda (254, 214, 366, 320, 280 y 360 nm), se obtuvieron un total de 6 cromatogramas
los mismos se pueden visualizar en las graficas (4,5,6,7,8,9). Al comparar los tiempos
de retencion de los estandares (&cido galico y catequina), en los cuales no fueron
identificados. Sin embargo, se observd la separacién de varios compuestos con
similitud entre los espectros uv de los picos obtenidos para los extractos y el material
de referencia, demostrando que estos se obtienen con elevada pureza, lo cual evidencia
que no existe co-elucién de metabolitos ni productos de degradacion en el tiempo de
retencidn, por lo que nos encontramos ante un método selectivo, existiendo una mayor
concentracion de los compuestos en el extracto etanolico, lo que sugiere que este es

mas eficiente al lograr un mayor rendimiento de los compuestos presentes en tarqui.
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Gréfica 5. Perfil cromatogréafico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
254nm.
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Gréfica 7. Perfil cromatogréafico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
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3.6.2. TLC

Las placas cromatografias se realizaron a partir de condiciones estandarizadas, con
pruebas anteriores se demostrd que, a una relacion de tolueno, acetato de etilo, acido
formico (32:40:4) respectivamente se consigue una mayor separacion de los
compuestos. Se inyectaron 12ul del extracto y 2ul de los patrones acido galico y
catequina. Los flavonoides se caracterizan por la presencia de un doble enlace en C2
y de un grupo hidroxilo en C3 en el heterociclo. Se conocen 450 tipos de agliconas y
900 tipos glucosidos aproximadamente (Iwashina T., 2000) en la figuras 4 se corrié a
una longitud de onda de 254nm , figura 5 a 366nm , figura 6 con luz blanca , lo que

permitio una mejor identificacion de los compuestos separados.

Figura 4. Placa cromatografica a una longitud de onda de 254nm con patrones de acido gélico (AG),
Catequina (CQ) y extractos de etanol al 50% y etanol al 75%.
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Figura 5. Placa cromatografia a una longitud de onda de 366nm con patrones de acido galico (AG),
Catequina (CQ) y extractos de etanol al 50% y etanol al 75%.

—— —
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Figura 6. Placa cromatografica con luz blanca con patrones de acido galico (AG), Catequina (CQ) y
extractos de etanol al 50% vy etanol al 75%.
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Tabla 5. Factor de retencién para las bandas reveladas en TLC

Banda Identificacion Xs (cm) Xm(cm) Rt
1 AG 7.42 4,12 0,56
2 CQ 7.42 3,53 0,48
3 - 7,42 3,54 0,48
4 - 7.42 6,33 0,85
5 - 7.42 6,79 0,92
6 - 7,42 7,32 0,98
7 - 7.42 0,65 0,09
8 - 7,42 11 0,15

Fuente: Laboratorio de Analisis Instrumental de Canje de Deuda

En las placas de TLC, se obtuvieron 8 bandas, las cuales arrojan informacion
cualitativa de los compuestos, puesto que la solubilidad depende de la forma en que se
encuentra y el nimero y clase de sustituyentes presentes. Los glicosidos, las
antocianidinas y los sulfatos son solubles en agua y alcohol. La agliconas flavonoides
altamente hidroxiladas son solubles en etanol, metanol y n-butanol, mientras que las
poco hidroxiladas lo son en solventes como éter etilico, acetato de etilo y acetona. Las
agliconas altamente metoxilados son solubles en solventes menos polares como el éter
de petroleo y el cloroformo (COSTA O. JORGE, 1993). Razon por la cual un
aumento de cualquiera de los dos radicales, producira un cambio visible al rojo,
mientras que la metilacion y glucosilacion producen un cambio visible al azul. Las
bandas 3,4 ,5 y 6 son de color rojo, ademas gue la intensidad de color de las bandas es
un indicativo de concentracion de compuestos, como se visualizan en las bandas 7 y
8, en la tabla 5 se muestran los factores de retencion para las bandas reveladas en TLC
a continuacion en la grafica 9 de espectro tridimensional indica los Rf de los extractos
de tarqui en comparacion con los patrones catequina y acido galico corridos en el
equipo de TLC, se puede visualizar que existe catequina en el extracto de tarqui aunque

a una intensidad menor, pero no se presencia la existencia de acido galico.
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Grafica 9. Espectro tridimensional, el cual muestra los Rf de los extractos y patrones corridos en el
equipo de TLC

3.7.Verificacidn de hipotesis
Al realizar la experimentacién y en base a los resultados obtenidos se demuestra que
existe diferencias significativas en la estandarizacion de la concentracion tanto de
polifenoles como de flavonoides por lo cual se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la
hipétesis alternativa.

3.7.1. Factor disolvente, temperatura, tiempo
Realizando el analisis estadistico por el método de rangos dio como resultado que

existe diferencias significativas en el tipo de disolvente y concentracién del disolvente

tiempo y temperatura utilizado para la extraccion de tarqui.
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4. CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones
Se optimizo satisfactoriamente el proceso de extraccion para la cuantificacion de
flavonoides y polifenoles en hojas de tarqui a través de la eleccion del mejor solvente,
temperatura y tiempo, tratando de obtener el mayor rendimiento del material vegetal.
Es asi que para polifenoles las mejores condiciones de extraccion fueron etanol al 50%,
50°C y 5min, mientras que para flavonoides fueron etanol al 75%, 50°C y 20min.

Se cuantificd el contenido de polifenoles y flavonoides utilizando Gnicamente los
mejores tratamientos del proceso de optimizacién obteniendo un contenido de
flavonoides totales de ( 37,42 + 0,14 mg GA/g de hoja seca ), y para polifenoles de (
7,38 £ 0,08 mg QT /g de hoja seca ); con un porcentaje de recuperacion del 98,91% y
de 97,74 % respectivamente.

Se caracterizaron los extractos de tarqui por cromatografia en capa fina (TLC), con
una relacion de tolueno: acetato de etilo: acido formico de 32:40;4, y un volumen de
inyeccidn para el extracto de 12ul y los patrones de 2l en donde se logré la separacion
de ocho bandas a 354,366 nm y luz blanca, los estandares AG y CQ presentaron una

polaridad intermedia, con un Rf de 0,56 y 0,48 respectivamente.

Se caracterizaron los extractos de tarqui por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), con un volumen de inyeccion de 20ul, a diferentes longitudes de onda ( 254,
214, 366, 329,280 y 360 nm) y usando AG y CQ como estandares de referencia, los
cuales no fueron identificados en los extractos bajo las condiciones de analisis. Sin
embargo, se observd la separacion de varios compuestos que muestran perfiles
cromatograficos similares a las diferentes longitudes de onda ensayadas. La
composicion de flavonoides y polifenoles depende en gran medida de la especie
vegetal, su etapa de desarrollo, el tipo de tejido, la localizacion subcelular y las

influencias ecoldgicas clave de origen bidtico y abidtico.
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4.2.Recomendaciones
En la determinacion de polifenoles y flavonoides es recomendable utilizar soluciones
recién preparadas ya que este reactivo es fotosensible, de lo contrario afectaria en los

resultados obtenidos.

Con respecto a la caracterizacion de los compuestos encontrados, se recomienda un
estudio mucho més amplio y la identificacion de dichos compuestos utilizando
estandares diferentes al acido galico y catequina con el fin de tener una mayor
informacion del contenido de metabolitos secundarios en las hojas de tarqui.

Se recomienda continuar con la investigacion de TARQUI Myrsine andina (Mez)
Pipoly, no solo en las hojas sino también en las raices, flores y tronco, con la finalidad
de identificar metabolitos secundarios de interés en el campo de la medicina y de los

alimentos.
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Curva de calibrado

Graéfica I. Curva de calibracion de catequina para la determinacién de flavonoides
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Gréfica 1. Curva de calibracién de acido galico para la determinacién de polifenoles

07
06

05

0,4

03 y = 0,1110714x + 0,0409286
0.2 R2 = 0,9935494

0,1

Abs 760 nm

0 1 2 3 4 5 6
Concentracién (ppm)

36



Factor disolvente

Tabla I. Datos obtenidos a partir de la extraccion de flavonoides a distintos disolventes

Peso

(9)

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

Aforo Alicuota Aforo F.D. Abs

inicial (ul)
(ml)
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250
5 250

final
(ml)
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1
5 1

Conc.
510nm 510 nm
(mg/g
muestra)

Agua

0,148 4,515

0,146 4,452

0,145 4,420
Etanol 75%

0,245 7,566

0,247 7,629

0,246 7,597
Etanol 50%

0,201 6,182

0,203 6,245

0,201 6,182
Etanol 25%

0,224 6,905

0,222 6,842

0,225 6,937
Etanol puro

0,156 4,766

0,153 4,672

0,148 4,515
Metanol 25%

0,193 5,921

0,195 5,992

0,194 5,957
Metanol 50%

0,201 6,203

0,200 6,168

0,199 6,133
Metanol 75%

0,204 6,308

0,212 6,590

0,214 6,660
Metanol puro

0,195 5,992

0,190 5,816

0,191 5,851
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Promedio
concentracion

4,46

7,60

6,20

6,89

4,65

5,96

6,17

6,52

5,89

Desviacion
estandar

0,05

0,03

0,04

0,05

0,13

0,04

0,04

0,19

0,09



Peso

(8)

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000

Tabla Il. ANOVA para concentracion de flavonoides por disolvente

Fuente

Entre
grupos
Intra
grupos
Total
(Corr.)

Suma de
Cuadrados

23,6319
0,137912

23,7699

Gl

8

18

26

Cuadrado
Medio

2,95399

0,00766178

Razon-F

385,55

Valor-P

0,0000

Tabla I11. Pruebas de multiples rangos para concentracion de flavonoides por

disolvente
Disolvente |Casos| Media H Grupps
0mogéneos

Agua 3 [4,46233|X
Etanol 98.8%| 3 4651 | X

Metanol X

99.8% 3 15,88633
Metanol 25%| 3 |5,95667| X
Metanol 50% | 3 6,168 X
Etanol 50% 3 6,203 X
Metanol 75%| 3 |6,51933 X
Etanol 25% 3 16,89467 X
Etanol 75% 3 |7,59733 X

Tabla IV. Datos obtenidos a partir de la extraccion de polifenoles a distintos

disolventes

Aforo
inicial
(ml)

63}

Alicuota A.f oro

(ul) final
(ml)

50 5

50 5

50 5

50 5

50 5

50 5

50 5

Conc.
Abs 760 nm
F.D.
760nm (mg/g
muestra)
Agua
1,5 0,281 16,211
1,5 0,283 16,346
1,5 0,285 16,481
Etanol 75%
1 0,287 11,077
1 0,273 10,447
1 0,285 10,987
Etanol 50%
6 0,242 54,309
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16,35

10,84

56,47

. Desviacion
Promedio

estandar

0,14

0,34

1,87



0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

50
50

50
50
50

50
50
50

50
50
50

50
50
50

50
50
50

50
50
50

o

6 0,254

6 0,254
Etanol 25%

3 0,230

3 0,280

3 0,280
Etanol puro

1 0,247

1 0,246

1 0,245
Metanol 25%

3 0,181

3 0,183

3 0,181
Metanol 50%

1 0,220

1 0,222

1 0,225
Metanol 75%

3 0,364

3 0,365

3 0,362
Metanol puro

3 0,211

3 0,210

3 0,212

57,550
57,550

25,534
32,286
32,286

9,277
9,232
9,186

18,916
19,186
18,916

8,061
8,151
8,286

43,630
43,765
43,360

22,968
22,833
23,103

30,04

9,23

19,01

8,17

43,59

22,97

Tabla V. ANOVA para concentracion de polifenoles por disolvente

Fuente

Entre
grupos
Intra
grupos
Total
(Corr.)

Suma de
Cuadrados
6602,71
37,8643

6640,57

Gl Cuadrad

o Medio
8 825,339
18 2,10357
26
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Razo6n-

F

392,35

Valor-P

0,0000

3,90

0,05

0,16

0,11

0,21

0,14



Tabla VI. Pruebas de multiples rangos para concentracion de polifenoles por

disolvente
Disolvente |Casos| Media H Grupps
0mogéneos
Metanol 50% | 3 8,166 |X
Etanol 98.8%| 3 ]9,23167|XX
Etanol 75% 3 110,837 | x
Agua 3 |16,346 X
Metanol 25%| 3 | 19,006 X
Metanol X
99.8% 3 |22,968
Etanol 25% 3 30,0353 X
Metanol 75%| 3 | 43,585 X
Etanol 50% 3 56,4697 X

Factor Temperatura

Tabla VII. Datos obtenidos a partir de la extraccion de flavonoides a distintas

Peso

(8)

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

Aforo

inic
(ml)

S5}

ial

temperaturas
Aforo Conc. Promedio
Alicuota Abs 510 nm
final F.D. Abs
(ul) (ml) 510nm (mg/g 510nm
muestra)

Etanol (75%) Temperatura 30
250 5 1 0,240 7,408 7,38
250 5 1 0,238 7,346
250 5 1 0,239 7,377

Etanol (75%) Temperatura 40
250 5 1 0,245 7,566 7,61
250 5 1 0,246 7,597
250 5 1 0,248 7,660

Etanol (75%) Temperatura 50
250 5 1 0,255 7,880 7,87
250 5 1 0,256 7,912
250 5 1 0,253 7,817

Etanol (75%) Temperatura 60
250 5 1 0,236 7,283 7,39
250 5 1 0,240 7,408
250 5 1 0,242 7,471
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Desviacion
estandar

0,03

0,05

0,05

0,10



Peso

(8)

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

Tabla VIII. ANOVA para concentracion de flavonoides a diferentes temperaturas

Suma de Cuadra
Gl do Razén-F Valor-P
Fuente Cuadrados .
Medio
Entre 0,484403 3 0161468 43,79 0,0000
grupos
Intra 0,029496 8  0,003687
grupos
Total
(Corr) 0,513899 11

Tabla IX. Pruebas de multiples rangos para concentracién de flavonoides a
diferentes temperaturas

TEMPERATU Casos| Media Grupps
RA Homogeneos
30°C 3 7,377 |X
60°C 3 |7,38733|X
40°C 3 |7,60767| X
50°C 3 (7,86967| X

Tabla X. Datos obtenidos a partir de la extraccidn de polifenoles a diferentes

temperaturas
.A f.°.r° Alicuota A.f oro Abs Conc. 760 . Desviacion
inicial final F.D. nm (mg/g Promedio .
(ml) (ul) (ml) 760nm muestra) estandar
Etanol (50%) Temperatura 30
5 50 5 3 0,306 35,797 35,62 0,21
5 50 5 3 0,303 35,392
5 50 5 3 0,305 35,662
Etanol (50%) Temperatura 40
5 50 5 3 0,347 41,334 41,33 0,14
5 50 5 3 0,348 41,469
5 50 5 3 0,346 41,199
Etanol (50%) Temperatura 50
5 50 5 3 0,382 46,061 46,02 0,21
5 50 5 3 0,380 45,791
5 50 5 3 0,383 46,196
Etanol (50%) Temperatura 60
5 50 5 3 0,391 47,277 47,32 0,21
5 50 5 3 0,390 47,141
5 50 5 3 0,393 47,547
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Peso

(8)

0,1000
0,1000

0,1000

0,1000
0,1000

Tabla XI. ANOVA para concentracion de polifenoles por diferentes temperaturas

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre 252975 3 | 843251 231059 0,0000
grupos

Intra 0,291961 8 | 0,0364951

grupos

Total

(Corr) 253,267 11

Tabla XII. Pruebas de maltiples rangos para concentracion de polifenoles por

diferentes temperaturas

TEMPERATURA | Casos | Media Grupos
Homogeneos
30°C 3 | 35617 |X
40°C 3 | 41334 | X
50°C 3 | 46,016 | X
60°C 3 | 473217 | X

Factor Tiempo

Tabla XI11. Datos obtenidos a partir de la extraccion de flavonoides a diferentes

Aforo
inicial
(ml)

tiempos
Alicuota A.f oro
(ul) final F.D.
(ml)
Etanol 75% a 502C x 5 min
250 5 1
250 5 1
250 5 1
Etanol 75% a 502C x 10 min
250 5 1
250 5 1
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Abs
510nm

0,241
0,240

0,236

0,245
0,245

Conc. 510
nm

(mg/g
muestra)

7,440
7,408

7,283

7,566
7,566

Promedio
Abs
510nm

7,377

7,597

Desviacion
estandar

0,08

0,05



0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

Peso

(8)

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000

5 250 5 1 0,248 7,660
Etanol 75% a 502C x 20 min
250 5 1 0,293 9,075 9,044 0,03
250 5 1 0,292 9,044
250 5 1 0,291 9,013
Tabla X1V. ANOVA para concentracion de flavonoides por diferentes tiempos
Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F | Valor-P
Entre 4,92028 2 | 246014 | 68405 | 0,0000
grupos
Intra 0,0215787 6 | 0,00359644
grupos
Total
(Corr.) 4,94186 8
Tabla XV. Pruebas de multiples rangos para concentracion de flavonoides por
diferentes temperaturas
Tiempo Casos| Media Grupps
S Homogeneos
5 min 3 7,377 | X
10min | 3 (7,59733]| X
20min | 3 9,044 | X
Tabla XVI. Datos obtenidos a partir de la extraccion de polifenoles a diferentes
tiempos.
Aforo Aforo Conc.
L Alicuota . Abs 760 nm . Desviacion
inicial final F.D. Promedio .
(ml) (ul) (ml) 760nm (mg/g estandar
muestra)
Etanol 50% a 502C x 5 min
5 50 5 3 0,315 37,013 37,10 0,08
5 50 5 3 0,316 37,148
5 50 5 3 0,316 37,148
Etanol 50% a 502C x 10 min
5 50 5 3 0,315 37,013 37,01 0,14
5 50 5 3 0,314 36,878
5 50 5 3 0,316 37,148
Etanol 50% a 502C x 20 min
5 50 5 3 0,307 35,932 35,71 0,21
5 50 5 3 0,304 35,527
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0,1000

0,1000
0,1000

0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

(S840, |

Tabla XVII. ANOVA para concentracién de polifenoles por diferentes tiempos

50 5 3
Etanol 50% a 602C x 5 min
50 5 3
50 5 3
50 5 3
Etanol 50% a 602C x 10 min
50 5 3
50 5 3
50 5 3
Etanol 50% a 602C x 20 min
50 5 3
50 5 3
50 5 3

0,305

0,318
0,319

0,317

0,317
0,320
0,317

0,304
0,302
0,301

35,662

37,418
37,553

37,283

37,283
37,688
37,283

35,527
35,257
35,122

37,42

37,42

35,30

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F | Valor-P
Entre 3.66255 2 1.83128 82,21 0,0000
grupos

Intra 0,13365 6 | 0022275

grupos

Total

(Corr) 3,7962 8

Tabla XVIII. Pruebas de mdltiples rangos para concentracion de polifenoles por

diferentes tiempos

Tiempos | Casos | Media Grupps
Homogeneos
20 min 3 35,707 |X
10 min 3 |37,013| X
5 min 3 [37,103| X
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Factor desgaste del material vegetal

Tabla XIX. Datos obtenidos a partir de la extraccion de flavonoides por desgaste del
material vegetal.

Peso

(9)

0,1000
0,1000

0,1000

0,1000

0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

Aforo
inicial
(ml)

Alicuota Aforo Conc. 510
muestra final (ml) F.D. Abs 510nm  nm (mg/g
(ul) muestra)
Etanol 75% a 50°C x 20min. Extraccion 1
250 5 1 0,230 7,094
250 5 1 0,233 7,188
250 5 1 0,234 7,220
Etanol 75% a 50°C x 20min. Extraccion 2
250 5 1 0,094 2,816
250 5 1 0,091 2,722
250 5 1 0,092 2,753
Etanol 75% a 50°C x 20min. Extraccion 3
250 5 1 0,044 1,244
250 5 1 0,042 1,181
250 5 1 0,036 0,992
Etanol 75% a 50°C x 20min. Extraccion 4
250 5 1 0,007 0,080
250 5 1 0,008 0,111
250 5 1 0,010 0,174
Etanol 75% a 50°C x 20min. Extraccion 5
250 5 1 0,002 -0,078
250 5 1 0,001 -0,109
250 5 1 0,003 -0,046

Abs
510nm

7,167

2,764

1,139

0,122

-0,078

Desviacion
estandar

0,07

0,05

0,13

0,05

0,03

Tabla XX. ANOVA para concentracion de flavonoides por desgaste del material

vegetal

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F | Valor-P
Entre 105,81 4 26,4525 | 5071.99 | 0.0000
grupos
Intra 0.052154 10 | 00052154
grupos
Total
(Corr) 105,862 14
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Peso

(9)

0,1000

0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000

0,1000

0,1000

0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000

Tabla XXI. Pruebas de multiples rangos para concentracion de flavonoides por

desgaste del material vegetal

Nivel

Casos

Media

Homogéneos

Grupos

3

0 X

0,12166 |X
7

1,139

X

2,76367

X

RINW] B

Wlwlw| w

7,16733

X

Tabla XXI1. Datos obtenidos a partir de la extraccion de polifenoles por desgaste del
material vegetal.

Aforo Alicuota
inicial muestra

(mi) (ul)
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50

50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50

50

50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50

_Aforo D Abs
final (ml) o 760 nm
3 0,385
5 3 0,389
5 3 0,386
5 3 0,220
5 3 0,227
5 3 0,250
5 3 0,080
5 3 0,081
5 3 0,086
Etanol 50% a 50°C x 5 min
5 3 0,051
5 3 0,052
5 3 0,060
Etanol 50% a 50°C x 5 min
5 3 0,013
5 3 0,021
5 3 0,026
Etanol 50% a 60°C x 5 min
5 3 0,330
5 3 0,333
5 3 0,329
Etanol 50% a 60°C x 5 min
5 3 0,182
5 3 0,185
5 3 0,183

Etanol 50% a 60°C x 5 min

3

0,073
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Conc. 760
nm (mg/g
muestra)

46,466

47,006
46,601

24,183
25,129
28,235

5,277
5,412

6,087

. Extraccion 4

1,360

1,495
2,576

. Extraccion 5

-3,772
-2,691
-2,016

. Extraccion 1

39,039
39,444
38,904

. Extraccion 2

19,051
19,457
19,186

. Extraccion 3

4,331

Promedio
conc. a
760 nm

46,69

25,85

5,59

1,81

-2,83

39,13

19,23

4,56

Desviacion
estandar

0,28

2,12

0,434

0,666

0,886

0,281

0,206

0,206

Coeficiente
de
variacion

0,006

0,082

0,078

0,368

-0,313

0,007

0,011

0,045



0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

0,1000
0,1000
0,1000

5 50

5 50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50
5 50

Tabla XXI11. ANOVA para concentracion de polifenoles por desgaste del material

5 3 0,076 4,736
5 3 0,075 4,601
Etanol 50% a 60°C x 5 min. Extraccion 4
5 3 0,039 -0,260 0,10 0,340
5 3 0,042 0,145
5 3 0,044 0,415
Etanol 50% a 60°C x 5 min. Extraccion 5
5 3 0,009 -4,312 -4,36 0,206
5 3 0,007 -4,582
5 3 0,010 -4,177

vegetal.
Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F | Valor-P
Entre
4813,84 4 1203,46 1156,06 0,0000
grupos
Intra 10,41 10 1,041
grupos
Total
(Corr) 4824,25 14
Tabla XXIV. Pruebas de multiples rangos para concentracion de polifenoles por

desgaste del material vegetal

Nivel | Casos | Media | Grupos Homogéneos
5 3 0 X
4 3 1,81033 |X
3 3 5592 | X
2 3 25,849 | X
1 3 46,691 X

47

3,410

-0,047



Perfil Cromatografico

214 nm 224 min

—— Flav. liofilizado

— Pol. liofilizado

—— Pol. extracto 25.02 min
Flav. extracto

2. 36 min

7.20 min

©21.55 min ‘ |

12.93 min 20.20 mm liﬂjl 1111‘11|
| |
|

5 10 15 20 25
Tiempo de retencion (min)

Gréfica 10. Perfil cromatografico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
214nm.
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25 min

254 nm

—— Flav. liofilizado
Flav. extracto

—— Pol. liofilizado

—— Pol. extracto

22.7min
i

2.6 mmn
&

23 .5 min

LA A ———— W\J\erU A\&’\Jﬁi

5 10 15 20 25

0
Tiempo de retencion (min)
Gréfica 11. Perfil cromatogréafico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
254nm.
280 nm _
7.?mmm
20.20 min
2.6 min
23.9 min
12.9 min
Flav. extracto
—— Flav. liofilizado
—— Pol. extracto 25 min
—— Pol. liofilizado
) 22.7 min
0 5 10 15 20 25

Tiempo de retencion (min)

Gréfica 12. Perfil cromatografico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
280nm.
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320 nm §20.20 min

Flav. extracto
—— Flav. liofilizado
—— Pol. extracto

—— Pol. liofilizado

25 min

2.6 min 17.2 min

A . B W

0 5 10 15 20
Tiempo de retencion (min)

Gréfica 13. Perfil cromatogréafico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
320nm.

22.7 min

——e

360 nm

25 min

Flav. extracto T
—— Flav. liofilizado
—— Pol. extracto
—— Pol. liofilizado

23.4 min

21.5 min

24.3 min

20.20 min

16 18 20 22 24 26 28
Tiempo de retencion (min)

Gréfica 14. Perfil cromatografico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
360nm.
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366 nm §22.7 min

Flav. extracto 25 min
—— Flav. liofilizado 9
—— Pol. extracto
—— Pol. liofilizado

Y36Bpolextrac vs X366polexirac

y wave type= DP, x wave type= DP
y data folder= root 366 nm

x data folder= oot 366 nm'"
axes=eft vs bottom

23 .4 min

21.5

B N\

16 18 20 22 26 28

Tiempos de retencion (min)

Gréfica 15. Perfil cromatografico de los extractos de Tarqui a una longitud de onda de
366nm.
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Evidencias Fotograficas

(e o
“L.omuna Teligote
LA A4

Bienvenidos
Bosque Nativo

TELIGOTE
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Imagen 2. Tratamiento de las hojas de tarqui (disminucion del tamafio de
particula)

Imagen 3. Muestras de los extractos, cuantificacion de flavonoides y polifenoles

Imagen 4. Rotavapor, evaporacion del solvente
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