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RESUMEN

En las zonas rurales de los paises en via de desarrollo utilizan la médica tradicional
como Unico tratamiento de enfermedades, ya que se les dificulta ir a un hospital o por
el tema econdémico no poder comprar los medicamentos. En la medicina tradicional se
ha encontrado un sinfin de benéficos como antivirales, antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, etc. Por lo que la presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de las flores de S.
junceum. Se obtuvo los extractos hidroalcohdlicos por medio de la extraccion Soxhlet
y maceracion con etanol al 96 por ciento y 70 por ciento, el extracto por Soxhlet con
etanol al 70 por ciento tubo el mayor rendimiento siendo de 14,01 por ciento con una
desviacion estandar 3,64. La determinacion cualitativa de metabolitos secundarios se
desarroll6 mediante ensayos fitoquimicos y se identificaron metabolitos como:
alcaloides, saponinas, fenoles, taninos, flavonoides y quinonas en diferentes
concentraciones; y para comprobar la presencia de estos se realiz6 adicionalmente una
espectrofotometria infrarroja. La capacidad antioxidante se realiz6 con la técnica de
DPPH, donde el extracto por Soxhlet con etanol al 70 por ciento obtuvo la mayor
actividad antioxidante siendo de 76,72 por ciento con una desviacién estandar 0,01.
Finalmente, los extractos fueron evaluados en la actividad antinflamatoria mediante la
inhibicidn de la desnaturalizacion de la aloumina de huevo, la mayor inhibicion de
76,55 por ciento con una desviacion estandar 0,05 correspondi6 a la extraccion por

Soxhlet con etanol al 96 por ciento.

Palabras clave: Actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria, Soxhlet,
maceracion, metabolitos secundarios, S. junceum, flores, etanol, extracto.
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ABSTRACT

In rural areas of developing countries, traditional medicine is used as the only
treatment for illnesses, since it is difficult for them to go to a hospital or because they
cannot afford to buy the medicines. Traditional medicine has been found to have an
endless number of benefits such as antivirals, antioxidants, anti-inflammatory,
anticancer, etc. Therefore, the present research aimed to evaluate the antioxidant and
anti-inflammatory activity of S. junceum flowers. Hydroalcoholic extracts were
obtained by Soxhlet extraction and maceration with 96 percent and 70 percent ethanol,
the extract by Soxhlet with 70 percent ethanol had the highest yield of 14.01 percent
with a standard deviation of 3.64. The qualitative determination of secondary
metabolites was developed by phytochemical assays and metabolites such as alkaloids,
saponins, phenols, tannins, flavonoids and quinones were identified in different
concentrations; and to verify the presence of these, infrared spectrophotometry was
also performed. The antioxidant capacity was performed with the DPPH technique,
where the Soxhlet extract with 70 percent ethanol obtained the highest antioxidant
activity of 76.72 percent with a standard deviation of 0.01. Finally, the extracts were
evaluated in the anti-inflammatory activity by inhibition of egg albumin denaturation,
the highest inhibition of 76.55 percent with a standard deviation 0.05 corresponded to

the Soxhlet extraction with 96 percent ethanol.

Keys words: Antioxidant activity, anti-inflammatory activity, Soxhlet, maceration,
secondary metabolites, S. junceum, flowers, ethanol, extract.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos
1.1.1 Plantas medicinales

La medicina tradicional también es valorada por su enfoque holistico en el tratamiento
de las enfermedades, donde no solo se tratan los sintomas, sino también se busca
abordar las causas subyacentes. En muchos casos, también se promueve un estilo de
vida saludable para prevenir enfermedades y mejorar la calidad de vida. Sin embargo,
también es importante tener en cuenta que la medicina tradicional a menudo no esta
regulada y sus practicas pueden variar mucho. Ademas, la falta de investigacion
cientifica rigurosa sobre su eficacia y seguridad puede plantear preocupaciones. Por lo
tanto, es importante que la medicina tradicional se integre con la medicina moderna y
se respeten los estandares de calidad y seguridad necesarios para garantizar la salud y

el bienestar de las personas (Bussmann, 2018).

A pesar del creciente interés en la medicina herbaria y los estudios cientificos que
demuestran su eficacia, todavia existe una brecha entre la investigacion y su aplicacion
practica en la atencion médica. Esto puede ser debido a una falta de conocimiento y
capacitacion en medicina herbaria entre los profesionales de la salud, asi como a una
falta de regulacién y estandares en la produccion y distribucion de medicamentos de
origen vegetal. Sin embargo, la tendencia esta cambiando y cada vez mas médicos y
profesionales de la salud estan incorporando la medicina herbaria en sus préacticas, y
se estan llevando a cabo mas investigaciones para determinar la eficacia y seguridad

de estos tratamientos. (Jiménez et al., 2021).

En muchos paises en vias de desarrollo, la medicina herbaria puede ser una opcion
mas accesible y econdmica para las personas que tienen dificultades para acceder a los
medicamentos farmacoldgicos. Ademas, las practicas culturales y las tradiciones
pueden influir en la eleccién de tratamientos a base de hierbas sobre medicamentos

sintéticos. (Yanchaguano & Francisco, 2019).



S. junceum es una alternativa en la medicina tradicional, ya que esta presenta
propiedades curativas y ademas se lo puede utilizar en el sector industrial. Se lo utiliza
en la medicina como ungtiento, tisana y embrocacion en el que tiene efecto diurético,
en caso de envenenamiento, para regular el corazon, etc. Y en el sector industrial para
para elaboracién de bebidas alcohdlicas, ademas tiene varios usos esta planta varios
sectores (Yildirim et al., 2017).

1.1.2 Taxonomia de la planta
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Spartium
Especie: Spartium junceum
Fuente: (Banco de Datos de Biodiversidad de Canarias, 2003).
1.1.3 Diferencia frente otras especies

Segln Rizza et al., (2021) Spartium es un género con una Unica especie siendo S.
junceum. En la que puede confundirse con otras especies del género Cytisus, Genista
y Retama, las siguientes caracteristicas permitird diferenciar entre estos cuatro

géneros:

e Spartium: Caliz con un solo labio que lleva 3-5 pequefios dientecitos apicales,
abierto superiormente; legumbre linear, erguida.

e Genista y Cytisus: Céliz bilabiado; labios con 2-3 dientes o I6bulos; legumbre
diferente.



e Retama: Legumbre esferoidal u ovoide, mas o menos globos o arrifionada;

flores amarillas o blancas.
1.1.4 Descripcion botanica de la retama

La retama de olor es un arbusto ramificado que puede medir hasta 3 m de alto con el
tallo muy ramificado y se reproduce por semilla. Sus ramas son largas y algo curvadas,
estriadas, verdes y pierden pronto sus hojas. Las hojas pueden medir hasta 3,5 cm de
largo y son simples, alternas, facilmente caedizas, lanceoladas o estrechamente
elipticas, enteras, lampifias por el haz y sedosa por el enves, tiene los margenes
enteros, y son de color verde-azuloso. Las flores aparecen en los racimos terminales y
pueden medir de 2 cm o0 mas de largo, son de color amarillo, muy olorosas. Los frutos
son una legumbre comprimida de hasta 7 cm de largo, con los bordes grueso y
paralelos, que contiene 10-18 semillas ovoides, de color café rojizo y con la superficie

porosa (Kovacevié et al., 2021).
1.1.5 Distribucion y habitat

Arbusto proveniente del Mediterraneo y en nuestro pais crece desde los 2000 hasta los
2800 m de altura en las provincias de Azuay, Bolivar, Carchi, Imbabura, Loja,
Pichincha y Tungurahua. Por lo general, crece en climas calidos y templados por lo
que es abundante en los valles y laderas de la region sierra prefiriendo vivir cerca de
los cauces de agua, pero resiste la sequia. Por ser una especie nitrofila, puede aparecer
en los terrenos alterados, zonas de cultivos abandonadas, cunetas de caminos y

carreteras, matorrales, etc (Lara et al., 2019).
1.1.6 Uso medicinal de la planta

Las partes utilizadas de la remata para los usos medicinales son las hojas y las flores.
Son un excelente remedio para combatir diversos y complicadas enfermedades, como
el reumatismo, gota, purgante, ictericia, ulceras, paludismo, afecciones cronicas a los
rifones, vejiga, afecciones de la piel, herpes, granos, etc. Generalmente se lo utiliza
para tratar ulceras gastricas, algunos estudios han encontrado que no solo cura la
ulcera, sino que también previene su formacion, otro estudio de las flores sefialo que

tiene accion diurética (Nanni et al., 2018).



Las flores soasadas o en infusion se usan contra dolores reumaticos, en las cefalalgias
de igual manera la tinta extraida se utiliza como antirreumatico y en ictericia; las flores
frescas en fricciones contra las pecas, el tratamiento de afecciones renales y de las vias
urinarias (Noriega, 2018).

1.1.7 Composicion quimica

Tiene la esparteina que es un principio activo y es un excelente tonico del corazon. La
escoparina, sales de potasio que contiene las flores y semillas le confieren una accion
diurética enérgica. En cuanto a la composicion quimica la retama posee entre otros:
alcaloides (citisina y esparteina principalmente, junto con genesteina e isoesparteina),
glucosidos (escoparina), flavonoides (quercetina), acidos (cafeico, linoleioo, caprflico,

palmitico), taninos y oxalatos (De la Cruz, 2015).

Contiene muchas sustancias activas como anagirina, acido cafeico, acido caprilico,
crisina, citisina, genisterina, lupeol, &cido miristico, &cido oleioo, quercetina,
sitosterol, acido estearico y esparteina, los cuales proporcionan buena actividad
antiinflamatoria, antibacteriana, principalmente para problemas infecciosos de las vias
respiratorias, urinarias y digestivas. Se puede utilizar para lavar heridas y como
desinfectante. Los aceites esenciales extraidos permiten calmar los nervios y tiene

efecto estimulante (Jaume & Mascard, 2020).

En el extracto etéreo y acuoso se confirma presencia de metabolitos como:
flavonoides, taninos, alcaloides, cumarinas y triterpenos en menor intensidad, los
cuales presentan las coloraciones y precipitaciones especificas. El extracto acuoso de
la flor de retama contiene los siguientes principios activos: flavonoides, alcaloides,
taninos galicos, compuestos fendlicos, azlcares reductores y principios amargos
(Jaume & Mascaro, 2020).

1.1.8 Metabolitos secundarios
1.1.8.1. Flavonoides

Los flavonoides consisten principalmente de quince atomos de carbono en su
estructura de nucleo fundamental C6-C3-C6 que consta de dos anillos de benceno

etiquetados como anillos A y B conectados por un pirano heterociclico llamado anillo

4



C. Y se clasifican dependiendo de sus estructuras quimicas en chalconas, flavanonas,
flavanonoles, flavonas, flavanoles, isoflavonas, flavan-3-oles (catequinas) y
antocianidinas, y los investigadores han aislado e identificado mas de 1000
compuestos flavonoides (Shamsudin etal., 2022). Los flavonoides estan
ampliamente extendidos en todo el reino vegetal constituyendo la mayoria de los
pigmentos amarillos (flavonas, chalconas, auroras), rojos y azul (antocianos) de flores
y algunos frutos. Destacan las familias Asteraceae, Rutaceae, Fabaceae,
Umbellifereae, Lamiaceae, entre otras. Muchos flavonoides muestran actividad frente
a la Ulcera péptica, reduciendo el indice de ulceracion y la intensidad del dafio mucosa
(Ramirez, 2018).

Son metabolitos secundarios que se encuentran en frutas, hierbas, tallos, cereales,
nueces, vegetales, flores y semillas. Se los han utilizado como tintes naturales, en
cosmeéticos y productos para el cuidado de la piel y agentes antiarrugas para la piel.
Sin embrago, tienen varias aplicaciones el campo de la medicina. Esos polifenoles se
han utilizado como agentes antimicrobianos, antivirales, antiangiogénicos,
antipaludicos, antioxidantes, neuroprotectores, antitumorales y antiproliferativos
(Ullah et al., 2020). Casi siempre son hidrosolubles y son responsables de la
coloracion de las flores, frutos y a veces de las hojas. Asi ocurre con los flavonoides
amarillos (chalconas, auroras, flavonoles amarillos), con las antocianinas rojos, azules
0 violetas. Por regla general los flavonoides in vitro son inhibidores enzimaticos:
inhibicion de la histidina descarboxilasa por el quercetol o la naringenina (Corona
et al., 2019).

Se ha demostrado que los flavonoides pueden retirar oxigeno reactivo, especialmente
en forma de aniones superoxidos, radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos o
hidroperdxidos. De esta manera bloguean la accion deletérea de dichas sustancias
sobre las células. Sus efectos citoprotectores son, por ejemplo, bien patentes en
fibroblastos de la piel humana, queratinocitos, células endoteliales y ganglios
sensoriales cultivados en presencia de sulfoxina-butionina, un inhibidor irreversible de
la glutation sintetasa (Moura et al., 2020). Asi mismo, se ha comprobado su potente
capacidad de inhibir in vitro la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)

por los macrofagos y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas. De hecho, las



poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides estadisticamente presentan

menores riesgos de afecciones cardiovasculares (Ramirez, 2018).

La estructura de los flavonoides juega un papel importante en la actividad
antinflamatoria. Tienen una estructura de anillo plano con insaturacién en C2-C3, y
las posiciones del grupo hidroxilo son cruciales para impartir la propiedad. El grupo
hidroxilo en las posiciones 3'y 4' del anillo B es muy importante, sin el cual se pierde
la actividad antiinflamatoria del compuesto (Al-Khayri et al., 2022). Para que una
molécula de flavonoide ejerza actividades antinflamatorias, debe existir la presencia
de un doble enlace C2-C3 (anillo C) y grupos hidroxilo en las posiciones C3", C4
(anillo B), C5y C7 (anillo A) son requisitos estructurales esenciales. Por otro lado, se
ha demostrado que la sustitucion en la ubicacion C3 reduce la actividad antinflamatoria

de los flavonoides (Shamsudin et al., 2022).

La capacidad antioxidante de los flavonoides esta asociada con la estructura molecular
y, mas precisamente, con la ubicacion y el numero total de los grupo -OH, los efectos
de conjugacion y resonancia, el entorno que modifica el sitio antioxidante favorecido
termodinamicamente y el mecanismo antioxidante particular. para un compuesto
(Ullah etal., 2020). ElI mecanismo de accién es que actuan como antioxidantes
exogenos y los radicales los oxidan directamente para formar especies menos reactiva
a través de cuatro mecanismos, por la inhibicion de la actividad 6xido nitrico sintasa,
la inhibicion de la actividad de la xantina oxidasa, la modulacion de las vias de los
canales, o por la interaccion con otros sistemas enzimaticos. Por lo general, los
antioxidantes suplementados mas utilizados son las vitaminas C y E, pero el potencial

antioxidante de los flavonoides es mas sélido que estos suplementos (Cao et al., 2020).
Figura 1

Estructura basica del flavonoide dibujada en el programa ChemSketch.



Nota: Tomado de (Sajid et al., 2021).
1.1.8.2. Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios polifendlicos vegetales que fueron utilizado
durante la Antigliedad Clésica para el tratamiento de pieles de animales para evitar su
putrefaccion. Debido a la interaccion entre los taninos y el colageno de las pieles, el
col&geno se estabilizo y las pieles de los animales se curtieron y se transformaron en
cuero. Esta capacidad de los taninos de combinarse con las macromoléculas explica

que precipiten celulosa, pectinas y proteinas (Gongalves et al., 2021).

Los taninos estan dispersos en la dieta humana debido a su consumo frecuente de
alimentos y bebidas de origen vegetal como, por ejemplo: uvas rojas, vino tinto,
chocolate, te y cerveza. El consumo de pequefias cantidades de taninos tiene un efecto
positivo sobre el metabolismo de los lipidos y la regulacion de las respuestas
inmunitarias por lo que se les han asociado con varios beneficios para la salud como
la prevencion del cancer, las enfermedades cardiovasculares, las alergias, el Alzheimer
y la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, los alimentos ricos en taninos tienen un
valor nutricional méas bajo debido a la capacidad de los taninos para flocular las

proteinas, disminuyendo su digestibilidad (Soares et al., 2020).

Los taninos se clasifican en taninos condensados (proantocianidinas), taninos
hidrolizables, florotaninos (principalmente presentes en las algas pardas) y taninos
complejos. Los taninos condesados son polimeros de catequina, epicatequina,
prodelfinidinas, profisetinidinas y prorobinetidinas. Los taninos hidrolizables, pueden
ser hidrolizados por &cidos o bases debiles, siendo estos ultimos mezclas de
carbohidratos con acido galico y eldgico (galotaninos y elagitaninos). Las

proantocianidinas donan hidrégeno y electrones (accién antioxidante primaria), quelan



el hierro e inhiben la actividad de la ciclooxigenasa (accion antioxidante secundaria)
(Manessis et al., 2020).

Los taninos hidrolizables, los taninos condensados y los florotaninos son los
principales grupos de taninos que se encuentran en diversas partes de las plantas
superiores. Como productos naturales en las plantas, actian como una barrera natural
contra insectos, patdgenos y animales, por su capacidad de reaccion con las proteinas
y sus propiedades antioxidantes (Watrelot & Norton, 2020). Los taninos son
conocidos como bactericidas porque reaccionan con las proteinas de manera
irreversible, complejdndose dentro de las membranas bacterianas, y asi neutralizando
su actividad. Como consecuencia, los productos farmacéuticos a base de taninos para
curar infecciones intestinales se comercializan desde hace mucho tiempo obteniendo
propiedades anticaries eficaces. Los taninos también tienen muchas aplicaciones para
otros usos farmacéuticos/médicos, pero todos ellos estan destinados a un uso futuro

mas que al presente (Pizzi, 2019).

La mayor parte de las propiedades bioldgicas de los taninos se debe al poder que
poseen de formar complejos con macromoléculas, especialmente con proteinas. Por
via topica, impermeabilizan las capas mas externas de la piel y mucosas, protegiendo
asi las capas subyacentes; tiene también un efecto vasoconstrictor sobre pequefios
vasos superficiales (Rengifo, 2018). Al limitar la pérdida de fluidos e impedir las
agresiones externas, favorecen la regeneracion de los tejidos en caso de heridas
superficiales o de quemaduras. Por via interna, ejercen un cierto efecto antidiarreico
por cualquier via de administracion. El efecto antiséptico, antibacteriano y antifingico

demostrado claramente por estas moléculas es interesante (Ramos, 2018).
1.1.8.3. Alcaloides

Los alcaloides se encuentran principalmente en las plantas y estan particularmente
presentes en familias especificas de plantas y se han reconocido mas de 3000 tipos
distintos de alcaloides. Generalmente, representan un grupo muy diverso de
compuestos que contiene estructuras ciclicas con al menos un atomo de nitrégeno
basico incorporado dentro. Varios alcaloides, como camptotecina, vincristina,
vinblastina, berberina, sanguinarina, evodiamine, piperine, matrine y tetrandrine, son

bien conocidos como potentes agentes quimioterapéuticos (Mondal et al., 2019).
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Por su estructura, los alcaloides se pueden dividir en clases como indoles, quinolinas,
isoquinolinas, pirrolidinas, piridinas, pirrolizidinas, tropanos y terpenoides y
esteroides. Otro sistema de clasificcion esta cocnetado con una familia de especies de
plantas como Leguminosae, Menispermaceae, Ranunculaceae, Loganiaceae Yy
Papaveraceae (Kurek, 2019).

Los alcaloides pueden reaccionar con acidos y luego formar sales, al igual que los
alcalinos inorganicos. Estos atomos de nitrégeno pueden comportarse como una base
en reacciones acido-base (Bhambhani et al., 2021). Los alcaloides estimulan los
organismos humanos, por ejemplo, el sistema nervioso central o actdan directamente
sobre el cerebro humando. La nicotina es un alcaloide obtenido de la planta de tabaco
y es un potente estimulante y el ingrediente principal del tabaco que se fuma en pipa,
puros y cigarrillos. Ademas de tener un impacto negativo, los alcaloides de muchas
especies de plantas diferentes tienen muchas otras aplicaciones como antiparasitario,
antiplasmodial, actividad anticorrosiva, antioxidante, antibacteriana, anti-VIH e
insecticida (Daley & Cordell, 2021).

1.1.9 Metodologias para obtener los componentes
1.1.9.1. Extraccion

La extraccion es una técnica muy utilizada en la industria quimica y farmacéutica para
separar compuestos organicos de mezclas complejas. Es una forma eficaz de separar
compuestos deseados de impurezas o de aislarlos de sus fuentes naturales. En cuanto
a la extraccién para compuestos polifendlicos se busca disminuir la cantidad de
solventes organicos sin afectar el rendimiento y calidad de los fenoles (Avello &
Suwalsky, 2017). Sin embargo, se deben tener en cuenta aspectos como la humedad
de la muestra, la pureza del extracto, la técnica que se utiliza y el solvente para que el

contenido de metabolitos en el extracto se vea favorecido al obtenerlos.
1.1.9.2.  Extraccién por maceracion

Esta técnica es uno de los métodos de referencia para la determinacion de compuesto
polifendlicos. Esto por su simplicidad, configuracién menos experimental, bajo costo

y caracteristicas amigables con el medio ambiente. Los factores mas importantes de



esta técnica es la velocidad de agitacion y el tiempo, la velocidad del agitador
magnético puede conducir a la formacion de un vortice generando turbulencia cuando
se varia la velocidad y con esto un posible aumente den la tasa de transferencia de
masa; por lo que la velocidad debe mantenerse entre 180 y 240 rpm (Sridhar et al.,
2021).

Esta técnica consiste en remojar el material s6lido, que generalmente suele ser material
vegetal, en un solvente hasta que este penetre y disuelva las porciones solubles. Este
material vegetal debe estar fragmentando para aumentar el area de transferencia entre

el soluto y el solvente (Fernandez, 2020).
1.1.9.3. Extraccion por Soxhlet

La extraccion Soxhlet se considera el método estandar de extraccion de muestras
solidas mas utilizado que conducen a la separacién de componentes bioactivos de
productos naturales y actualmente es el método de referencia cuando se comparan
distintos métodos de extraccion. Debido a su simplicidad de técnica se lo considera
como un método de extraccion habitual. Sin embrago, tiene algunos inconvenientes
con esta técnica. Utiliza grandes cantidades de muestras, largos tiempos de extraccion
grandes cantidades de uso de solvente y perdida excesiva de energia térmica (Sridhar
etal., 2021).

La extraccion por Soxhlet es una técnica muy eficaz para la extraccion de compuestos
organicos de muestras solidas, especialmente cuando se requiere una alta eficiencia de
extraccion y la pérdida de la integridad de la muestra. Sin embargo, es una técnica que
requiere un aparato especializado y un tiempo significativo para llevarse a cabo, por
lo que no es la técnica de extraccion mas conveniente o econdmica para todas las

situaciones.(Duarte et al., 2020).
1.1.10 Determinacion de la actividad antioxidante
1.1.10.1. Actividad antioxidante

Durante las Gltimas décadas, el uso de antioxidantes ha aumentado considerablemente
en la industria alimentaria. Por el papel que tienen los antioxidantes en neutralizar los

radicales libres en las células bioldgicas, teniendo los radicales libres un impacto
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negativo en los organismos vivos. Los antioxidantes estan presentes en los alimentos
o0 en el cuerpo humano en muy bajas concentraciones. Y se pueden producir de forma
enddgeno o ingerir de forma exogena a través de la dieta o los complementos
alimenticios (Kotha et al., 2022).

Los antioxidantes se pueden clasificar de varias maneras. En funcion de su actividad,
se agrupan en dos categorias: enzimaticos (por ejemplo, catalasa (CAT), superdxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSHPx), glutation reductasa (GRD), etc) y no
enzimaticos (por ejemplo, selenio, coenzima Q10, vitamina C, vitamina E, etc). Los
antioxidantes enzimaticos funcionan a través de la descomposicién y la eliminacién
de radicales libres, y los no enzimaticos operan interrumpiendo la reaccion en cadena

de los radicales libres (Flieger et al., 2021).

El suministro de antioxidantes actta neutralizando las especies reactivas de oxigeno
(ROS), que se producen en el sistema durante los procesos fisiologicos. Oxigeno
singlete, superoxido, peroxido de hidrégeno (H202), peroxinitrito, hidroxilo y
radicales peroxilo son ejemplos de ROS, y son ubicuos y potencialmente dafiinos para
valiosas biomoléculas. La produccion excesiva e incontrolada de ROS se denomina
estrés oxidativo, que podria provocar dafios, como alteraciones en la funcién celular
que estan relacionadas con varias afecciones, como inflamacién cronica, asma,
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, senescencia Yy cancer
(Mendonca et al., 2022).

Existen varios métodos para detectar la actividad antioxidante, las pruebas que se
basan en la transferencia de un atomo de hidrégeno son la prueba de Capacidad de
Absorcidn de Radicales de Oxigeno (ORAC), la prueba de Capacidad Antioxidante de
Radicales Hidroxilo (HORAC), la prueba de Parametro Antioxidante de Captura de
Radicales Peroxilo Totales (TRAP), y la prueba de capacidad total de eliminacion de
oxirradicales (TOSC). Las pruebas basadas en la transferencia de un electrén incluyen
la prueba del poder antioxidante reductor clprico (CUPRAC), la prueba del poder
antioxidante reductor férrico (FRAP), la prueba de Folin-Ciocalteu. Las pruebas
mixtas, que incluyen la transferencia de un atomo de hidrégeno y un electrén, incluyen
la prueba del acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) y la prueba

[2,2-di(4-terc -octilfenil)-1-picrilhidrazil] (DPPH). Todos estos ensayos se basan en
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reacciones quimicas y la evaluacion de la cinética o la consecucion del estado de
equilibrio se basa en la espectrofotometria, suponiendo la aparicion de colores
caracteristicos o la decoloracion de las soluciones a analizar, que son procesos
monitoreados por adsorcion de longitud de onda especifica (Munteanu & Apetrei,
2021).

1.1.10.2. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrililhidracilo)

DPPH es un radical &, presente en forma de monomero en estado solido, asi como en
solucién. Se comprob6 que, aunque la eliminacion del grupo p-nitro solo tiene una
ligera influencia, la eliminacién del grupo encargado de proteger a los grupos o-nitro
condujo a un aumento significativo de la reactividad. Ademas, el hecho de que ambos
grupos fenilo estén retorcidos tiene un efecto adverso sobre la estabilidad de la
conjugacion. El radical es soluble en diferentes disolventes organicos, pero no en agua.
Generalmente se disuelve en metanol, etanol o sus mezclas acuosas. En este caso final,
el contenido de agua no debe exceder el 60% para que el radical sea mas facilmente
soluble (Munteanu & Apetrei, 2021).

Es un método réapido, simple y ampliamente utilizado para evaluar el potencial
antioxidante de un compuesto o extracto. Este ensayo se basa en la medicion
cuantitativa de la capacidad de eliminacion de los antioxidantes frente a los radicales
libres de 2,2-difenil-1-picrilihidracilo (DPPH) utilizando el espectrofotémetro. En la
actualidad, no existen procedimientos experimentales estandar de DPPH, varios
investigadores han utilizado protocolos muy diferentes basados en sus muestras
tratadas que difieren en la concentracion de DPPH, el tiempo de reaccion y el solvente

de reaccion (Frezzini et al., 2019).
Figura 2

Estructura DPPH antes y despues de reaccionar con el antioxidante dibujada en el

programa ChemSketch.
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Nota: Tomado de (Angeli et al., 2021).
1.1.11 Proceso de Inflamacion

Es un proceso fisioldgico del sistema inmune, que se presente ante un dafio cuando a
las células y tejidos, ya sea por una agresion fisica, quimica, infecciosa o autoinmune.
Con el fin de alisar la zona afectada, contener la lesion, destruir al agente invasor e
iniciar la reparacion del tejido. En este proceso interviene tanto la inmunidad innata
como la adquirida (Rivero & Dahl, 2020).

Los monocitos forman parte del sistema inmune inespecifico, cuya funcion es la
eliminacién de desechos celulares, el reconocimiento de los alejo al organismo, la
defensa inespecifica del mismo, la reparacion e inflamacién de los tejidos y el enlace
con el sistema sanguineo y de esta a los tejidos, donde se diferenciaran en macrofagos
intersticiales. Los macrdfagos pueden activarse clasicamente liberando citoquinas
proinflamatorias y radicales libres, participando funcionalmente en la reparacién del

tejido, el reconocimiento antigénico y la curacion de heridas (Medina et al., 2020).
1.1.11.1. Mecanismo antiinflamatorio por inhibicion de desnaturalizacion

Los farmacos antiinflamatorios utilizados en la actualidad se asocian con varios
efectos secundarios, en lo que se puede presentar toxicidad gastrointestinal, riesgo
cardiovascular, lesiones renales y hepatotoxicidad, asi como hipertension, muerte
subita cardiaca y otros trastornos menores. La mayor parte de farmacos estan siendo

reemplazadas debido a sus efectos secundarios a largo plazo. En la actualidad, el
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disefio de compuestos antiinflamatorios tiene grandes limitaciones debido a los efectos

secundarios indeseables, baja toxicidad y buena eficacia (Bian et al., 2021).

El cuerpo humano tiene una respuesta inflamatoria que es autolimitada y su duracion
estd regulada por varias moléculas con una doble actividad proinflamatoria y
antinflamatoria. Una de estas es el mediador antiinflamatorio TGF-f (factor de
crecimiento transformante-f) que se secreta en respuesta a la fagocitosis de las células
apoptoticas y contribuye a la resolucion de la inflamacion a traves de un rapido
aclaramiento de las células inflamatorias (Cruz etal., 2022). En el caso que la
respuesta inflamatoria se prolongue, puede pasar a ser una inflamacién crénica,
caracterizada por la presencia de linfocitos y macrofagos con morfologia anormal que
secretan continuamente factores de crecimiento y citocinas. La produccion persistente
de mediadores inflamatorios puede provocar dafios en los tejidos y el ADN al generar
un microambiente que promueve la proliferacion celular y predispone al céncer

(Zappavigna et al., 2020).

La desnaturalizacion de proteinas significa la pérdida de sus funciones biologicas y se
debe a diversos factores; como el estés, cambios bruscos de pH, contacto con
disolventes organicos, calor, detergentes, fuerza ionica etc. Este fendmeno ocurre con
frecuencia en el proceso inflamatorio de diversas enfermedades como la artritis
reumatoide, la diabetes, el cancer etc., por esta razon la determinacion de la
desnaturalizacion de las proteinas principalmente de la albimina es una medida del
potencial antiinflamatorio de los distintos compuestos presentes en extractos vegetales
(Joshi et al., 2021).
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1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de las flores de S. junceum.
1.2.2 Objetivos Especificos

o Obtener el extracto de las flores mediante el método de extraccion por solvente.

e Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios del extracto mediante

pruebas de tamizaje fitoquimico.

e Analizar la capacidad antioxidante de las flores mediante la técnica de 2,2-

difenil-1-1-picrilhidrazilo (DPPH).

e Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto por el método de inhibicion

de la desnaturalizacion de la proteina.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1 Materiales

211 Materiales de laboratorio

Tabla 1l

Materiales de laboratorio.

Insumo Cantidad
Embudos 3
Frasco &mbar 12
Matraz Erlenmeyer (250 ml) 3
Micropipeta 10-100 ml 1
Mortero 1
Papel aluminio 1
Papel filtro 1
Pipeta (1 ml) 1
Puntas de micropipetas 30
Tubos Falcon (50 ml) 6
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Varilla de agitacion 1

Vaso de precipitacion (250 ml) 3

2.1.2 Reactivos

Tabla 2

Reactivos de laboratorio

Insumo Cantidad

Acido clorhidrico concentrado (HCI) 10 ml
Agua destilada 1L
Etanol 70% 2L
Etano 96% 2L

Cinta de magnesio metalico 2 mg
Cloroformo (CHCL5) 4 ml

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) 59 mg
Reactivo Gelatina-Sal 4ml

Hidroxido de sodio al 5% de pureza (NaOH) 5ml
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Reactivo de Dragendorff 4 ml

Tricloruro férrico al 5% de pureza (FeCls) 4 ml

Hipoclorito de sodio al 5% de pureza (marca 5ml

comercial “Clorox”)

Solucion salina tamponada con fosfato (pH 6,4) 60 ml

2.1.3 Equipos

Tabla 3

Equipos de laboratorio

Insumo Cantidad

Balanza analitica METTLER 1
TOLEDO

Equipo Soxhlet KIMAX 1
Espectrometro Fisher Scientific 1
Estufa Memmert GmbH + Co. KG 1
Rotavapor IKA HB100 1
Refrigerador 1

2.2 Métodos
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2.2.1 Hipotesis
Hipotesis nula

Los extractos de las flores de S. junceum no presentan actividad antioxidante ni

antiinflamatoria.
Hipotesis alternativa

Los extractos de las flores de S. junceum presentan actividad antioxidante y

antiinflamatoria.
2.2.2 Variables
Variables dependientes

e Actividad antioxidante

e Actividad antiinflamatoria
Variables independientes

e Tipo de disolvente utilizado en la extraccion

e Método de extraccion de las flores
2.2.3 Seccién experimental

Para llevar a cabo la investigacion es necesario partir de la preparacion de la muestra

por lo que se aplicd la siguiente metodologia.
2.2.3.1  Recoleccion de muestra

Se compro la planta S. junceum en el vivero "El Trébol" localizado en la cuidad de
Ambato de la provincia de Tungurahua, y se procedié a retirar las flores. Se las coloco
en una bolsa ziploc y se traslad6 a los laboratorios académicos de la Facultad de
Ciencia e Ingeniera en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de
Ambato. Y se las almaceno en un lugar fresco y seco hasta su posterior uso.

2.2.3.2  Preparacion de la muestra
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Las muestras fueron desinfectadas y limpiadas con el fin de eliminar impurezas. Una
vez recolectadas las muestras se desinfectaron con 20 mL de hipoclorito de sodio (5%)

en 100 mL de agua destilada por 5 minutos y se enjuago con abundate agua.
2.2.3.3  Secado de la muestra

En una bandeja metalica con un papel absorbente se coloco las muestras en una estufa

a 60°C durante 3 a 4 dias hasta que se encontraran completamente secas.
2.2.3.4  Molienda de la muestra

Después del secado, se utiliz6 un mortero para triturar las muestras secas hasta
conseguir una especie de pulverizado. Las muestras se almacenaron en bolsas libres
de aire (Zengin et al., 2019).

Para obtener el extracto de las flores se realizaron las siguientes metodologias.
2.2.3.5  Extraccion por solvente
2.2.3.5.1 Extraccién por maceracion

Cuando la muestra se encontrd seca y triturada, a través del uso de una balanza
analitica se pesd aproximadamente 20 g de la muestra pulverizada. El extracto
hidroalcohdlico de la flor de S. junceum se llevé a cabo con 150 mL de etanol al 70%
y 90% durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, el extracto se filtré a
través del papel filtro y, por Gltimo, con un rotavapor se evaporo al vacio a 40°C y los
extractos obtenidos se almacenaron a 4°C hasta su posterior analisis (Nanni et al.,
2018).

2.2.3.5.2 Extracciéon Soxhlet

La muestra seca y triturada se peso 10 g en una balanza analitica y se colocé en papel
filtro para luego ubicarla en el interior del tubo extractor, previamente se montd un
equipo de extraccion Soxhlet. Posteriormente, se afiadié 250 mL de etanol en el balén
y se empezO a calentar, controlando que sea suficiente el flujo de agua en el
condensador y, ademas se regulo la temperatura a fin de evitar una ebullicién tosca
del etanol. El proceso de calentamiento continuo durante el tiempo preciso para que
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recircule lo suficiente y se reduzca visiblemente la coloracion del solvente mas el
extracto. Por ultimo, con un rotavapor se evaporo al vacio a 40°C y se almacenaron a

4°C los extractos obtenidos hasta su posterior andlisis (Karaboyaci, 2019).
2.2.3.5.3 Célculo del porcentaje de rendimiento

Para determinar el rendimiento de las flores de S. junceum obtenidos por maceracion

y Soxhlet con etanol al 96% y 70%, se calcul6 con la Ecuacion 1.

X
% Rendimiento = X_l * 100
0

Ecuacion 1. Porcentaje de rendimiento.
X1: Peso del extracto después de la evaporacion del solvente

Xo: Peso seco del polvo vegetal antes de la extraccion

Para identificar los metabolitos secundarios del extracto de las flores se realiz6 un

tamizaje fitoquimico con las siguientes pruebas.
2.2.3.6  Tamizaje fitoquimico

Para el andlisis cualitativo de metabolitos secundarios presentes en los extractos de las
flores de S. junceum por maceracion y Soxhlet con etanol al 96% y 70% se siguio la
metodologia de Pujol et al., (2020) y Nanni et al., (2018), que se detalla a

continuacion:
2.2.3.6.1 Ensayo de Dragendorff

Se tomo 1ml del extracto hidroalcohdlicoy se evaporo en bafio de agua el solvente. Se
afiadio una gota de &cido clorhidrico concentrado y 3 gotas del reactivo de Dragendorff
(solucién de yoduro de bismuto y potasio). La aparicion de un precipitado rojo resulta

positiva la prueba para alcaloides.

2.2.3.6.2 Ensayo de la espuma
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En un 1 ml del extracto hidroalcohdlico se diluy6 5 veces su volumen en agua, se agitd
fuertemente el tubo de ensayo aproximadamente por 10 minutos. La formacion de

espuma de 2 mm es positiva para la prueba de saponinas.
2.2.3.6.3 Ensayo de Shinoda

Se tomo 1ml del extracto hidroalcohdlico y se afiadi6 1 ml de &cido clorhidrico
concentrado y una pequefia porcion de cinta de magnesio metalico. Se dejé en reposo
por 5 minutos y se afiadié 1 ml de alcohol amilico, un cambio de coloracion amarillo,

naranja, carmelita o rojo intenso resulta positiva para la prueba de flavonoides.
2.2.3.6.4 Ensayo de cloruro férrico

A 1 ml del extracto hidroalcohdlico se afiadié 3 gotas de una solucién de tricloruro
férrico al 5% y se homogeniz6. Una coloracién morada, azul o negra es considera

positiva para la prueba de fenoles.
2.2.3.6.5 Ensayo de gelatina-sal

A 1ml del extracto hidroalcohdlico se le adiciono 1 ml del reactivo gelatina-sal
(solucion de gelatina al 1% y de cloruro de sodio al 10%) y una formacion de

precipitado es considerado positivo para la prueba de taninos.
2.2.3.6.6 Ensayo de Borntrager

Se evaporo 1 ml del extracto alcohdlico en bafio de agua y el residuo se volvi6 a
disolver en 1 ml de cloroformo, luego se adiciono 1 ml de hidréxido de sodio al 5%.
Posteriormente se agitd mezclando las fases, y se dej6 reposando hasta su separacion.
Si existe una coloracion rosada o roja de la fase acuosa es considerada como positiva

para la prueba de quinonas.
2.2.3.7  Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Como prueba complementaria se realiz6 espectrometria infrarroja en los extractos para
comprobar la presencia de los metabolitos secundarios. La FTIR indica la presencia
de grupos funcionales mediante las vibraciones de enlaces moleculares, ya que el
espectro infrarrojo de cada compuesto es Unico, es posible comparalo con espectros de
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referencia o también mediante tablas (Nandiyanto et al., 2019). El espectro infrarrojo
se obtuvo utilizando un espectrometro PerkinElmer en el rango espectral de 4000-400
cm* mediante una representacion grafica de los valores de frecuencia (cm™) ante los

valores de por ciento de transmitancia (%T).

Para analizar la actividad antioxidante del extracto de las flores se realizo la siguiente

metodologia.
2.2.3.8  Preparacion del reactivo DPPH y Trolox

Se preparo una solucion de DPPH de 150 pM, primero se disolvieron 59 mg de DPPH
en 100 mL de una solucion metanol-agua (80:20). Se almaceno en un frasco &mbar
para cubrir la solucion de la luz y se agito6 alrededor de 30 a 40 minutos, y se mantuvo
bajo refrigeracion. Por otro lado, para la curva de calibracién se tom6 como referencia
una solucion madre de Trolox a 500 uM. Se pesé 12,5 mg de Trolox, el cual se disolvid
en 100 mL de una solucién metanol-agua (50:50) y se agito. A partir de la solucién
madre del Trolox se prepararon diluciones a diferentes concentraciones de 50, 100,
200, 300, 400 y 500 uM. (Rammal et al., 2021).

2.2.3.8.1 Preparacion del extracto

Se tomo 1 mL de cada extracto obtenido de las flores y se diluy6 en 10 mL de etanol
al 96% y 70% respectivamente a la concentracion que se utilizé para su extraccion. En
una placa de 96 pocillos se afiadio el blanco, control y los extractos preparados, los
cuales se colocaron de la siguiente manera dependiendo de la concentracion del

solvente:

Para los extractos que se diluyeron en etanol al 96%:

Blanco: 180 pl del diluyente DPPH (metanol-agua, 80:20) + 20 ul etanol 96%.
Control: 180 pl de la solucion DPPH + 20 pul etanol 96%.

Extracto por Soxhlet: 180 pl de la solucién DPPH + 20 ul extracto obtenido por
Soxhlet diluido.
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Extracto por maceracion: 180 pl de la solucion DPPH + 20 ul extracto obtenido por

maceracion diluido.

Para los extractos que se diluyeron en etanol al 70%:

Blanco: 180 pl del diluyente DPPH (metanol-agua, 80:20) + 20 ul etanol 70%.
Control: 180 pl de la solucion DPPH + 20 pl etanol 70%.

Extracto por Soxhlet: 180 pl de la solucion DPPH + 20 pl extracto obtenido por
Soxhlet diluido.

Extracto por maceracion: 180 pl de la solucion DPPH + 20 pl extracto obtenido por

maceracion diluido.

Una vez preparada la placa se cubrié con papel aluminio y se dej6 reposar por 40
minutos a temperatura ambiente en un lugar donde le cubra de la luz. Seguidamente se
encendio el espectrofotometro y se program6 a 517 nm la longitud de onda. Se realizo

5 réplicas (Rammal et al., 2021).
2.2.3.8.2 Determinacién del porcentaje de inhibicion de DPPH

Se calculo el porcentaje de inhibicidn con la siguiente formula:

. .. A, — Ay
% Actividad antioxidante = [1 — (—)] x 100
Ac - Ab

Ecuacion 2. Porcentaje de inhibicion de DPPH.
Am: absorbancia de la muestra
Ab: absorbancia del blanco

Ac: absorbancia del control

Para analizar la actividad antiinflamatoria del extracto de las flores se realiz6 la

siguiente metodologia.

2.2.3.9 Actividad antiinflamatoria
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Para realizar la prueba de la actividad antiinflamatoria, se realizé una mezcla en un
tubo de ensayo donde se colocé 0,2 ml de albumina de huevo de gallina fresco, con
2,8 ml solucion salina tamponada con fosfato (pH 6,4) y 2 ml de cada extracto obtenido
o diclofenaco como control a una concentracion de 200 pug/ml. Se utiliz6 2 mL de agua
destilada como blanco. Todas las mezclas fueron incubadas a 37 + 2 °C durante 15
minutos. Luego se calentaron en bafio de agua a 70 °C durante 10 minutos. Después se
dej6 enfriar, y se medid la turbidez en un espectrofotdmetro a 660 nm. Los ensayos se

realizaron por triplicado (Cisneros, 2021).

2.2.3.9.1 Determinacién del porcentaje de inhibicion de la actividad

antiinflamatoria

Se calculo el porcentaje de inhibicidn con la siguiente formula:

A
% Inhibicion = % x 100
C

Ecuacidn 3. Porcentaje de inhibicién de la actividad antiinflamatoria.
Ac: absorbancia del patrén de referencia

Am: absorbancia de cada solucion diluida del extracto vegetal
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CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados
3.11 Rendimiento de los extractos

La obtencién de los extractos de las flores de S. junceum se llevé a cabo mediante una
extraccién con disolvente utilizando etanol a una concentracion de 96% y 70%, y se
calculo el rendimiento con la Ecuacion 1. Cuyos resultados Tabla 4. El rendimiento de
una extraccion depende en su mayoria de la polaridad del disolvente, de la
composicion quimica de los componentes a extraer, el tamafio molecular y de factores
como la temperatura, tamafio de particula, tiempo de contacto con el disolvente,

relacion solvente/masa y la concentracion del disolvente (Soto & Rosales, 2016).

Tabla 4

Rendimiento de los extractos.

Extraccion Solvente Rendimiento (%)
Soxhlet Etanol 96% 4,01 £1,53
Etanol 70% 14,01 + 3,64
Maceracion Etanol 96% 0,99 £ 1,06
Etanol 70% 12,10+ 1,79

Figura 3

Comparativa del rendimiento todas las extraccion y concentraciones.
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Mediante un analisis de varianza con la prueba de Tukey con una confianza del 95%,
el cual nos indicd que existe una diferencia significa en la concentracion de etanol
siendo al 70%. Como se puede observar en la Figura 3 la mejor metodologia y
concentracion de etanol fue por Soxhlet al 70%, seguidamente de la metodologia de
extraccién por maceracion a la misma concentracion, siendo el rendimiento mas bajo

en comparacion de todos.

El etanol tiene una gran ventaja en comparacion a los otros disolventes organicos
polares como el metanol, el acetato de etilo, la acetona, etc; siendo relativamente
seguro para el consumo humano y especialmente este solvente se usa ampliamente
para extraer fitoquimicos y compuesto bioactivos del material vegetal (Salas et al.,
2022). Existe diferencia en el solvente a las concentraciones usadas en el estudio,
siendo el etanol al 70% una mezcla de etanol y agua por lo que es mas polar en
comparacién con el etanol al 96%, esto explicaria los rendimientos en la Figura 3
(Lobos, 2018).

3.1.2 Determinacion de metabolitos secundarios

El tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcoholicos de las flores de S. junceum,
se muestra en la Tabla 5, la presencia de alcaloides, saponinas, fenoles, taninos,

flavonoides y quinonas en diferentes concentraciones. Los compuestos fenolicos
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pueden ser detectados por el intenso color verde, azul o negro que producen cuando se
le agrega el cloruro férrico al 5% (Meléndez et al., 2020), con la reaccion de Shinoda
el cambio de color de amarillo a roja indica la presencia de flavonoides, en la
identificacion de quinonas indican que una coloracion rojiza al realizar la prueba de
Borntrager es considerado positivo (Meléndez et al., 2020). Para el ensayo de la
espuma es considerado como positivo si aparecié una espuma de 2 mm de espesor
como minio y si persiste por mas de 2 minutos, el ensayo de Dragendrff sera positivo
si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++) y precipitado (+++), para el
ensayo gelatina sal sera positivo si se forma un precipitado (Nanni et al., 2018). Segun
Pujol et al., (2020) también obtuvieron los metabolitos identificados en el tamizaje y
ademas estos realizaron otras pruebas en que obtuvieron cardendlido, lactonas, resina

y catequinas.

Tabla b

Tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de las flores

Ensayo Metabolito Extraccion por disolvente

Soxhlet Soxhlet Maceracioén Maceracién
(etanol 96 %)  (etanol 70%)  (etanol 96%)  (etanol 70%0)

Dragendorff  Alcaloides +++ +++ +++ +++
Espuma Saponinas ++ +++ ++ +++
Shinoda Flavonoides +++ +++ - 4+
Cloruro Fenoles + + + +

ferrico
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Gelatina-sal Taninos +++ +++ +++ +++

Borntrager Quinonas - ++ - +++

Nota: El signo (+++) significa presencia abundante del metabolito, (++)
presencia mediana del metabolito y (+) presencia minima del metabolito
(Ayala, 2018).

En el caso del extracto obtenido por Soxhlet con etanol al 96% presento una gran
abundancia de alcaloides, flavonoides y taninos, una mediana presencia de saponinas,
una baja concentracion de fenoles y ninguna presencia de quinonas. Casi el mismo
caso ocurre con el extracto obtenido por maceracion con etanol al 96%, en la que se

diferencia en la prueba de Shinoda por no tener presencia de flavonoides.

Por otro lado, los extractos con etanol al 70% tuvieron las mimas concentraciones de
metabolitos; en la que tienen una abundante concentracion de alcaloides, saponinas,
flavonoides y taninos, mientras que se obtuvo una mediana concentracion de fenoles.
En lo que se diferencia los extractos fue en la concentracion de quinonas, siendo el
extracto por maceracion el mas abundante y mientras que por Soxhlet tuvo una poca

concentracioén de estos.

De acuerdo con del Pilar et al., (2021) estos extractos vegetales son una mezcla amplia
de metabolitos secundarios, que en gran medida posee carbohidratos, cetonas,
alcoholes, aldehidos, proteinas, etc. Mismos que, son los responsables de las
magnificas propiedades bioldgicas de aquellas plantas medicinales y aromaticas. El
tamizaje fitoquimico se basa en la identificacion de estos metabolitos secundarios que
estan presentes en los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso del producto natural, a
traves de reacciones y analisis quimicos descritos (Montoya et al., 2022).

3.1.3 Analisis de espectroscopia infrarroja (FTIR)

El extracto de las flores por maceracidn con etanol al 70% presento las bandas que se
muestran en la Figura 4A. Se observo que la banda de 3341 cm™ corresponde a

vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilo de los fenoles (ocurre en pares en
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3400 cm™ y en 3300 cm™). Se encontrd una banda de 1633 que corresponde al grupo
carbonilo caracteristico de las flavonas, es decir, de la luteolina. Una banda de 1407
corresponde al estiramiento del anillo C=C (ocurre en pares en 1638 cm™ y en 1400
cm?). Y la banda de 1044 cm? probablemente esta relacionada con alcoholes
primarios y secundarios y con el grupo éster estirable C-O (Juradin et al., 2019).

En la Figura 4B del extracto por Soxhlet con etanol al 70%. Se encontr6 una banda de
3342 cm™* corresponde a las vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilo de los
fenoles. Y, por Gltimo, la banda de 1633 cm™ que corresponde al grupo carbonilo
caracteristico de las flavonas, es decir, de la luteolina (Bedreddine et al., 2019).

El extracto por maceraciéon con etanol al 96% correspondiente a la Figura 5A, se
encontrd una banda de 3334 cm™ corresponde a las vibraciones de estiramiento de los
grupos hidroxilo de los fenoles. La banda de 2973 cm™, 2891 cm™ y 1380 cm™ podria
deberse al etanol. La banda 1646 cm™ que corresponde al grupo carbonilo
caracteristico de las flavonas, es decir, de la luteolina. La banda de 1085 posiblemente
podria estar relacionada con la vibracion de estiramiento de (C-O-C). La banda de
1044 cm probablemente esta relacionada con alcoholes primarios y secundarios y con
el grupo éster estirable C-O. Y la banda de 879 estaria relacionada con la vibracion de
deformacion CH fuera del plano de los grupos funcionales principalmente de

carbohidratos (Kovacevi¢ et al., 2021).

El extracto por maceracion con etanol al 96% en la Figura 5B. Se observo una banda
de 3336 cm™ corresponde a las vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilo de
los fenoles. La banda de 2973 cm™, 2885 cm™ y 1380 cm™ podria deberse al etanol.
La banda de 1086 posiblemente podria estar relacionada con la vibracién de
estiramiento de (C-O-C). La banda de 1044 cm™ probablemente esta relacionada con
alcoholes primarios y secundarios y con el grupo éster estirable C-O. Y la banda de
879 estaria relacionada con la vibracion de deformacion CH fuera del plano de los

grupos funcionales principalmente de carbohidratos (Margariti, 2019).

Figura 4.
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Espectrofotometria infrarroja realizado en el extracto por maceracion en etanol al
70% (A) y Soxhlet con etanol al 70% (B).
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Figura 5.

Espectrofotometria infrarroja realizada en el extracto por maceracion en etanol al
96% (A) y Soxhlet con etanol al 96% (B).
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314 Determinacion de la actividad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos de la especie S.
junceum se llevé a cabo por la técnica de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). En la
Tabla 6, se ilustrd el porcentaje de inhibicion de DPPH de las muestras que fueron
calculadas con la Ecuacion 2. Se evidencio que el resultado de la actividad antioxidante
del extracto obtenido por Soxhlet con etanol al 70% posee mayor capacidad

antioxidante en comparacion de los demas extractos.

Tabla 6

Capacidad antioxidante de los extractos de los extractos

Extraccion Solvente % de Inhibicidon p mol Equivalente
Trolox/L
Soxhlet Etanol 96% 64,87 £ 0,05 362,49 + 0,04
Etanol 70% 76,72 £ 0,01 429,92 + 0,05
Maceracion Etanol 96% 45,10 + 0,06 160,32 + 0,06
Etanol 70% 74,56% 0,01 417,61 + 0,02
Figura 6

Comparacion grafica de la actividad antioxidante en las diferentes metodologias y

concentraciones
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Un analisis de varianza con la prueba de Tukey al 95% de confianza se obtuvo una
diferencia significativa en el método de extraccion y en la concentracion del solvente.
A una menor concentracién del solvente tiene una mayor actividad antioxidante, por
lo que el ensayo DPPPH es més favorable para reaccionar con compuestos fendélicos
de bajo pes6 molecular. Por lo que el etanol a una concentracion de 96% es menos
eficiente para extraer compuestos fendlicos de bajo pesé molecular con alta capacidad
antioxidante en comparacion al etanol al 70% (Aida, 2011) y (Yuniarti et al., 2020).

3.15 Actividad antinflamatoria

Mediante la Ecuacion 3 se obtuvo los valores expresados en la Tabla 7, se muestra el
porcentaje de inhibicion de los concentrados proteicos sobre la desnaturalizacion de
las proteinas de la albumina de huevo frente al diclofenaco, el estandar empleado para

la determinacién de la actividad antinflamatoria in vitro.

El maximo porcentaje de inhibicidn de la desnaturalizacion alcanzado fue por Soxhlet
con etanol al 96% con 76,55% = 0,05 y el de menor rendimiento el de maceracion con
etanol al 70% con 40,79% + 0,04. Se realiz6 un andlisis de varianza con la prueba de
Tukey con el 95% de confianza donde se obtuvo una diferencia significativa en el

método de extraccion y en la concentracion del solvente.

Tabla 7

Porcentaje de inhibicidn antinflamatoria que presenta los extractos

34



Extraccion Solvente % de inhibicion

Soxhlet Etanol 96% 76,55 + 0,05

Etanol 70% 70,99 0,07

Maceracién  Etanol 96% 68,62 + 0,03

Etanol 70% 40,79 +£ 0,04

Diclofenaco 69,75 + 0,05

Figura 7

Comparacion grafica de la actividad antiinflamatoria en las diferentes metodologias
y concentraciones

Actividad antiinflamatoria
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La desnaturalizacion de las proteinas es una causa bien documentada de la inflamacion
y artritis reumatoide. Por lo que, con esta investigacion se evaluo la capacidad de los

extractos de S. junceum para reducir la desnaturalizacion térmica de la proteina
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albumina, que vendria a ser un factor que contribuye a su actividad antiinflamatoria
(Cisneros, 2021).

Se utilizo el diclofenaco de sodio, ya que es un potente farmaco no esteroideo (AINE)
que pose actividades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas la cual se utiliza para
tratar enfermedades degenerativas, y como la mayoria de este tipo de farmacos, posee
la capacidad intrinseca de estabilizar o prevenir la desnaturalizacion de la albumina
tratada térmicamente a un pH fisiologico de 6,2-6,5 (Bariguian et al., 2020). Se
utilizé una concentracion de 200 pg/ml porque muestra una inhibicién de 66,786% *
2,95, superando todos los extractos excepto el extracto por maceracion al 70% (Alsahli
et al., 2021).

El mecanismo de desnaturalizacion estd involucrado en la alteracion de la fuerza
electrostatica de los enlaces de hidrégeno, hidréfobos y disulfuro (Menghini et al.,
2018). Y varios compuestos como: fenoles, flavonoides, glucoésidos, carotenoides,
terpenoides y esteroides exhiben una capacidad mediadora que reduce el impacto de
estos procesos desnaturalizantes; por lo que, los extractos, al presentar una notable
cantidad de estos compuestos, exhibe una considerable actividad antiinflamatoria. Este
fue el caso del extracto por Soxhlet con etanol al 96% por tener varios compuestos que
se puede observar en el infrarrojo de la Figura 5 B por lo que exhibié el mayor

rendimiento (Truong et al., 2019).
3.2 Verificacion de hipdtesis
Ho # 0 Se rechaza la hipotesis nula.

Ha = 0 Se acepta la hipétesis alternativa y se concluye que los extractos obtenidos de

las flores S. junceum presentaron actividad antioxidante y antinflamatoria.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusién

Se obtuvo extractos de las flores de S. junceum mediante la metodologia de
extraccién por Soxhlet y maceracion utilizando etanol al 96% y 70%. EI mejor
rendimiento fue el extracto por Soxhlet con etanol al 70% y el mas bajo fue el
extracto por maceracion con etanol al 96% siendo de 14,01% + 3,64 y 0,99%
* 1,06 respectivamente.

Se determiné cualitativamente los metabolitos secundarios de los extractos
mediante pruebas de tamizaje fitoquimico. En que se identificaron alcaloides,
saponinas, flavonoides, fenoles, taninos y quinona, siendo el extracto por
Soxhlet con etanol al 70% el que tuvo la presencia y mayor concentracion de
los metabolitos. Adicionalmente, se realizd espectrometria infrarroja para
verificar la presencia de los metabolitos que se identificaron en el tamizaje
fitoquimico.

Se analizé la capacidad antioxidante de los extractos de las flores mediante la
técnica de DPPH. EIl extracto por Soxhlet con etanol al 70% obtuvo la mayor
actividad antioxidante siendo de 76,72% + 0,01 y el extracto por maceracion
con etanol al 96% fue 45,10% + 0,06 siendo el méas bajo en comparacion de

todos.
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Se evalud la actividad antiinflamatoria de los extractos por el método de
inhibicion de la desnaturalizacion de la proteina de la albumina del huevo de
gallina fresco. El mejor extracto fue por Soxhlet con etanol al 96% con un
rendimiento del 76,55% + 0,05 y el méas bajo de fue 40,79% + 0,04 siendo el
extracto por maceracion al 70%.

Los compuestos producidos por S. junceum mostraron actividad antioxidante
y antinflamatoria, lo que verifica su uso medicinal. Ademas, se podra llevar a
cabo este estudio in vivo, ya que esta planta es rica en flavonoides y se han
descrito estudios en la que se utiliza para combatir a las ulceras, lo que podria

aportar a una alternativa en el campo de la medicina a futuro.
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4.2 Recomendaciones

Utilizar otro solvente polar para la extraccion que sea diferente al etanol para
comparar la eficiencia que tiene en los extractos de las flores y en las pruebas
realizadas.

e Cuantificar por espectrofotometria los metabolitos presentes en los extractos
especialmente en los flavonoides, ya que son fundamentales para el estudio por
su caracteristica antioxidante y antiinflamatoria.

e Aumentar el tiempo de extraccién en la metodologia por maceracion que sea
mayor a 48 horas, ya que a mayor tiempo que pase el extracto vegetal con el
solvente mayor sera los metabolitos obtenidos.

e Aumentar diferentes concentraciones de diclofenaco y de los extractos en la

actividad antiinflamatoria.
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ANexos

ANEXO A. Extraccion
Figura Al

Preparacion del material vegetal.

Figura A2

Secado y pulverizado de las muestras.
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Figura A3

Extraccion por maceracion con etanol al 70% (izquierda) y 96% (derecha) de las

muestras vegetales.

Figura A4

Pesaje y armado de los cartuchos del material vegetal para el tubo extractor
Soxhlet.
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Figura A5

Extraccion por Soxhlet del material vegetal con etanol al 70% (izquierda) y 96%

(derecha).

Figura A6

Rota evaporacion de los extractos obtenidos por maceracion y Soxhlet.

Figura A7

Resultado de la extraccion con disolvente de las flores de S. junceum.
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Anélisis de varianza y prueba de Tukey del rendimiento

Anadlisis de la varianza

Variable N R2 R2 AJ Cv

Rendimiento 12 0,93 0,90 24 54

Cuadro de analisis de la varianza (SC tipo I11)

F.V SC al CM F p-valor Coef
Modelo 363,99 3 121,33 33,41 0,0001
Método 18,25 1 18,25 5,01 0,0556
Concentracion 334,12 1 334,12 91,72 <0,0001
Replica 11,62 1 11,62 3,19 0,1120 1,21
Error 29,14 8 3,64
Total 393,13 11
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Prueba de Tukey: Alfa=0,05 DMS=2,54101

Error: 3,6426 g.1: 8

Método Medias n E.E
Maceracion 6,54 6 0,78 A
Soxhlet 9,01 6 0,78 A

Prueba de Tukey: Alfa=0,05 DMS=2,54101

Error: 3,6426 g.1: 8

Concentracioén Medias n E.E
96% 2,50 6 0,78 A
70% 13,05 6 0,78 B

ANEXO B. Tamizaje fitoquimico

Figura B1

Ensayo de Dragendorff en el extracto por maceracion con etanol al 96% (izquierda)

y su control (derecha).
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Figura B2

Ensayo de Dragendorff en el extracto por maceracion con etanol al 70% (derecha) y

su control (izquierda).

Figura B3

Ensayo de Dragendorff en el extracto por Soxhlet con etanol al 96% (derecha) y su

control (izquierda).
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Figura B4

Ensayo de Dragendorff en el extracto por Soxhlet con etanol al 70% (derecha) y su

control (izquierda).

Figura B5

Ensayo de espuma en el extracto por maceracion con etanol al 70% (izquierda) y su

control (derecha).

Figura B6

Ensayo de espuma en el extracto por maceracion con etanol al 96% (derecha) y su
control (izquierda).
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Figura B7

Ensayo de espuma en el extracto por Soxhlet con etanol al 70% (izquierda) y su
control (derecha).

Figura B8

Ensayo de espuma en el extracto por Soxhlet con etanol al 96% (izquierda) y su

control (derecha).

Figura B9
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Ensayo gelatina sal en el extracto por maceracion con etanol al 96% (derecha) y su

control (izquierda).

Figura B10

Ensayo gelatina sal en el extracto por maceracion con etanol al 70%.

Figura B11

Ensayo gelatina sal en el extracto por Soxhlet con etanol al 96% (izquierda) y su

control (derecha).
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Figura B12

Ensayo gelatina sal en el extracto por Soxhlet con etanol al 70% (izquierda) y su

control (derecha).

Figura B13

Ensayo clouro ferrico en el extracto por maceracion con etanol al 96% (izquierda) y
su control (derecha).
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Figura B14

Ensayo clouro ferrico en el extracto por maceracion con etanol al 70% (derecha) y

su control (izquierda).

Figura B15

Ensayo clouro ferrico en el extracto por Soxhlet con etanol al 96% (izquierda) y su

control (derecha).

Figura B16

Ensayo clouro ferrico en el extracto por Soxhlet con etanol al 70% (izquierda) y su

control (derecha).
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Figura B17

Ensayo de shinoda en el extracto por maceracion con etanol al 96% (derecha) y su

control (izquierda).

Figura B18

Ensayo de shinoda en el extracto por maceracion con etanol al 70% (derecha) y su

control (izquierda).

Figura B19

60



Ensayo de shinoda en el extracto por Soxhlet con etanol al 96% (izquierda) y su

control (derecha).

-
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Figura B20

Ensayo de shinoda en el extracto por Soxhlet con etanol al 70% (izquierda) y su

control (derecha).

Figura B21

Ensayo de Borntrager en el extracto por maceracion con etanol al 96% (derecha) y

su control (izquierda).
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Figura B22

Ensayo de Borntrager en el extracto por maceracion con etanol al 70% (derecha) y

su control (izquierda).

'l 2% |

Ensayo de Borntrager en el extracto por Soxhlet con etanol al 70% (derecha) y su

Figura B23

control (izquierda).

-

Figura B24
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Ensayo de Borntrager en el extracto por Soxhlet con etanol al 96% (derecha) y su

control (izquierda).

ANEXO C. Actividad antioxidante
Figura C1

Preparacion de la concentracion de los extractos.

Figura C2

Preparacion de la placa de 96 pocillos de los extractos con etanol al 70%.
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Figura C3

Medicion de la placa de 96 pocillos de los extractos con etanol al 70%.

Figura C4

Preparacion de la placa de 96 pocillos de los extractos con etanol al 96%.

Figura C5
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Medicion de la placa de 96 pocillos de los extractos con etanol al 96%.

Tabla C1. Datos de absorbancias del extracto de las flores en etanol al 96%.

Replicas
Concentracion 1 2 3 4 5 Promedio Desviacion
Blanco 0,046 0,048 0,049 0,050 0,052 0,049 0,002
Control 0,628 0,626 0,737 0,667 0,758 0,683 0,061
Soxhlet 0,215 0,225 0,315 0,304 0,300 0,272 0,048
Maceracion 0,741 0,361 0,355 0,581 0,448 0,497 0,164

Tabla C2. Datos de absorbancias del extracto de las flores en etanol al 70%.

Concentracion Replicas Promedio Desviacion
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1 2 3 4 5)
Blanco 0,046 0,050 0,057 0,055 0,063 0,0542 0,007
Control 0,582 0,524 0,497 0,552 0,612 0,5534 0,046
Soxhlet 0,176 0,173 0,176 0,163 0,164 0,1704 0,006
Maceracion 0,177 0,185 0,176 0,176 0,192 0,1812 0,007

Tabla C3. Datos de absorbancias del Trolox.

Replicas
Concentracion
(umol/L) 1 2 3 4  Promedio Desviacion

50 0,575 0574 0576 0579 0,576 0,002
100 0,512 0,494 0,532 0522 0,515 0,016
200 0,482 0,422 0,427 0,426 0,439 0,029
300 0,260 0,331 0,356 0,357 0,326 0,046
400 0,207 0,233 0,189 0,235 0,216 0,022
500 0,097 0,093 0,092 0,096 0,095 0,002
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Blanco 0,041 0,041 0,041 0,041 0,041 0,000

Control 0,640 0,604 0,653 0,663 0,640 0,026

Curva Trolox
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50
40
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0 100 200 300 400 500 600

Figura C6. Curva de calibracion del Trolox en % de inhibicion de DPPH.

Andlisis de varianza y prueba de Tukey de la actividad antioxidante

Anadlisis de la varianza

Variable N R2 R2 AJ Cv

%Inhibicion 20 0,80 0,77 9,44

Cuadro de analisis de la varianza (SC tipo I1l)

F.V SC gl CM F p-valor Coef
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Modelo 2606,85 2 1303,43 33,66 <0,0001

Método 769,79 1 769,79 19,88 0,0003
Concentracion  1837,06 1 1837,06 47,44 <0,0001
Error 658,34 17 38,73
Total 3265,19 19

Prueba de Tukey: Alfa=0,05 DMS=5,87163

Error: 38,7257 g.l: 17

Método Medias n E.E
Maceracion 59,54 10 1,97 A
Soxhlet 72,10 10 1,97 B

Prueba de Tukey: Alfa=0,05 DMS= 6,09748

Error: 38,7257 g.l: 17

Concentracién Medias n E.E
96% 56,31 10 1,97 A
70% 75,48 10 1,97 B
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ANEXO D. Actividad antiinflamatoria
Figura D1

Pesaje del diclofenaco.

Figura D2

Ensayo de desnaturalizacién de la albimina.

Figura D3

Medicion de la turbidez de las mezclas.
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Andlisis de varianza y prueba de Tukey de la actividad antiinflamatoria

Anadlisis de la varianza

Variable N R2 R2 AJ Cv

%Inhibicion 20 0,87 0,82 5,41

Cuadro de anélisis de la varianza (SC tipo 111)

F.V SC gl CM F p-valor Coef
Modelo 582,95 2 291,48 15,38 0,0012
Método 323,68 1 323,68 17,08 0,0026

Concentracion 259,27 1 259,27 13,68 0,0049

Error 170,59 9 18,95

Total 753,53 11

Prueba de Tukey: Alfa=0,05 DMS= 5,68609
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Error: 18,9541 g.l: 9

Método Medias n E.E
Maceracion 75,31 6 1,78
Soxhlet 85,70 6 1,78
Prueba de Tukey: Alfa=0,05 DMS= 6,09748
Error: 41,7620 g.l: 17
Concentracion  Medias n E.E
96% 75,86 6 1,78
70% 85,15 6 1,78
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ANEXO E. Autorizacion del Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion

Ecologica

qV,

S e LERMO

- Gobierno S ESneTE
“1 A del Encuentro

PRONUNCIAMIENTO FAVORABLE No. MAATE-ARSFC-2023-2944

Sr. SOLIS MAYORGA ERICK XAVIER,
Una vez que la propuesta para Autorizacion de Recoleccion de Especimenes de la Diversidad
Biologica Sin Fines Comerciales para Investigacion Cientifica, ha sido analizada, el Ministerio del
Ambiente y Agua en uso de las atribuciones que le confiere el Acuerdo Interministerial
SENESCYT-MAE N°001 aprueba el Proyecto Evaluacion de la actividad antioxidante y
antiinflamatoria de las flores de Spartium junceum, al haber cumplido con los parametros
técnicos, administrativos y legales, establecidas en la ley.
Por lo dispuesto, se solicita realizar el pago correspondiente en:

BANECUADOR

RUC MAATE: 1768192860001

CUENTA CTE. No. 3001480604 / SUB;LiNEA: 190499
TIPOS DE SERVICIOS: Servicios de Areas Protegidas y Vida Silvestre

En base a lo dispuesto en el Texto Unificado de la Legislacion Ambiental Secundaria.
Atentamente,
LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN

DIRECCION DE BIODIVERSIDAD

Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica

Direcclon: Calle Madrid 1159 y Andalucia . v 1 / 1
Codigo postal; f t
Teléfono

ANEXO F. Factura electronica de la compra de la planta S. junceum (retama)
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RUC - IS049164410010
FACTURA

No. O01-D02-000000036
NUMERO DE AUTORIZACION

0401202300 180491644 101 2001 020000000361 23456 T8 1T

LIZAND LALALED GIOYANNA MICHELLE

Direccidn Matriz:  PJE SANCHEL 5N Y VIRGEN DEL 50L

Direcrifin Sucursal: PIE SANCHEZ SN Y VIRGEN DEL S0L

OBLICADD A LLEVAR CONTABILIDAL:

CONTRIBUYENTE REGIMEN R

IMPE

NO

AMBIENTE: FRODUCCION
EMISION: NORMAL
CLAVE DE ACCESO

(401202301 130491 6441001 2001 0020000000361 234567817

Rardn Social / Nombres y Apellidos:  ERICK XAVIER SOLIS MAYORGA
Fecha Emisidn: 040172023 Guia Remisitn:
Direccitn: INGAHURCO VENEZUELA Y BOLIVIA

RUC/CI: 1804877346

Cod. Principal | Cod. Auxiliar | Camt Diescripoicm Precio Unitario Descuento Precio Total
Cla ann LERTE i T 4

SUBTOTAL 177% 0o

Informacion Adicional ST
SUBTOTAL Mo ohjsie de VA or
SUBTOTAL SE4 IMPLESTTH 2

Email Cliznie: ericksalis | 7|0 hotmail com P — o

Telef. Clicnie: DOTI293950 o 0o
WA I 0o
PREFINA s

m chDﬂP.gu{',rlmm [ Yelor Plazo Tﬂ_ﬂ‘m Ciamics Trasporis s oy

SISTEMA FNANCIERD 400 a e Walor Toml USDHE ]
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