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RESUMEN

El presente estudio busc6 obtener el mayor contenido de flavonoides totales (CTF) y
polifenoles totales (CTP) en hojas secas de Baccharis macrantha, para lo cual se
optimizé un meétodo de extraccion con solventes (etanol y metanol), a temperaturas
(30-60°C) y tiempos de extraccion diferentes (5-20 min). Las condiciones optimizadas
en la extraccion de flavonoides fueron etanol al 25%, 50°C y 10 min, mientras que
para polifenoles fueron etanol al 50%, 50°C y 10 min, con lo cual se realizé el desgaste
del material vegetal, obteniendo una recuperacion del 98,56% para flavonoides y
100% en polifenoles en la cuarta extraccion. Los extractos fueron caracterizados
mediante TLC y HPLC con tres estandares de referencia (&cido galico, catequina y
quercetina), en donde bajo las condiciones de trabajo utilizadas Unicamente se detecto
quercetina en los extractos hidroetandlicos, con un R¢de 0,62 y un tiempo de retencion
de 27 min. En TLC se detectaron ademés 9 bandas, con grupos aparentemente
metilados y glucosidados, mientras que en HPLC se detectaron 14 picos
representativos que comparten ambos tratamientos de extraccion para cada longitud
de onda probada. Las actividades bioldgicas fueron ensayadas in vitro. La actividad
antiinflamatoria se evalu6 utilizando el método de desnaturalizacién proteica y el de
estabilizacion de los glébulos rojos, cuyos valores de proteccién fueron 93,70%
(EtOH50%) y 97,23% (EtOH25%); y 49,72% (EtOH25%) y 50,71% (EtOH50%),
respectivamente. La actividad antioxidante, evaluada mediante el método TBARS,
mostrd una proteccion igual a 77% (EtOH25%) y 73,11% (EtOH50%).

Palabras clave: optimizacion del proceso de extraccion, cromatografia, actividades

bioldgicas, B. macrantha.
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ABSTRACT

The aim of this study was to obtain the highest content of total flavonoid (TFC) and
total polyphenol (TPC) from dry leaves of Baccharis macrantha, for which an
extraction method was optimized using different solvents (ethanol and methanol),
temperatures (30-60°C) and extraction times (5-20 min). The optimized conditions for
flavonoids extraction were 25% ethanol, 50°C and 10 min, while for polyphenols were
50% ethanol, 50°C and 10 min; under these conditions depletion of plant material was
achieved with recoveries of 98.56% for flavonoids and 100% for polyphenols in the
fourth extraction. The extracts were characterized by TLC and HPLC with three
standards (gallic acid, catechin and quercetin). Thus, quercetin was detected in
hydroethanolic extracts with an R of 0.62 and a retention time of 27 min. In TLC, 9
bands were also detected, with apparently methylated and glycosylated groups, while
in HPLC 14 representative peaks were detected that share both extraction treatments
for each wavelength used. The biological activities were tested in vitro. Anti-
inflammatory activity was evaluated using the protein denaturation method and red
blood cells stabilization, whose protection values were 93.70% (EtOH50%) and
97.23% (EtOH25%); and 49.72% (EtOH25%) and 50.71% (EtOH50%), respectively.
The antioxidant activity evaluated through the TBARs method, showed a protection
equal to 77% (EtOH25%) and 73.11% (EtOH50%).

Keywords: extraction optimization, chromatography, biological activities, B.

macrantha.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

1.1.1. Plantas medicinales
Las plantas medicinales han sido ocupadas desde siempre por la medicina tradicional
para atender las necesidades de salud primarias (Akerele, 1993) para el tratamiento y
prevencion de enfermedades (Organizacion Mundial de la Salud, 2013). De las
plantas se utilizan sus extractos y estos a su vez funcionan como productos sustitutos

o complementarios a la medicina farmacéutica (Gallegos, 2016).

Segun la OMS, (2004) no existen directrices que permitan tener una documentacion
oficial de las plantas que se utilizan en la medicina tradicional, por lo que no se conoce
a ciencia cierta el mecanismo de accion de sus extractos herbales. Ademas, la OMS
también ha reportado un incremento de reacciones adversas asociadas a un mayor
consumo de “medicamentos naturales” para el tratamiento de enfermedades, causadas
principalmente porque muchos de estos productos no cuentan con estudios cientificos

que avalen su uso.

El Ecuador por su ubicacion geografica cuenta con un sin ndmero de plantas
medicinales y se estima que aproximadamente un 80% de la poblacion ecuatoriana
utiliza productos naturales derivados de la medicina tradicional o no convencional para

tratar ciertos tipos de enfermedades (Buitron, 1999).

Segln Barrantes, Chaves & Vinueza, (2010) en Ecuador se han estudiado 16 000
especies de plantas vasculares que se han agrupado en 273 familias. A pesar de ello,
aln no se conoce con exactitud el area de cobertura forestal (bosques nativos) con los
que cuenta el pais. Sin embargo, los recursos naturales como bosques primarios se
encuentran amenazados y se calcula que una cuarta parte del total de plantas se
extinguiran a mediados del siglo XXI (Akerele, 1993). Por ello, es importante la

conservacion y estudio de los bosques para conocer el capital forestal del pais.

Un informe de la FAO, (2014) asegura gue la informacién mas actualizada acerca del

estado de los bosques ecuatorianos y la extension de los mismos corresponde al afio

2008. Dicho estudio estuvo a cargo de la Direccion Nacional Forestal del Ministerio
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del Ambiente, en donde se indica que la extension oficial de bosque para el Ecuador
Continental corresponde a 13 Mha. Sin embargo, se calcula que anualmente se pierden
alrededor de 65 000 ha.

Del total del territorio nacional, aproximadamente el 52% tiene aptitud forestal y de
éstos el 43% son bosques naturales. Aproximadamente el 7% de los bosques naturales
se encuentran en la Sierra (Ecuador Forestal, 2007). Uno de estos bosques es el que

se ubica en el Cerro Teligote, en la comunidad del mismo nombre.

1.1.2. Bosque nublado andino “Teligote”
El Bosque Nublado Andino “Teligote” se encuentra ubicado en la zona 3 del Ecuador,
canton San Pedro de Pelileo, Provincia de Tungurahua, y tiene una superficie de
407 ha. Esta ubicado a una altura de 3 291 msnm (Simbafia & Vargas, 2017). En este
sitio se han identificado alrededor de 160 especies de plantas entre plantas vasculares,
arbustos y helechos (Maisanche, 2018). Entre las plantas estudiadas, se encuentra el

género Baccharis, perteneciente a la familia de las Asteraceas.

1.1.3. Familia ‘Asteraceae’

Asteraceae es una de las familias mas diversas de plantas vasculares en el planeta
(Prada, Orduz & Coy, 2016), aparentemente debido a la capacidad de adaptacién a
diversos ecosistemas. Etimoldgicamente el prefijo ‘Aster’ proviene del término en
latin del mismo nombre que significa ‘estrella’, al parecer por la inflorescencia de la
mayoria de las plantas pertenecientes a esta familia (Diversidad Vegetal Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura, n.d.). En general, Asteraceae cuenta
con alrededor de 417 géneros y 3 113 especies de plantas distribuidas por todo el
mundo (Villasefior, 2018). Dentro de esta familia sobresale el género Baccharis.

1.1.4. Género Baccharis
El género Baccharis cuenta con alrededor de 400 a 500 especies (Abad & Bermejo,
2006). En el Ecuador se han identificado 35 especies (Ulloa & Moller, n.d.), que

comprenden a arbustos, subarbustos y plantas perennes herbaceas.

Estas plantas son facilmente identificables por la pubescencia de sus hojas y su tallo
alado. Sin embargo, se puede distinguir una especie de otra por la diferencia
morfologica de sus hojas.
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1.1.5. Especie Baccharis macrantha

La especie Baccharis macrantha se extiende por Ecuador (Azuay, Bolivar, Carchi,
Cotopaxi, Chimborazo, Imbabura y Tungurahua) (Tropicos, n.d.) y en Colombia
(Valle del Cauca) (Prada et al., 2016). En cada region a esta especie se la conoce con
nombres comunes diferentes, entre los que se encuentran: chilca, chilco, chirco y ciro.
Sin embargo, la manera de nombrarlas vulgarmente puede llevar a confusiones entre
una especie y otra al momento de identificarlas, puesto que el nombre ‘Chilca’ es
recibido por todas las especies y subespecies del género Baccharis (Real Jardin
Botanico, 1969).

Etimologicamente el término ‘macrantha’ se deriva de la palabra griega ‘makrés’, que
significa grande o largo y del sufijo griego ‘anthos’ que significa flor. Es decir, son

plantas que tienen los capitulos florales aglomerados y grandes.

Se pueden nombrar varias caracteristicas filogenéticas de B. macrantha, que la
diferencian de otras asteraceas, entre las mas importantes se encuentran sus fratices y
ramas tortuosas y lenticeladas. Son arboles de hasta 6 m de alto con hojas glabras o
brevemente pecioladas que tienen un tamarfio de entre 1,5 a 9,0 cm de longitud (Real
Jardin Botanico, 1969).

Estudios previos en B. macrantha muestran que se han aislado méas de 150 compuestos
de este género, entre los que destacan los diterpenoides. No obstante, también existen
otros compuestos biolégicamente activos que no se han estudiado a profundidad como

los polifenoles (y sus derivados) y los aceites esenciales (Abad & Bermejo, 2006).

En Ecuador, la medicina tradicional ha usado este género para combatir infecciones
bacterianas y fungicas (Abad & Bermejo, 2006). Sin embargo, y a pesar de la gran
variedad de especies encontradas, no existen estudios de la actividad bioldgica de los

extractos de B. macrantha.

Actualmente gran parte del conocimiento que se tiene acerca de las propiedades
medicinales de B. macrantha es el conocimiento empirico de la gente, de ahi la
importancia de estudiar y caracterizar dos grupos importantes de compuestos
organicos sintetizados por el metabolismo secundario de las plantas, como los
polifenoles y flavonoides, ya que no existe informacion cientifica de sus propiedades

medicinales.
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1.1.6. Polifenoles
Los polifenoles en las plantas son sintetizados a través de las vias del shiquimato y de
los fenilpropanoides. Su contenido depende de factores como el género, la especie, el
grado de madurez de la planta y de sus frutos, la ubicacion geografica y la composicién
del suelo (Valencia et al., 2016). Segin Quifiones, Miguel & Aleixandre, (2012) los
compuestos fendlicos de origen vegetal son el grupo mas grande de sustancias no
energéticas, que ayudan a mejorar la salud, ya que estan involucrados en procesos de
defensa contra agentes patogenos y la radiacion ultravioleta gracias a la capacidad que

tienen para combatir especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés).

Articulos publicados por Shirai, Onitsuka, Maseda & Omasa (2015) sefialan que
uno de los factores que causa la generacion de ROS (aniones de superdxido, peroxido
de hidrogeno y radicales hidroxilo) es la exposicion a la luz UV, lo que resulta en
reacciones de peroxidacion lipidica en las células y la oxidacion del ADN. Las células
por si solas tienen mecanismos intracelulares de proteccion contra el dafio por estrés
oxidativo, que incluyen enzimas y el efecto de diferentes compuestos antioxidantes.
Sin embargo, el desbalance entre la generacion de ROS y los mecanismos de

proteccidn pueden repercutir en una serie de enfermedades degenerativas.

Los polifenoles en la actualidad estan siendo estudiados con mayor énfasis por su
capacidad para combatir enfermedades cardiovasculares (Guillarme, Casetta, Bicchi
& Veuthey, 2010), el desarrollo de algunos tipos de canceres (Moualek, Iratni Aiche,
Mestar Guechaoui, Lahcene & Houali, 2016), diabetes (Alhakmani, Kumar &
Khan, 2013), osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas (Bhoosha & Ibrahim,
2009), quelar metales, atrapar radicales libres de oxigeno y nitrégeno e inhibir la
actividad de la lipooxigenasa, por lo que se los considera como los compuestos
fitoquimicos mas importantes sobre la salud humana (Martinez & Lo6pez, 2017). Es
asi, que los compuestos fenolicos obtenidos de plantas son de importancia también
para las industrias farmacéuticas, alimenticia y de cosméticos (Valencia et al., 2016),
por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Sepulveda, Ciro & Zapata,
2016).

Se estima que hasta la fecha han sido aislados alrededor de 8 000 compuestos fendlicos
de plantas. Estructuralmente, los polifenoles son compuestos fitoquimicos
polihidroxilados, cuya estructura es similar entre compuestos (Alexis Biochemicals,
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2017), con una masa molecular comprendida entre 500 a 4 000 Da (Ricco, Agudelo
& Wagner, 2015) y que pueden ser clasificados en &cidos fendlicos, alcoholes
fenolicos, flavonoides, estiblinas y lignanos (Abbas et al., 2017). En la Figura 1, se

muestran algunas de las estructuras que conforman los diferentes grupos de los

polifenoles.
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Figura 1. (a) Fenol: anillo fenélico que conforma la estructura base de los polifenoles, (b) y (c): estructura de los &cidos fenélicos,
(b) estructura general de los acidos hidroxibenzoicos, (c) estructura general de los &cidos hidroxicindmicos.
1.1.7. Determinacion del contenido total de polifenoles (CTP)

Actualmente hay varios métodos para la determinacion de compuestos fendlicos en
extractos de matrices vegetales. Sin embargo, uno de los mas usados es el método de
Folin — Ciocalteu que se basa en la capacidad de los polifenoles de reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo comercial de Folin — Ciocalteu contiene 2,5 % de
molibdato de sodio y 10% de wolframato de sodio (Julkunen, 1985) en acido fosférico
(Martinez & Lopez, 2017), este reactivo es no especifico y la coloracion final del
complejo formado depende principalmente de los grupos hidroxilo y su lugar en las
moléculas (Julkunen, 1985). Producto de la oxidacion de los polifenoles se obtiene
una coloracion azul que puede ser medida espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 760 nm y la cuantificacion de estos compuestos se realiza en base a una curva

de calibracion de un patron de acido galico (Martinez & Lopez, 2017).

1.1.8. Flavonoides
Los flavonoides son pigmentos naturales (Martinez, Tufion, Gonzalez, & Culebras,
2014), generalmente de color amarillo (Primo, 2007), que tienen la capacidad de
proteger a las plantas del estrés oxidativo generado por la exposicion al sol y la

poluciéon ambiental (Martinez et al., 2014).
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Son sustancias fenolicas que se encuentran en gran variedad de plantas vasculares y
son sintetizadas a partir de aminoécidos aromaticos como la fenilalanina y la tirosina.
La estructura molecular base de los flavonoides es un nucleo de benzopirona con un
anillo aromatico unido a él, denominado fenilbenzopirona, tal como se muestra en la
Figura 2 (Primo, 2007). Esta estructura consiste en 15 atomos de carbono, distribuidos
en tres anillos, y su clasificacion individual se fundamenta en el nivel de oxidacién o
sustitucion de estos (Pietta, 2000).

Figura 2. Estructura molecular base de los flavonoides (fenilbenzopirona)

Los flavonoides se clasifican en 4 grupos principales: flavonas, isoflavonas, flavonoles

y flavononas (Primo, 2007), tal como se muestra en la Figura 3.
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Z | 2 | AW
s Ol e
0 0
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Figura 3. Clasificacion general de los flavonoides
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Otros autores como Pietta, (2000) sugieren dos grupos adicionales en la clasificacion
de los flavonoides, que son los flavan-3-oles y las antocianidinas, mostradas en la

PP

OH

Figura 4.

(a)

Figura 4. Clasificacion adicional de los flavonoides: (a) Flavan-3-oles y (b) antocianidinas o sales de flavilio.

Los flavonoides generalmente se encuentran en las plantas como derivados
glucosilados, que actian como catalizadores en el proceso de fotosintesis (Pietta,
2000).

La cantidad de grupos hidroxilo fendlicos, convierten a los flavonoides en fuente de
antioxidantes naturales. En el ser humano ofrecen proteccion contra el estrés oxidativo,
algunos tipos de canceres y patologias cardiacas (Martinez et al., 2014). Un estudio
realizado por Abbas et al. (2017) asegura que el consumo de alimentos ricos en
flavonoides como flavonoles, flavanoles y flavones, reducen el riesgo de sufrir

enfermedades cardiacas en un 11%.

1.1.9. Determinacion del contenido total de flavonoides (CTF)

El método que se utiliza para la cuantificacion del contenido total de flavonoides es el
de la formacion de un complejo de aluminio. El procedimiento fue descrito por primera
vez por Christ y Miiller en 1960 y es utilizado en la actualidad para el andlisis de
extractos herbales. EI método se basa en la nitracion de los anillos arométicos que
llevan un grupo catecol con tres o cuatro posiciones no sustituidas o bloqueadas
estéricamente. La adicion del cloruro de aluminio (I11) produce un complejo de color
amarillo el cual se torna rojo inmediatamente después de la adicion del hidroxido de
sodio. EI complejo de color rojo es medido a 510 nm, y parece ser que a dicha longitud
de onda el procedimiento es selectivo para rutina, luteolina y las catequinas, por lo que
se deben utilizar como estandares en la curva de calibracion (Pekal & Pyrzynska,
2014).
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1.1.10. Cromatografia
La cromatografia, como tal, es una técnica utilizada para separar los diferentes
componentes de una muestra, que se distribuyen entre dos fases: una estacionaria y
una movil (Quattrocchi, Abelaira de Andrizzi, & laba, 1996). El botanico ruso M.
Tswett la utilizd por primera vez en el afio 1910 para separar pigmentos de plantas,
pero no fue hasta el afio 1930 que se divulgd esta técnica por la comunidad cientifica.
Es asi que, se fueron desarrollando diferentes versiones de la cromatografia, entre las
que se encuentran, la cromatografia de reparto, de papel y de capa fina, y a partir del
afio 1965 empieza el desarrollo de instrumentos que permiten un mayor control del

proceso de separacion (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, 2017).

1.1.11. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
La cromatografia liquida de alta resolucion (high performance liquid cromatography,
HPLC, por sus siglas en inglés), es una de las técnicas mas difundidas para separar
componentes de una mezcla, por su sensibilidad, adaptacion a determinaciones
cuantitativas exactas e idoneidad para separar analitos no volatiles (Universidad de
Alicante, 2008). El desarrollo de un método de separaciéon por HPLC comprende
varios pasos esenciales que incluyen: tratamiento de la muestra, condiciones de
separacion, deteccion de las bandas, cuantificacion y un método de validacién
(Snyder, Kirkland, & Glajch, 1997). Sin embargo, una de las etapas criticas en el
desarrollo de esta técnica es la identificacion de las condiciones de separacién mas
adecuadas, dado que, una misma muestra puede ser separada bajo diferentes
condiciones. Por otra parte, el resultado de un analisis cromatografico basicamente se
compone de dos productos principales: el cromatograma y el eluido. EIl primero
muestra una sefial que relaciona la concentracion de cada uno de los componentes de
la muestra en funcién del tiempo de elucion. Mientras que, el eluido representa la
fraccion de la fase movil con los compuestos separados que pueden ser recolectados

de manera escalonada (Quattrocchi et al., 1996).

1.1.12. Cromatografia en capa fina (TLC)
Este tipo de cromatografia también se basa en la separacion de compuestos a traves de
una fase movil y una estacionaria. Sin embargo, a diferencia de otras técnicas
cromatograficas, ésta se fundamenta en la adsorcion. En este caso la fase estacionaria

se encuentra recubriendo una placa, que por lo general es de aluminio o de vidrio.
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Mientras que, la fase mdvil ascenderd por capilaridad a lo largo de dicha placa y como
consecuencia arrastrard a los componentes de la muestra, separandolos en bandas o
manchas bien definidas distribuidas a lo largo de la placa (Universidad Nacional
Autdénoma de México, 2017).

Una vez realizada la separacion de la mezcla es necesario revelar la posicion de cada
uno de sus componentes. En la actualidad se utilizan placas fluorescentes, lo que
permite el revelado con luz ultravioleta (Unidad Criminalistica Contra la
Vulneracion de derechos Fundamentales, 2015). El ultimo paso después del
revelado, ya sea por métodos quimicos o fisicos, es identificar la distancia que ha
recorrido cada compuesto. Cada mancha tiene un factor de retencién (Ry) que es igual
a la distancia migrada por el compuesto desde el punto de aplicacion sobre la distancia
total recorrida por la fase mavil o frente del eluyente, tal como se muestra en la Figura
5. Este valor es especifico para cada compuesto, siempre y cuando la comparacion sea

hecha bajo las mismas condiciones de corrida (Chemistry Libre Texts, 2019).

" Frente del eluyente

O// Muestra

Punto de aplicacion

4'///
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Figura 5. Separacion de compuestos a través de cromatografia en capa fina (TLC)

Esta técnica es generalmente utilizada en escala preparativa para purificar compuestos,
o determinar si un patrén esta completamente puro. Entre las ventajas que presenta
esta técnica analitica se encuentran la alta sensibilidad del método, los costos
relativamente bajos y la velocidad de separacién de los compuestos (Chemistry Libre
Texts, 2019).

1.1.13. Actividades biologicas
La actividad bioldgica es la capacidad inherente de cierta sustancia de alterar o
modificar funciones fisioldgicas en las células (Vargas, 2019). Entre estas actividades

se encuentran la actividad antiinflamatoria y la antioxidante mostrada por varios
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metabolitos secundarios, lo cual sugiere que los extractos de las plantas pueden generar
una importante proteccion contra procesos inflamatorios o dafios por estrés oxidativo

en las células.

La inflamacion es la respuesta de un organismo ante la lesion o agresion que, por lo
general, es de un agente externo y que puede ser quimico, mecanico o bioldgico. La
respuesta antiinflamatoria es beneficiosa siempre y cuando exista un equilibrio entre
las células y los mediadores de la inflamacion (Garcia de Lorenzo, Lopez &
Séanchez, 2000). EI método de estabilizacion de la membrana de los globulos rojos
(HRBC), como prueba in vitro para determinar la actividad antiinflamatoria, se basa
en estabilizar la membrana de los eritrocitos al inhibir la tension causada por una
solucion hipotonica que induce la lisis de los glébulos rojos. La membrana de los
eritrocitos al ser un analogo de la membrana lisosomal, puede ser usada como modelo
de estudio, esta Gltima esta implicada en la liberacion de constituyentes lisosomicos
de neutréfilos activados, y la estabilizacién de membrana, por lo tanto, inhibira la
liberacion de dichos constituyentes provocando una disminucion de la inflamacion
(Kumar, Bhat, Kumar & Bohra, 2011).

Por otro lado, la actividad antioxidante se basa en la capacidad que tienen ciertas
sustancias (polifenoles y flavonoides) para combatir las especies reactivas de oxigeno
0 nitrogeno, formadas como un producto normal del metabolismo aerébico, sin
embargo, estas especies pueden ser producidas como consecuencia de la exposicion a
diferentes tipos de radiacién como la radiacion UV, rayos X, ultrasonido, y otras
fuentes como el tabaquismo. La oxidacién es la transferencia de electrones de una
molécula a otra para producir energia en forma de ATP (ciclo normal en las células).
Sin embargo, cuando no hay un equilibrio en dicha transferencia de electrones,
empiezan a surgir problemas en donde las células son las primeras en verse afectadas,
al generarse radicales libres. Dichos radicales son atacados con un sistema de defensas
del cuerpo basado en antioxidantes donde se involucran enzimas tales como lipasas,
transferasas y enzimas de reparacion del ADN. Pero no siempre este sistema de
defensa, propio de un organismo, es suficiente para erradicar de forma eficaz el exceso
de radicales libres en la célula, es ahi cuando es necesario el consumo de antioxidantes
dietéticos para disminuir los efectos del dafio oxidativo que producen los radicales
libres (Pietta, 2000).
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El método TBARs, empleado para evaluar la capacidad antioxidante de un compuesto,
se basa en un proceso de oxidacion lipidica cuyo mecanismo de cadena de radicales
libres (Ghani, Barril, Bedgood & Prenzler, 2017) tiene tres fases: iniciacion,
propagacion y terminacion. Este proceso genera hidroperoxidos lipidicos como
productos (Rojano, Gaviria & Séez, 2008), entre ellos destaca el malondialdehido
(MDA) (Ghani et al., 2017). La degradacion oxidativa de &cidos grasos insaturados
puede ser detectada espectrofotométricamente al calentar el producto de la oxidacion
con TBA, bajo condiciones acidas para generar un compuesto coloreado rosado, que

se puede medir a 532 nm (Vladimir et al., 2011).

1.2.0BJETIVOS
1.2.1. Objetivo general

Caracterizar los polifenoles y flavonoides presentes en los extractos obtenidos
de Baccharis macrantha (Chilca) y evaluar su actividad antioxidante y

antiinflamatoria.

1.2.2. Objetivos especificos
Optimizar el método de extraccion de polifenoles y flavonoides de Baccharis

macrantha (Chilca).

Cuantificar el contenido de polifenoles totales y flavonoides de los extractos

de Baccharis macrantha (Chilca)

Caracterizar cualitativamente los compuestos obtenidos en los extractos de

Baccharis macrantha (Chilca) a través de cromatografia de capa fina (TLC)

Cuantificar el contenido de acido géalico y catequina por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC)

Estudiar la actividad antioxidante del extracto de Baccharis macrantha
(Chilca) por el método de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS)

Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los extractos de Baccharis macrantha
(Chilca) por el método de estabilizacion HRBC.
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1.3.HIPOTESIS

1.3.1.

1.3.2.

Optimizacion de las condiciones de extraccion.

Hipotesis nula

Las diferentes condiciones de extraccion (concentracion del solvente,
temperatura y tiempo de ruptura celular) no producen diferencias en la
concentracion de polifenoles y flavonoides presentes en los extractos de B.

macrantha.

Hipotesis alternativa

Las diferentes condiciones de extraccion (concentracion del solvente,
temperatura y tiempo de ruptura celular) producen diferencias en la
concentracion de polifenoles y flavonoides presentes en los extractos de B.

macrantha.

Actividades bioldgicas.
Hipotesis nula
Las diferentes concentraciones de los extractos no presentan actividad

antioxidante, ni antiinflamatoria en ensayos in vitro.

Hipotesis alternativa
Las diferentes concentraciones de los extractos presentan actividad

antioxidante y antiinflamatoria en ensayos in vitro.

1.4. SENALAMIENTO DE VARIABLES

1.4.1.

Variables independientes

Concentracién de metanol (puro, 75%, 50%, 25% y 0%)

Concentracion de etanol (puro, 75%, 50%, 25% y 0%)

Temperatura de extraccion (30, 40, 50 y 60°C)

Tiempo de sonicacion (5, 10 y 20 minutos)

Concentracion de los extractos (25, 50, 75, 100, 200, 500 y 1000 ug/ml)

Concentracion de las drogas comerciales (100 y 200 ug/ml)

. Variables dependientes

Contenido de polifenoles y flavonoides
Actividad antiinflamatoria
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Actividad antioxidante
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA

2.1.MATERIALES

2.1.1.

Materiales

Balones de aforo (5, 10, 25, 50,
100, 250 y 1000 ml)

Probetas (10 y 50 ml)

Vasos de precipitacion (100, 250
y 500 ml)

Embudos de vidrio

Balones de fondo plano de
500 ml

Tubos de microcentrifuga de
2ml

Micropipeta de 100 a 1000 pl
Micropipeta de 20 a 200 pl
Pipeta volumétrica de 25 ml
Frascos de plastico de 100 ml
Frascos de vidrio de 10 ml
Frascos de vidrio &ambar de 10 ml
Pipetas Pasteur

Morteros

Pistilo

Reactivos

Desecador

Frascos de plastico estériles de
100 ml

Tubos de centrifuga de (14 y 50
ml)

Gradilla para tubos de centrifuga
Gradilla  para  tubos de
microcentrifuga

Platillos para el determinador de
humedad

Viales de 2 ml HPLC

Piseta

Vacutubos de 10 ml sin
coagulante

Filtros de 0,45 um de PVDF
Columna ZORBAX Eclipse
XDB-C18; 4,6x250 mm; 5 um
Placas de silica gel; 10x10 cm;

Fosa

Acido acético glacial, FISHER SCIENTIFIC A38C-212

Acido galico, SIGMA G7384-250G

Reactivo de Folin y Ciocalteu (2N), SIGMA F925-500ML

Metanol absoluto, PANREAC 131091.1214

Cloruro de aluminio hexahidrato, LOBACHEMIE 0099800500

Acido tiobarbitGrico, PANREAC A4670,0100

Nitrito de Sodio 98%, LOLBACHEMIE 05954400500



Etanol absoluto, SCHARLAU UN1230
Tolueno, EM SCIENCE UN1294

Acetato de etilo, FISHER SCIENTIFIC E196-4
Hidroxido de sodio, MERK B1460698 733
Acido formico 90%, ANALAR

(+)-Catequina grado HPLC, SIGMA ALDRICH
Butil hidroxitolueno

Acido tiobarbitdrico

Equipos

Rotavapor ELEYA

Plancha de calentamiento IKA C-MAG HS7
Vortex Mixer Labnet

Ultrasonido Branson 2800

Estufa Binder

Congeladora Binder -80°C

Balanza analitica Mettler Toledo XSE205
Balanza analitica Mettler Toledo XPE204
Balanza de precision Mettler Toledo X54002S

Cromatdgrafo HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity
Espectrofotémetro Thermo Scientific Evolution 201
Liofilizador de Laboratorio VIRTIS SERIES — SP Scientific

Muestreador automatico CAMAG
Visualizador CAMAG de placas para TLC
Termobloque

Homogeneizador horizontal

Espectrofotometro de absorcion atomica, PG INSTRUMENTS, AA550

2.2.METODOS

2.2.1.

Obtencidn de extractos

2.2.1.1.Pre — tratamiento

Hojas frescas de B. macrantha fueron colectadas en el Cerro Teligote, localizado en la

comunidad del mismo nombre, en el canton San Pedro de Pelileo, provincia de
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Tungurahua. La ubicacidn exacta del punto de recoleccion del material vegetal se muestra

en la Tabla 1.
Tabla 1. Punto de recoleccion del material vegetal
Nombre Coordenadas Coordenadas Altura
(Geogréficas) (UTM) (msnm)
1°22'18.3"S -1.371750,
B. macrantha 78°34'24"W -78.573333 2645

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

Las hojas recolectadas fueron depositadas en fundas de papel y transportadas al
Laboratorio de Analisis Instrumental de Canje de Deuda de la Universidad Técnica de
Ambato. Una vez alli se efectud la respectiva limpieza y se secaron en una estufa por
72 horas, a una temperatura de 40°C. Subsecuentemente, el material seco se moli6 para
obtener un polvo (o producto pulverizado) que fue almacenado herméticamente en fundas

de polietileno a temperatura ambiente hasta posteriores analisis.

2.2.1.2.0ptimizacion del proceso de obtencion de polifenoles y flavonoides
Para la optimizacion del proceso de obtencion de polifenoles y flavonoides se estudio el
efecto de tres factores: solvente, temperatura y tiempo sobre la ruptura de la pared celular,

y con las mejores condiciones de extraccion se realizo el agotamiento del material vegetal.
a) Solvente

El efecto del solvente fue evaluado mediante el uso de 1) etanol y 2) metanol, a diferentes

concentraciones (%v/v): 0, 25, 50, 75 y absoluto, cada uno.

Para lo cual, se pes6 0,1 g del material vegetal pulverizado en tubos de microcentrifuga
de 2 ml. A éste se afiadid 1 ml del solvente a evaluar (con su respectiva concentracién) y
se homogeneiz6 en un vortex. La mezcla material vegetal pulverizado-solvente (mezcla
1:10) se llevé a un bafio de agua con ultrasonido para la ruptura de la pared celular a 50°C
por 5 minutos. Una vez finalizado este tiempo se centrifugaron los tubos por 10 minutos
a 14 900 rpm y 4°C.

Posteriormente, el sobrenadante fue separado y colocado en viales de vidrio color ambar
de 10 ml y llevados a la estufa a 40°C por 2 h, para evaporar parte del solvente organico.
El remanente se llevo a volumen constante (5 ml) con agua MilliQ. Finalmente se

cuantifico el contenido de polifenoles y flavonoides totales (ver seccion 2.2.3.y 2.2.4.).
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Una vez realizada la cuantificacion, se escogié el tratamiento con mayor concentracion
de polifenoles y flavonoides. El solvente escogido en este punto fue el que se utiliz6 en
los siguientes pasos de la optimizacion.

b) Temperatura

Las temperaturas ensayadas fueron: 30, 40, 50 y 60°C y el procedimiento de extraccion
fue igual al detallado en el anterior apartado. Se escogio la temperatura con la cual se

obtuvo mayor concentracion del CTP y CTF luego de su cuantificacion.
¢) Tiempo en ultrasonido para la ruptura de la pared celular

Una vez escogida la mejor temperatura se realizaron ensayos modificando los tiempos a
los cuales la muestra fue sometida a ultrasonido para conseguir la ruptura de la pared

celular de la matriz vegetal. Los tiempos experimentados fueron de 5, 10 y 20 min.
d) Desgaste del material vegetal

Con las mejores condiciones de: a) solvente, b) temperatura y c) tiempo, del proceso antes
descrito se realizaron 5 extracciones sucesivas. En cada extraccion se realizd la
cuantificacion del CTP y CTF, de ésta manera se determind el nimero de extracciones

necesarias para obtener un rendimiento superior al 95%.

2.2.2. Liofilizacién

Los extractos obtenidos en el proceso de optimizacion fueron recolectados y se evapord
el disolvente organico. EI remanente fue colocado en frascos estériles bien etiquetados y
se los congelé a —80°C por 24h. Los extractos acuosos fueron liofilizados a 112 mT y
—60°C durante 4 dias en un liofilizador VIRTIS SERIES — SP Scientific. Los extractos

liofilizados fueron almacenados a —20°C.

2.2.3. Cuantificacion de polifenoles totales

Los polifenoles totales presentes en los extractos se cuantificaron mediante el método de
Folin-Ciocalteu. Este método se fundamenta en una reaccion de 6xido — reduccion entre
el fosfomolibdato y fosfotungstato (sustancias oxidantes) con los compuestos fenolicos
(sustancias reductoras) (Ricco, Agudelo & Wagner, 2015).

Se utilizé la metodologia reportada por Vasco, Ruales & Kamal, (2008); Vladimir et

al., (2011) con modificaciones, para lo cual, se tomd una alicuota de 50 pl del extracto y
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se afiadieron 100 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu, la mezcla se homogeneizo
inmediatamente. Se dejé en reposo por 3 minutos exactos y se afiadieron 2 ml de
carbonato de sodio (75¢/1). La mezcla final se llevo a volumen constante (5 ml) y se dejo

en reposo a temperatura ambiente y en total oscuridad para el desarrollo de la reaccion.

La absorbancia fue medida a 760 nm frente a un blanco que contenia el solvente escogido
en el proceso de optimizacion en lugar del extracto. El resultado se expresd en

equivalentes de &cido gélico (EAG).

Las disoluciones patron de acido galico (AG) se prepararon a partir de una solucién madre
de 4 000 ppm (Stock A) y una solucion de concentracion intermedia de 200 ppm (Stock
B), en un rango de concentraciones de 1 a 6 ppm (Tabla 2), utilizando la ecuacion 1.

Cstock a-Vstock 4 = Cstock B-Vstock B (EC- l)
Dénde:

Cstock 4- Solucion concentrada de AG
Vstock - VOlumen a tomar de la solucidn concentrada de AG
Cstock g- Solucién diluida de AG

Vstock 5: VOlumen de aforo de la solucion diluida de AG

Tabla 2. Preparacion de los estandares de AG para la curva de calibracion

. Alicuota Stock B Volumen de aforo Concentracion Std.
Estandar
(nl) (ml) (Ppm)
Std.1. 25 5 1
Std.2. 50 5 2
Std.3. 75 5 3
Std.4. 100 5 4
Std.5. 125 5 5
Std.6. 150 5 6

Fuente: Laboratorio de Analisis Instrumental de Canje de Deuda

2.2.4. Cuantificacion de flavonoides

Se emple6 el método del cloruro de aluminio segun lo descrito por Dewanto, Wu, Adom
& Liu, (2002) y Zhishen, Mengcheng & Jianming, (1999) con modificaciones. En
donde se tomd una alicuota de 250 ul de los extractos y se afiadieron 1,25 ml de agua
destilada. A continuacion, se colocaron 75 ul de nitrito de sodio (5% p/v) y se dejé en
reposo por 6 minutos exactos. Posteriormente se afiadieron 150 pl de cloruro de aluminio
(10% p/v) y se dejo reposar por 5 minutos. Al final se adicionaron 500 pl de hidroxido de

sodio (1M) y se aforo a volumen constante de 5ml.
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Se medio la absorbancia a 510 nm frente a un blanco preparado de igual manera, pero
reemplazando el extracto por el solvente escogido en el proceso de optimizacion. El
resultado fue expresado en equivalentes de (+)-catequina (CQ).

Los patrones de CQ se prepararon a partir de una solucién madre de 50 ppm (Stock C).
Los estandares tuvieron un rango de 5 a 30 ppm, preparados a partir de la solucion Stock

C, tal como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Preparacion de los estandares de CQ para la curva de calibracion

, Alicuota Stock C Volumen de aforo Concentracion Std.
Estandar
(ml) (ml) (Ppm)
Std.1. 0,5 5 5
Std.2. 1,0 5 10
Std.3. 15 5 15
Std.4. 2,0 5 20
Std.5. 25 5 25

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

2.2.5. Caracterizacion de los extractos
Los extractos fueron caracterizados mediante dos técnicas de separacion: a) TLC y b)
HPLC.

2.2.5.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

El procedimiento de caracterizacion por TLC se realiz6 en cuatro partes:
a) Preparacion inicial de la fase estacionaria

Se utilizaron placas de vidrio de HPTLC (10x10cm) pre-recubiertas de gel de silice 60
con indicador de fluorescencia Fzss. Estas fueron activadas en una estufa a 105°C por 2 h
antes de la aplicacion de la muestra y enfriadas dentro de un desecador, hasta su uso.

b) Preparacién de la fase movil

La fase movil se la realiz6 mediante la mezcla de tolueno: acetato de etilo: acido formico,
en proporciones 40:36:4, para obtener un volumen final de 8 ml. La mezcla anterior se

colocd en la cdmara de corrida, la cual se cubrié hasta su saturacion.
c) Inyeccién automatica

Para la inyeccion de los estandares y los extractos se utilizé el muestreador automatico

CAMAG TLC 4. Los estandares AG y CQ tuvieron una concentracion de 5 mg/ml, al
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igual que los extractos liofilizados. Se inyectaron 8 ul de los estandares (1y 2) y 6 ul de
las muestras (3 y 4), de izquierda a derecha en la Figura 6: 1) AG, 2) CQ, 3) EtOH50% y
4) EtOH25%. El equipo fue programado con la ayuda del Software WinCATS, de la

siguiente manera:

e NUmero de bandas: 4
e Longitud de la banda: 0,8 mm
e Distancia entre bandas: 1,36 cm

¢ Distancia de inyeccion desde el borde inferior: 0,7 mm (Ver Figura 6)

—0.7000 ﬂ 1 2 3 4
f p—=t-0.2001

——| 1.3600 |——

Figura 6. Inyeccion de muestras mediante el muestreador automatico CAMAG TLC 4 con longitudes programadas.

d) Corrida cromatografica y revelado de la placa

La corrida se llevo a cabo de forma manual en una camara de vidrio y, una vez finalizada
se reveld en el Visualizador CAMAG a 254 y 366 nm. Finalmente, se calcul6 el valor R¢
de los compuestos separados en la placa cromatografica, a través de la Ecuacion 2.

Xm (Ec. 2)

R, =
f Xs
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Donde:

X, Distancia recorrida por la muestra

x,. Distancia recorrida por la fase movil

2.2.5.2. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

El perfil de polifenoles fue analizado usando el equipo HPLC, Agilent Technologies 1260
Infinity, que consiste en un inyector automatico, un sistema de bombeo, un horno de
columnay el detector de diodos (DAD, por sus siglas en inglés). Mientras que, los datos
fueron adquiridos a través del software Open LAB Chomatography Data System de

Agilent.

En la separacion cromatografica se utilizé una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18,

4,6x250 mm, con tamario de poro de 5 um (fase reversa).

a) Condiciones de trabajo

a. Fase movil

Como fase mavil se utilizé una mezcla de agua (A) y metanol absoluto grado HPLC (B).
Las condiciones de alimentacion de la fase mavil para la separacion fueron trabajadas de
la siguiente manera: (a) 0 a 30 min, modo gradiente de 5% de B a 80% de B, (b) 30 a 40
min, modo isocratico con 80% de B, (c) 40 a 45 min, modo gradiente de 80% de B a 5%
de B.

b. Sefales

Los cromatogramas se obtuvieron con seis longitudes de onda diferentes: 214, 254, 280,
320, 360 y 366 nm.

c. Curva de calibracion

La curva de calibracidn se trabaj6 en un rango de 10 — 300 pug/ml, para ambos estandares:

AG y CQ, con las longitudes de onda reportadas anteriormente.
d. Separacién

Para la separacion de los compuestos se utiliz6 un volumen de inyeccion de 10 pl, tanto
de los estandares AG y CQ, como de los extractos (EtOH25% y EtOH50%), con un flujo
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de 0,8 ml/min, y un tiempo total de corrida de 45 min. Mientras que, la temperatura de la

columna se mantuvo constante a 20°C.

2.2.6. Actividad antiinflamatoria in vitro
Para determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos de B. macrantha se realiz
la comparacion de dos métodos in vitro: a) estabilizacion de glébulos rojos humanos y b)

desnaturalizacion proteica.
a) Estabilizacion de glébulos rojos humanos (HRBC)

La muestra de sangre se mezclo con igual volumen del reactivo de Alsever (2% p/v de
dextrosa, 0,8% p/v de citrato de sodio, 0,5% p/v &cido citrico y 0,42% p/v de NaCl) en
tubos estériles de 10 ml sin anticoagulante y se centrifugaron a 3 000 rpm. El pellet se
lavé con solucién isosalina 0,85% p/v de NaCl y pH 7,2, por tres veces para eliminar el
plasma sanguineo. Se prepararon tubos al 10% v/v de glébulos rojos en solucion isosalina,
conocido como ‘Stock HRBC”.

A continuacion, se prepararon concentraciones de 25, 50, 75, 100, 200, 500 y 1000 ug/ml
del extracto. De cada una de las concentraciones de extracto se tom6 1 ml y se colocé en
un nuevo tubo estéril, al cual se afiadié 1 ml de buffer fosfato (0,15 M, pH 7,4), 2 ml de
solucion hiposalina (0,36% p/v de NaCl) y 0,5 ml del Stock HRBC. La mezcla se incubo
por 30 minutos a 37°C y se centrifugd por 3 minutos a 1 300 rpm.

El  contenido de hemoglobina del sobrenadante  fue  determinado
espectrofotométricamente a 580 nm frente a un blanco que tuvo agua destilada en
reemplazo del extracto. El estdndar de referencia utilizado fue diclofenaco sédico a 25,
50, 75, 100 y 200 pg/ml (Aleykutty, Bindu, Sangeetha & Jiljit, 2011; Alhakmani,
Kumar & Khan, 2013; Nagaharika, Kalyani, Rasheed & Ramadosskarthikeyan,
2013; Vadivu & Lakshmi, 2008). El porcentaje de proteccién contra la lisis celular fue

calculado mediante la ecuacion 3.

A
%Proteccion contra la lisis celular = 100 — (A—l * 100) (Ec.3)
2

Donde:

A;: Absorbancia del estandar de referencia o extracto

A,: Absorbancia del blanco (control)
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b) Desnaturalizacion proteica

Se siguid el método descrito por Padmanabhan & Jangle, (2012), con modificaciones.
Para lo cual, se tomaron 3 ml de una solucién de albumina de huevo (ImM; pH 7,4)
preparada con anterioridad en tubos estériles de 10 ml y a cada uno se afiadieron 3 ml de
las concentraciones de los diferentes extractos: 100, 200, 500 y 1000 pg/ml. La mezcla
se homogeneizo por inversion y los tubos se incubaron a 37°C por 15 minutos. Los tubos

se mezclaron nuevamente y se llevaron a un nuevo bafio de agua a 70°C por 10 min.

Se midio la densidad optica a 660 nm frente a un blanco que contenia Unicamente agua
en lugar de los extractos. El estdndar de referencia utilizado fue diclofenaco a 100, 200,
500 y 1000 ug/ml. El porcentaje de proteccién contra la desnaturalizacién proteica fue

calculado mediante la ecuacion 4.

) (Ec. 4)

B
%Protecciéon contra la desnaturalizaciéon proteica = 100 — (B_l * 100
2

Donde:

B;: Absorbancia del estandar de referencia o extracto

B,: Absorbancia del blanco (control)

2.2.7. Actividad antioxidante in vitro
La determinacién de la capacidad antioxidante se llevo a cabo por el método conocido
como sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARs, por sus siglas en inglés),

descrito por Rojano, Gaviria & Séez, (2008) con modificaciones.

El estudio se lo realiz6 sobre aceite de oliva “El Arbolito” con diferentes concentraciones
de extracto. Para lo cual se peso el extracto hasta obtener el equivalente a 100, 200, 500
y 1000 pg/ml en 10 ml de aceite de oliva, en tubos de vidrio resistentes al calor. En este
caso, el aceite de oliva también se pesd para minimizar los errores de pipeteo. En la Tabla
4, se muestra la forma de preparacion de los estandares de referencia y las muestras a las

diferentes concentraciones.
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Tabla 4. Preparacion de las diluciones de los extractos en aceite de oliva

. Concentracion
Peso del extracto  VVolumen de aforo Peso del aceite

evaluada
(mg) (ml) 9) (ng/mi)
1 10 9,16 100
2 10 9,16 200
5 10 9,16 500
10 10 9,16 1000

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

Los tubos fueron llevados a un agitador orbital a 100°C y 225 rpm por 7 dias para la
oxidacion del aceite. Una vez finalizado dicho tiempo, se trasvaso el equivalente en peso
a 1 ml de aceite oxidado a un tubo de microcentrifuga de 2ml y se afiadiéo 1 ml de TBA
(ImM en acido acético al 50% v/v). La mezcla fue llevada al termociclador a 100°C por
1 h para el desarrollo de la reaccion. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 14 900
rpm y 4°C por 10 minutos, con el fin de mantener el movimiento de la mezcla y enfriarla.
Finalmente, el aceite se elimind y se leyo la absorbancia de la fraccion acuosa a 532 nm
frente a un blanco preparado de la misma manera, pero sin la adicion de los extractos,
Unicamente con el aceite oxidado. El estandar de referencia utilizado fue BHT a 100, 200,
500 y 1000 pg/ml. El porcentaje de proteccion contra la peroxidacion lipidica fue

calculado mediante la ecuacion 5.

- (; (Ec. 5)

1
C; =G

%Proteccion antioxidante = * 100

Donde:

C,: Absorbancia del estandar de referencia o extracto
C,: Absorbancia del blanco (control)

C5: Absorbancia del aceite sin oxidar

2.2.8. Metales
Adicionalmente, se midi6 la concentracion en la que ciertos metales se encontraban en la

matriz vegetal. El procedimiento llevado a cabo se resume en las siguientes etapas:
a) Cenizas

Se etiquetaron 5 crisoles vacios con lapiz de grafito, los cuales fueron llevados a una
mufla a 550°C por 4 h, hasta peso constante. A continuacion, se los dejo enfriar en un

desecador por 30 min y se registro su peso. Se afiadié a cada uno entre 0,6 — 0,7 g del
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material vegetal pulverizado de B. macrantha (ver seccién 2.2.1.1.). Los crisoles con la

muestra fueron llevados nuevamente a la mufla a 550°C por 24 h.
b) Digestion &cida

A las cenizas contenidas en los crisoles se afiadio 1 ml de HNOz concentrado, libre de
trazas de metales, y 2 ml de HCI fumante, libre de trazas de metales. Los crisoles con los
acidos fueron llevados a calentamiento a 75°C por 2 h, para digerir la materia organica
remanente. Una vez finalizada la digestion, el residuo de cada crisol fue filtrado con filtro
de tamario de poro de 0,45 um y aforado a 25 ml con HNO3z al 1% v/v. Este contenido fue

trasvasado a frascos pléasticos de 150 ml hasta su uso.
c) Medicidén de la concentracion de los metales

Los metales fueron medidos con la ayuda del espectrofotémetro de absorcién atdmica
(PG INSTRUMENTS, AA550) y los datos fueron recopilados a través del software
AAWIn Pro, del mismo fabricante. Los metales que fueron medidos se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5. Metales medidos en hojas secas de B. macrantha

Longitud de onda Rango de la curva

Metal Método de calibracion
(nm) (ppm)
Cadmio Horno de grafito 228,80 0,002 — 0,06
Calcio Llama 422,70 0,5-35
Cobalto Horno de grafito 240,70 0,015-0,1
Cobre Llama 324,79 0,1-1,75
Hierro Llama 248,30 0,3-3
Magnesio Llama 285,20 0,04-04
Manganeso Llama 279,50 02-14
Niquel Horno de grafito 232,0 0,0375-0,3
Plomo Horno de grafito 283,30 0,05-0,6
Zinc Llama 213,90 0,1-2

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

En las Tablas 6 y 7, se muestran las condiciones éptimas de trabajo en el equipo de

absorcion atomica, para el método de llama y horno de grafito, respectivamente.
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Tabla 6. Condiciones de trabajo para el método de llama

Corriente de

Condiciones de la

METAL lampara Tipo de llama I
ama
(mA)

Calcio 5,0 N2O/Acetileno Zona roja reductora
Cobre 5,0 Aire/Acetileno Azul oxidante
Hierro 5,0 Aire/Acetileno Azul oxidante
Magnesio 5,0 Aire/Acetileno Azul oxidante
Manganeso 5,0 Aire/Acetileno Azul oxidante
Zinc 5,0 Aire/Acetileno Azul oxidante

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

Tabla 7. Condiciones de trabajo para el método de horno de grafito

Corriente de la lampara Volumen de inyeccion

METAL (MA) (ul)
Cadmio 5,0 10
Cobalto 7,0 10
Niquel 4,0 10
Plomo 3,0 10

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1.1. Optimizacion del solvente de extraccion

El proceso de extraccion es una etapa importante en la obtencion de compuestos
bioactivos, y de éste dependen sus caracteristicas fisicas y quimicas (Sasidharan, Chen,
Saravanan, Sundram, & Latha, 2011). Entre las técnicas de extraccion mas usadas se
encuentran la extraccion sélido-liquido, debido a su sencilla aplicabilidad a matrices
vegetales. ComUnmente los solventes usados son alcoholes, como metanol y etanol, para
una extraccion de compuestos hidrofilicos. Sin embargo, el uso de solventes organicos
puros no garantiza una extraccion completa y eficaz de acidos fenélicos muy polares, por
lo que resulta necesario utilizar mezclas de estos solventes con agua, tales como metanol-

agua o etanol-agua (Stalikas, 2007).

Los tres solventes utilizados, en orden creciente de polaridad, fueron: etanol, metanol y
agua (Universidad Nacional Autonoma de México, 2019) y los resultados obtenidos
para la extraccion y cuantificacion del CTF y CTP se muestran en la Tabla 8. El
rendimiento de extraccion del CTF se maximizé con EtOH25% (7,22 + 0,23 mg CQ x
gl de muestra seca), mientras que del CTP fue con EtOH50% (12,91 + 0,77 mg AG x
g! de muestra seca), en ambos casos concentraciones mas elevadas de etanol produjeron
una disminucién en las concentraciones de CTF y CTP. Tal como lo mencionan Thoo,
Ho, Liang, Ho & Tan, (2010), el uso de un sistema de solventes binario en la extraccion
de compuestos fendlicos, en donde también se incluyen a los flavonoides, es superior a
un sistema monosolvente, con respecto a su polaridad relativa. Es decir, que las mezclas
de etanol-agua y metanol-agua, daran rendimientos mas altos que el uso de los solventes
en estado puro, debido a la interaccion de estos con los diferentes compuestos de la matriz

vegetal.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la cuantificacion del CTF y CTP (Tabla 8), se
sugiere una distinta interaccion entre los solventes y las mezclas probadas con los
compuestos hidrofilicos de la matriz vegetal, situacién que estaria intimamente
relacionada con la intensidad de las fuerzas intermoleculares. De esta manera, la mezcla

etanol-agua, al parecer, tiene menores fuerzas intermoleculares entre si, que el resto de
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solventes y mezclas probadas, lo que contribuiria al arrastre de los compuestos fendlicos

al medio de extraccion (Chemistry Stack Exchange, 2017).

Tabla 8. CTF y CTP con diferentes solventes de extraccion

Concentracion

Concentracion

[Solvente] [Mg-CQ/gseco] [Mg-AG/gseco]
Agua 3,02 £0,02 6,25 + 0,44
EtOH-25% 7,22 £0,23* 10,54 £ 0,70

EtOH-50% 6,74 £0,95 1291 +0,77*
EtOH-75% 6,20 £ 0,21 11,05+0,42
EtOH abs 3,19+0,34 7,90 + 0,38
MeOH-25% 6,36 £ 0,75 7,45+ 0,16
MeOH-50% 5,48 £ 0,48 7,05+ 0,34
MeOH-75% 7,18+ 0,11 10,82 +£ 0,76
MeOH abs 4,21+0,18 3,94+0,14

*Indica los valores mas altos obtenidos en la optimizacion

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

En la Figura 7, se muestra la influencia tanto del etanol como del metanol en el CTF y
CTP. En ambos casos las concentraciones mas bajas se reportaron al trabajar con los

disolventes puros.
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Figura 7. Comparacién grafica de medias en la extraccion de: (a) Flavonoides con etanol y metanol; y (b) Polifenoles
con etanol y metanol a diferentes concentraciones

Segun el analisis estadistico realizado (Tabla 9) se concluye que existen diferencias
significativas entre las concentraciones medias del CTF y CTP de los diferentes sistemas
polares evaluados, debido a que el valor P de la prueba F es inferior a 0,05, para un 95%

de confianza.
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Tabla 9. Analisis estadistico de una via para CTF y CTP en la optimizacion del

solvente
F-Ratio P-valor F-Ratio P-valor
CTF CTF CTP CTP
37,54 0,0000 115,38 0,0000

Fuente: StatGraphics Centurion

Adicionalmente se corrieron dos test de rangos multiples (Tablas 10 y 11) para determinar
la significancia del CTF y CTP por efecto de la concentracion de los solventes, que los
concentra en grupos homogeéneos, evalla las medias obtenidas y verifica qué medias son
significativamente diferentes a todas las demaés, lo que contribuye a decidir el solvente
empleado en las siguientes etapas de optimizacion del proceso de extraccion. En este
sentido se identificaron 5 grupos homogéneos para cada conjunto de metabolitos
secundarios estudiados y para la eleccion del mejor disolvente de extraccion se tomaron
en cuenta tres indices de calidad: rendimiento, inocuidad y costo. Bajo estos parametros,
el solvente escogido para continuar con la optimizacion de condiciones para la extraccion
de flavonoides fue EtOH25%, mientras que, para la extraccién de polifenoles fue
EtOH50%.

Tabla 10. Test de rangos multiples para determinar la significancia entre el CTF por
efecto de la concentracion de solventes
N° de

[Solvente] T Media Grupos homogéneos
réplicas

Agua 3 3,01533 X"

EtAbs 3 3,188 X
MeOHAbs 3 4,214 X

MeOH50 3 5,485 X

EtOH75% 3 6,197 XX
MeOH25% 3 6,36467 X
EtOH50% 3 6,73867 XX
MeOH75% 3 7,17933 X
EtOH25% 3 7,22167 X

“Cada columna con una ‘X’ indica un grupo de medias dentro del cual no hay diferencias significativas entre si, en donde las medias
de las réplicas se colocan en orden ascendente.
Fuente: StatGraphics Centurion
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Tabla 11. Test de rangos multiples para determinar la significancia entre el CTP por

efecto de la concentracion de solventes

[Solvente] N 'de Media Grupos homogéneos
réplicas
MeOH abs 3 3,938 X
Agua 3 6,245 X

MeOH50% 3 7,054 X
MeOH25% 3 7,451 XX

EtOHabs 3 7,905 X
EtOH75% 3 10,539 X
MeOH75% 3 10,821 X
EtOH25% 3 11,045 X
EtOH50% 3 12,906 X

“Cada columna con una ‘X’ indica un grupo de medias dentro del cual no hay diferencias significativas entre si, en donde las medias
de las réplicas se colocan en orden ascendente.
Fuente: StatGraphics Centurion

3.1.2. Optimizacion de la temperatura de extraccion

Existen varios factores por los cuales es importante evaluar el efecto de la temperatura en
el CTF y CTP, entre los mas importantes estan: el aumento de la solubilidad de los
componentes fendlicos, la mejor transferencia de masa y la reduccién de la viscosidad del
solvente. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que un incremento excesivo de la
temperatura puede influir negativamente sobre el CTF y CTP, puesto que se pueden
degradar los compuestos extraidos y perderse actividades bioldgicas (Mokrani &
Madani, 2016).

Segun los datos reportados en la Tabla 12 se observa una relacion directa entre la
temperatura y la concentracion de polifenoles y flavonoides, evidenciandose el mayor
rendimiento a 60°C. A esta temperatura las concentraciones de CTF y CTP aumentan un
27,97% y 17,97%, respectivamente, en relacion a las condiciones iniciales de extraccion.

Tabla 12. Efecto de la temperaturaen el CTFy CTP

Temperatura Concentracion Concentracién
(OC) [mg-CQ/gseco] [mg-AG/gseco]

30 5,01+0,38 10,83 + 0,16

40 7,18 +0,19 10,82 +£ 0,31

50 7,22 +0,23 12,91 £ 0,77

60 9,24 + 0,24 15,23+ 0,49

Se decide continuar el proceso de optimizacion trabajando a 50 y 60°C, temperaturas a

las cuales se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a la concentracion de los

Fuente: Laboratorio de Analisis Instrumental de Canje de Deuda

metabolitos secundarios evaluados.
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En estudios realizados por Mokrani & Madani (2016), temperaturas mayores a 60°C
producen una reduccion en la recuperacion del CTF y CTP. Ademas, cuando la
temperatura es igual a 60°C o superior, no solo afecta a la concentracion de polifenoles y
flavonoides obtenidos, sino también a sus capacidades bioldgicas, en especial a su
capacidad antioxidante, debido a que dichas temperaturas causan una reduccion o
descomposicion de los antioxidantes naturales y de los ingredientes activos contenidos en
el extracto (Hossain, Hamood AL-Mijizy, Khalifa Al-Rashdi, Weli & Al-Riyami,
2013). Otro de los problemas causado por el incremento de la temperatura, descrito por
Mokrani & Madani (2016), es que se da una perdida del solvente por vaporizacion, por
lo que el rendimiento de extraccion disminuye. Sin embargo, el efecto de la temperatura
sobre la estabilidad de compuestos fendlicos no puede ser generalizada, ya que depende
en gran parte del tipo de compuestos extraidos (Spigno, Tramelli & De Faveri, 2007).
Asi lo demuestran estudios sobre extraccion de polifenoles totales, por ejemplo Herodez,
Hadolin, Skerget & Knez (2003) aseguran que el rendimiento mas alto en polifenoles
extraidos en hojas de balsamo (Melissa officinalis L.) se obtuvo a 0°C y a medida que la

temperatura se acerca a 20°C, el CTP disminuye significativamente.

El anélisis de varianza de una via mostré que las temperaturas presentaron diferencias
estadisticamente significativas tanto para el CTF como para el CTP, evaluadas al 95% de
confianza (Tabla 13).

Tabla 13. Andlisis de varianza de una via para las medias del CTFy CTP en la

optimizacion de la temperatura

F-Ratio P-Valor F-Ratio P-Valor
CTF CTF CTP CTP
124,01 0,0000 55,42 0,0000

Fuente: StatGraphics Centurion

También se identificaron tres grupos homogéneos tanto para polifenoles como para
flavonoides (Tabla 14), destacandose el hecho de registrar dos temperaturas en cada caso

gue no muestran diferencias significativas (40 y 50°C para CTF y 30 y 40°C para CTP).

46



Tabla 14. Contraste de temperaturas a traves del test de rangos multiples para

determinar diferenciasen el CTFy CTP

Temperatura  N°de Media Grupos Media Grupos

réplicas CTF  homogéneos = CTP  homogeneos
30 3 5014 X 10,821 X
40 3 7,179 X 10,828 x
50 3 1,222 X 12,906 X
60 3 9,244 X 15,227 X

Fuente: StatGraphics Centurion

3.1.3. Optimizacion del tiempo de extraccion

La optimizacion del tiempo de extraccion se realizé en un bafio de agua sonicado. Un
mayor tiempo de extraccion puede conducir a la polimerizacion fendlica y afectar su
solubilidad en el medio por la interaccidn entre compuestos fenélicos (Thoo et al., 2010).
Mientras que, el proceso de sonicacién de la matriz vegetal provoca un fenémeno
conocido como cavitaciéon (Pradal, Vauchel, Decossin, Dhulster, & Dimitrov, 2016),
que es la formacidn, crecimiento y colapso de burbujas microscdpicas en una solucién
acuosa cuando actlia un campo de alta intensidad acustico. En teoria el colapso de dichas
burbujas produce la liberacion de energia térmica y liberacién de presion al mismo
tiempo, y es el colapso de la burbuja en la proximidad de los puntos calientes lo que
destruye capas superficiales de material (Salinas, 2014). Este fendmeno ha sido
aprovechado en los procesos de extraccion de compuestos para romper la pared celular
de matrices vegetales y asi acelerar la transferencia de masa, lo que al final facilita la

liberacion de compuestos extraibles (Pradal et al., 2016).

Muchos de los compuestos fendlicos se encuentran también solubles en la vacuola o
unidos a celulosa, hemicelulosa y lignina en forma de glucésidos en la pared celular
(Tomadoni, Cassani, Viacava, Moreira, & Ponce, 2017), por lo que la lisis de esta
aumentaria el CTF y CTP durante la cuantificacion. En la Tabla 15 se muestra el CTF y
CTPa50y60°C.
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Tabla 15. Efecto del tiempo de extraccion en el CTF

Temperatura Tiempo Concentracién Concentracién
(°C) (min) [mg-CQ/gseco] [mg-AG/gseco]

5 7,22 £0,23 12,91 + 0,77

50 10 8,50+ 0,49 14,91 + 0,30

20 8,75+ 0,25 14,68 + 0,63

5 9,24 +£0,24 15,23 + 0,49

60 10 9,11 +0,13 15,41 + 0,36

20 9,84 £ 0,23 17,33+ 0,40

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

Para determinar el efecto que tienen los dos factores de estudio: temperatura y tiempo,
sobre la variable de respuesta (concentracion), se aplicé un disefio factorial A *x B en
donde el factor A con dos niveles (50 y 60°C) corresponde a la temperatura y el factor B

con tres niveles (5, 10 y 20 min) al tiempo.

Se realiz6 un anélisis de varianza multifactorial (Anexo F.3.), en donde se observo la
diferencia de las medias para cada factor y para la interaccion entre ellos a un nivel de
confianza del 95%. La correlacion entre los factores para cada uno de los niveles se

muestra en el grafico de interacciones (Figura 8).
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Figura 8. Interaccion de los factores temperatura y tiempo a distintos niveles sobre (a) CTF y (b) CTP

Cuando los intervalos para cada celda se solapan, el efecto de los factores es igual en esa
celda, efecto que se observa en la Figura 8-(a) y 8-(b) parael CTF y CTP (50 y 60°C por
10 min), se dice entonces que ambas temperaturas a dicho tiempo producen el mismo
efecto en la extraccion de polifenoles, por lo tanto, se puede escoger a cualquiera de las
dos temperaturas como mejor tratamiento. En ambos casos se decidid trabajar con la
menor temperatura, es decir, a 50°C por un tiempo de extraccion de 10 min, con la

finalidad de preservar la calidad de los metabolitos extraidos.
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3.1.4. Desgaste del material vegetal

Una vez optimizados todos los pardmetros a) solvente, b) temperatura y c) tiempo, se
busca a través de ellos, recuperar la mayor cantidad de flavonoides y polifenoles de una
misma muestra vegetal, hasta obtener un porcentaje de recuperacion superior al 95%, es

decir, que se haya extraido casi en su totalidad el CTF y CTP.

En las Tablas 16 y 17, se muestran las concentraciones obtenidas tras cada proceso de
extraccion. En el caso del CTF, con cinco extracciones se obtuvo un valor total de 19,607
mg CQ x g de muestra seca que equivale al 100% de recuperacion. Mientras que, en el
caso del CTP, en la quinta extraccion ya no se logré cuantificar polifenoles, infiriéndose

el total agotamiento del material vegetal.

Tabla 16. Porcentaje de recuperacion del CTF por nimero de extraccion

N° de extraccion Concentracion ¥ Concentracion Recuperacion
[Mg-CQ/gseco] [Mg-CQ/gseco] (%)
El 10,135 10,135 51,69
E2 6,103 16,238 82,82
E3 2,299 18,537 94,54
E4 0,787 19,324 98,56
E5 0,283 19,607 100,00

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

Tabla 17. Porcentaje de recuperacion del CTP por nimero de extraccion

N° de extraccion Concentracion ¥ Concentracion Recuperacion
[Mg-AG/gseco] [Mg-AG/gseco] (%)
El 12,683 12,683 53,87
E2 8,319 21,002 89,21
E3 1,941 22,942 97,45
E4 0,599 23,542 100,00
E5 -0,608 23,542 100,00

Fuente: Laboratorio de Analisis Instrumental de Canje de Deuda

Tanto en la extraccién de flavonoides como en la de polifenoles, se prefiere trabajar con
cuatro extracciones, ya que en dicho punto se ha logrado extraer mas del 95% de su

contenido total. Esto se observa graficamente en la Figura 9.
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Figura 9. Recuperacion de (a) CTF y (b) CTP con extracciones sucesivas

3.1.5. Caracterizacion cualitativa por TLC

La cromatografia de capa fina permitio la separacion de los componentes de los extractos
hidroetandlicos de B. macrantha, y se llevo a cabo con una mezcla de tolueno: acetato de
etilo: acido formico en proporciones 40:36:4, como fase movil. En la Figura 10 se observa

el perfil de polifenoles para las extracciones con etanol al 25 y 50% v/v.

4
3

CQ. . EtOH50% EtOH25%

Figura 10. Imagenes reveladas a diferentes longitudes de onda después de la separacién de los compuestos: (a) 254 nm, con patrones
AG y CQ en las dos primeras columnas, (b) 366 nm, con AG y CQ en las dos primeras columnas, y (c) 366 nm, con AG en la primera
columna, CQ en la tercera'y QT en la Gltima columna.

La capacidad de absorber la luz UV, es dada por los grupos hidroxil-fendlicos
pertenecientes a sistemas conjugados m (Aleixandre & du Toit, 2018), es decir,
compuestos que tienen simples y dobles enlaces alternos entre moléculas de carbono, de
tal manera que los electrones se deslocalizan y se sitGan uniformemente alrededor del
compuesto (Gonzalez, 2010), y son las transiciones orbitales electronicas de los sistemas
conjugados, los responsables de proveer el espectro UV-Vis a este grupo de compuestos
(Aleixandre & du Toit, 2018). De tal manera, que a diferentes longitudes de onda se

identifican diferentes subgrupos de la familia de los polifenoles.
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En estudios realizados por Anouar, Gierschner, Duroux & Trouillas (2012), se sefiala
que los compuestos fenolicos absorben luz UV en al menos dos bandas, la primera
corresponde al rango de 240 a 280 nm y la segunda entre 300 y 400 nm. La capacidad de
absorber la luz UV en cualquiera de las dos bandas se ve afectada por la cantidad de
sustituyentes OH u OCHg, es asi que 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.

En los extractos hidroetandlicos de B. macrantha se observaron 5 bandas, identificadas
con los numeros: 3, 4, 5, 6 y 7, de las cuales las bandas 3, 4 y 5, son de color azul intenso,
mientras que las bandas 6 y 7 son de color rojo, casi imperceptible. La intensidad de los
colores también es indicador de la concentracién de dichos compuestos en el extracto, es
asi que los compuestos de color azul existen en mayor proporcion que los de color rojo.
Debido a lo que ya se mencion6 con anterioridad, las bandas 3 y 4 posiblemente estarian
asociadas a compuestos fenolicos metilados o glucosilados, mientras que las bandas 6 y

7, corresponderian a compuestos con sustituyentes hidroxilo o metoxilo.

En la Tabla 18 se muestra el factor de retencion (Ry) de cada banda, cuyo valor es igual a
la distancia recorrida por la muestra sobre la distancia total recorrida por la fase movil, lo
que permite comparar diferentes muestras. Es asi que, dos compuestos son iguales si
tienen el mismo valor Rt. Sin embargo, este valor no da informacion Gnicamente acerca
del tipo de compuesto, sino también de su polaridad. Con la fase mévil utilizada bandas
con Ry bajos corresponden a compuestos muy polares, mientras que, bandas con Rt altos
se relacionan con compuestos poco polares que no han interaccionado fuertemente con la
fase estacionaria (Chemistry Libre Texts, 2019). En términos de polaridad, la QT es el
estandar menos polar, mientras que, la CQ es el patron mas polar, con valores de Rt de
0,69 y 0,38, respectivamente. EI AG presenta una polaridad intermedia, con respecto a
los otros dos patrones, y su R¢ fue de 0,42. Los valores de Rt de las bandas 5 (EtOH50%),
8 (EtOH25%) y 9 (QT), iguales a 0,62; 0,61 y 0,61, respectivamente, son practicamente
iguales, por lo que se puede afirmar, con base en el color de las bandas y del valor Rt
tanto del patron como de las muestras, que el compuesto presente en ambos extractos
hidroetandlicos fue QT. La QT es una pentahidroxiflavona (National Center for
Biotechnology Information, 2019), que consiste en 3 anillos fendlicos y 5 grupos

hidroxilo. La QT en las plantas se encuentra como conjugados de glicona (Lakhanpal &
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Kumar, 2007), debido a esto, y como ya se menciond anteriormente, en la TLC las

bandas 5, 8 y 9 se observan de color azul (Figura 10-(b) y 10-(c)).

Tabla 18. Factor de retencion para las bandas identificadas en TLC

Xs Xm

N° de banda ldentificacion R
(cm) (cm)
1 AG 8,3 4,04 0,49
2 CQ 8,3 3,17 0,38
3 - 8,3 0,42 0,05
4 - 8,3 0,94 0,11
5 QT 8,3 5,17 0,62
6 - 8,3 5,77 0,69
7 - 8,3 8,29 0,99
8 QT 7,74 4,69 0,61
9 QT 7,74 4,69 0,61

Fuente: Laboratorio de Analisis Instrumental de Canje de Deuda

Los compuestos (3, 4, 6 y 7) separados a través de TLC, arrojan unicamente informacion
cualitativa sobre la huella o perfil de polifenoles y flavonoides, y se puede inferir que los

compuestos extraidos con ambos solventes son los mismos, por sus valores de Rt.

3.1.6. Caracterizacion del perfil de polifenoles por HPLC

Se realizd una separacion mas exhaustiva de los compuestos contenidos en los extractos
de B. macrantha por HPLC, para obtener un perfil de polifenoles. Se obtuvieron 6
cromatogramas con la finalidad de visualizar la separacién de todos los compuestos, que
pueden absorber la luz a diferentes longitudes de onda, los mismos que se muestran en la

Figura 11.
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Figura 11. Cromatogramas del perfil de polifenoles y flavonoides a diferentes longitudes de onda: (a) SigB — 214 nm, (b) SigA — 254 nm, (c) SigG — 280 nm, (d) SigE —
320 nm, (e) SigH — 360 nmy (f) SigC — 366 nm.
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En la Tabla 19 se observan los tiempos de retencion de los picos mas representativos de
la separacion por HPLC con sus respectivas areas, en donde se distinguen 14 compuestos
principales.

Tabla 19. Tiempos de retencién para cada pico representativo en la separacion por

HPLC
o . tr Area Altura
N® de pico (min) (MAU*s) (MAU)
1 2.73 0,84458 1,37200

2 451 49,6878 12,5907

3 474 60,4316 3,84608

4 13,01 112,9557 5,12669

5 15,30 275347 137511

6 18,74 19,2658 1.94355

7 20,16 229766 166489

8 20,30 62.9793 513560

9 21,19 28,6415 3.3916

10 21.45 45,4286 41164

11 21.95 30,9720 19793

12 23.61 93,3857 5.8044

13 24.43 19,4797 18433

14 27,68 13,7431 14612

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

Los estandares que se corrieron fueron AG, CQ y QT cuyos tiempos de retencion fueron
9.01, 14.99 y 27.5, respectivamente (Ver Anexo E.3.). Basandose en los tiempos de
retencién, aparentemente se identificaria QT en ambos extractos (Figura 11-(f)), cuyo

pico eluyd en un tiempo de 27,68 min (Tabla 19).

Al realizar un analisis mas detallado de los cromatogramas a las diferentes longitudes de
onda, en laFigura 11-(a), se observa que en el extracto EtOH25% existen dos compuestos,
que no se identificaron para el extracto EtOH50%, a los tiempos de retencion 2.73 'y 20.32
minutos, infiriéndose que en la extraccion de flavonoides se lograron obtener dos
compuestos adicionales que no se extrajeron con el tratamiento optimizado para
polifenoles. En todos los demas cromatogramas (Figura 11, b-f), aparentemente, tanto la
intensidad de los picos, como el tiempo de retencion de cada uno son los mismos para

ambos extractos.

A pesar de no poder identificar los demas picos representativos de los cromatogramas, se
puede inferir que los compuestos que eluyen primero son mas hidrofilicos, mientras que

los que eluyen en mayores tiempos de retencion son mas apolares, lo que se debe a que
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se utilizo una separacion en fase reversa, en donde la fase estacionaria tiene naturaleza
apolar con cadenas hidrocarbonadas (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
2019). La polaridad de los estandares en orden creciente es QT > CQ > AG, lo que se

comprueba al comparar los resultados con TLC (Ver seccion 3.1.5.).

3.1.7. Actividad antiinflamatoria por HRBC

A pesar de que los globulos rojos (RBCs, red blood cells, por sus siglas en inglés) no son
catalogados como células fagociticas, y por lo tanto carecen de nucleo y de organelos que
permitan la degradacion de compuestos exdgenos que producen inflamacion, se los utiliza
como un modelo de estudio in vitro de la respuesta antiinflamatoria a través de la
estabilizacion de la membrana (Nagaharika et al., 2013). Esto se fundamenta en que la
membrana de los RBCs es analoga a la membrana de los lisosomas (Kumar et al., 2011)
y es el contenido lisosomal, presente en los neutrofilos activados, el responsable de liberar
respuestas pro-inflamatorias. Esta analogia entre ambas membranas permite asumir que
la estabilizacion de la membrana de los eritrocitos causa el mismo efecto de estabilizacion
en la membrana lisosomal de los neutrdfilos activados, lo cual evita una respuesta

inflamatoria (Srinivasa, Poojary, Brahmavara, Das & Middha, 2018).

El método de estabilizacion HRBC, consiste basicamente en inducir la lisis celular de los
eritrocitos colocandolos en una solucidn hipotonica, lo que genera la liberacion de
hemoglobina al medio. El contenido de hemoglobina en el medio se mide
espectrofotométricamente y da una idea de la proteccion que confiere el farmaco o el
extracto evaluado (Moualek et al., 2016). En la Figura 12 se muestra la comparacién del
porcentaje de proteccion para el farmaco de referencia (diclofenaco) y los extractos
hidroetanélicos (EtOH25% y EtOH50%). El diclofenaco confiere proteccién superior al
91,42% para todas las concentraciones evaluadas, sin embargo, se observa que a
concentraciones mas bajas del farmaco, logra estabilizar de mejor manera la membrana
de los RBCs, es decir, hay menos lisis celular. En estudios realizados por Parameswari,
Devika & Vijayaraghavan, (2019) con el extracto de hojas secas de ajenjo indio
(Artemisia nilagirica) se evalu6 la actividad antiinflamatoria mediante el mismo método
y se obtuvo una proteccion superior al 91,18% con el diclofenaco, cuyo valor es similar

al obtenido en este estudio.

Los resultados obtenidos en los extractos hidroetanélicos de B. macrantha difieren en

cuanto a la dependencia de la dosis del extracto con relacion a la estabilizacion de la
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membrana de los RBCs, ya que, a menores concentraciones de los extractos se obtuvieron
porcentajes de proteccion superiores al 90% (Figura 12). Para el extracto obtenido con
EtOH25% se obtuvo una proteccion de 97,23 + 0,42% a 25 ug/ml, mientras que, a
100 ug/ml del extracto de EtOH50% se logro proteger la membrana de los RBCs en un
93,70 + 0,30%.

Estudios realizados por Bouden, Aimene, Elder & Arrar, (2017) en Matricaria
pubescens, una asteracea, indican que la estabilizacién de la membrana es dependiente de
la dosis del farmaco y del extracto evaluado, es asi que, a 1500 ug/ml se consiguio la
maxima estabilizacion de RBCs, obteniéndose un porcentaje de proteccion del 72,74 +
1,24% para el extracto, y 90,07 + 0,98% para el diclofenaco. De igual manera, un
estudio de actividad antiinflamatoria en Vernonia anthelmintica, muestra que a mayores
concentraciones del extracto evaluado se obtuvieron los porcentajes de proteccion mas
altos, exhibiendo una proteccion del 89,92 + 0,07% a 1000 ug/ml (Desai & Manvar,
2014).

Los porcentajes de hemolisis més altos se obtuvieron a 500 ug/ml de los extractos, con
valores de 39,44 y 51,83%, para el extracto con EtOH50% y EtOH25%,

respectivamente.
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Figura 12. Variacion de la proteccion contra la lisis de los RBCs a diferentes concentraciones de extracto, comparados con el
diclofenaco como estandar de referencia.

El analisis estadistico, revela que existen diferencias significativas a un 95% de nivel de

confianza, en las medias del porcentaje de proteccion para los extractos obtenidos con
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EtOH25% y EtOH50% (Anexo G.1.). La prueba de rangos maltiples, muestra que existen
dos grupos homogéneos (Tabla 20), y que el tratamiento a 500 ug/ml del extracto
presenta diferencias estadisticamente significativas con todas las deméas concentraciones

evaluadas, tanto para polifenoles como flavonoides.

Tabla 20. Test de rangos multiples para determinar la significancia de las medias del
porcentaje de proteccion con EtOH25% y EtOH50% por el método de estabilizacion de

RBCs
Concentracién _ Grupos Concentracidn _ Grupos
EtOH50% Media . EtOH25% Media .
homogéneos homogéneos
(1g/ml) (1g/ml)

500 60,56 X 500 48,17 X

200 92,82 X 200 9466 X
25 93,14 X 100 9526 X
50 9324 X 50 95,89 X
75 93,36 X 75 96,96 X
100 93,70 X 25 97,23 X

Fuente: StatGraphics Centurion

3.1.8. Actividad antiinflamatoria por desnaturalizacion proteica

El modo de accion de los antiinflamatorios no esteroides (AINES) sobre la interaccion
con algunas proteinas no estd muy claro, sin embargo, se conoce que poseen efectos
inhibitorios en la formacion de mediadores y factores de la inflamacién (Mizushima &
Kobayashi, 1968). La mayoria de proteinas pierden actividad cuando se desnaturalizan,
y se ha documentado que la desnaturalizacion es una de las causas de la inflamacién
(Leelaprakash & Dass, 2011).

Es posible que los extractos de B. macrantha actlen hasta cierto punto de forma similar
acomo lo hacen los AINES, los cuales podrian estabilizar las proteinas plasmaticas, como
por ejemplo la albimina sérica, contra la coagulacion por calor y esta propiedad es la que

tiene una conexion con la actividad antiinflamatoria (Mizushima & Kobayashi, 1968).

Se han realizado diversos estudios sobre la accion que ejercen ciertos extractos sobre la
inhibicidn de la desnaturalizacion proteica, entre ellos se encuentran los realizados por
Alhakmani et al., (2013) en Moringa oleifera, Leelaprakash & Dass, (2011) en
Enicostemma axillare, Desai & Manvar, (2014) en Vernonia anthelmintica y Bouden et
al., (2017) en Matricaria pubescens, cuyos valores de proteccion fueron 88,10 + 1,80%
a 200 ug/ml; 71% a 500 ug/ml; 98,57 + 0,35% a 1000 ug/mly 54,23 + 2,14% a
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1500 pg/ml, respectivamente. Como se observa, ninguna de las matrices inhibe la
desnaturalizacion proteica con una misma concentracion de extracto, lo que da una idea
de que cada matriz se comporta de diferente manera diferente, y que existen matrices que

son mas eficaces en proveer un efecto antiinflamatorio.

En B. macrantha, la inhibicion de la desnaturalizacion de proteinas evaluada mediante
los dos tratamientos (EtOH25% y EtOH50%) presentaron su mayor actividad
antiinflamatoria a 500 ug/ml con valores iguales a 49,72 + 0,77% y 50,71 + 0,43%,
respectivamente. Mientras que, el estandar de referencia exhibio el mayor porcentaje de
protecciéon a 1000 ug/ml con un valor igual a 61,40 + 3,08%. La proteccion que
confieren los extractos es comparable con los del diclofenaco a concentraciones inferiores
a 500 ug/ml, puesto que presentan valores similares (Figura 13). Sin embargo,
concentraciones de los extractos superiores a 500 pg/ml muestran una disminucion en la

estabilizacion de la albimina, lo que provoca su desnaturalizacion.
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Figura 13. Variacién de la proteccion contra la desnaturalizacion proteica a las diferentes concentraciones de los extractos,

comparados con el diclofenaco como estandar de referencia.

El anélisis de varianza (P < 0,05) muestra que existen diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los porcentajes de proteccion contra la desnaturalizacion
proteica en cada uno de los extractos a sus diferentes concentraciones. En cada uno de
estos tratamientos existen tres grupos homogéneos (Tabla 21), y en donde las
concentraciones de 200 y 1000 pg/ml no presentaron diferencias significativas entre sus

medias.
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Tabla 21. Test de rangos multiples para determinar la significancia de las medias del
porcentaje de proteccion con EtOH25% y EtOH50% por el método de desnaturalizacion

proteica.
Concentracién . Grupos Concentracién . Grupos
EtOH25% Media homogréneos EtOH50% Media homogzneos
100 28,6816 X 100 21,1028 x
200 42,3871 X 1000 42319 X
1000 43,0225 X 200 44,2024 X
500 50,7148 X 500 49,7164 X

Fuente: StatGraphics Centurion

3.1.9. Actividad antioxidante por TBARsS

La peroxidacion lipidica es un proceso de oxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados
por la accion de radicales libres, en especial de las ROS (Baldissera et al., 2016). Esta
oxidacion se mide a través de la cuantificacion de MDA, conocido por ser uno de los
productos finales de la peroxidacion lipidica (Tiloke, Phulukdaree, & Chuturgoon,
2016), cuya coloracion es rosa al reaccionar con TBA (Vladimir et al., 2011).

En estudios sobre la actividad antioxidante contra la peroxidacion lipidica realizados por
Siddhuraju, Mohan & Becker, (2002) y Cheung & Cheung, (2005) en cafia fistula
(Cassia fistula) y un hongo comestible (Volvariella volvacea), respectivamente, muestran
que a 200 ug/ml los extractos de cafia pistula muestran un porcentaje de inhibicion de
peroxidacion entre 37 y 62%, mientras que el estandar de referencia mostr6 una actividad
igual a 87%. Los extractos de V. volvacea, por otro lado, exhiben un porcentaje de
inhibicion del 50% a 109 ug/ml, lo que indicaria que dichas matrices presentan
compuestos con potencial antioxidante, segin los autores, cuando se utilizan

concentraciones bajas de los respectivos extractos.

La actividad antioxidante en B. macrantha se evalu6 en un rango de 100 a 1000 pg/ml
para los extractos (EtOH25% y EtOH50%). La mayor actividad en ambos extractos se
present6 a 500 ug/ml (Figura 14) con el 77% de inhibicion para EtOH25% y el 73,11%
para EtOH50%. Los valores obtenidos son superiores a los mostrados anteriormente en
otras matrices, sin embargo, para conseguir una mayor inhibicion contra la peroxidacion
lipidica se necesitaron concentraciones més altas de los extractos de chilca. En ambos
extractos la menor actividad se presentd al trabajar a 100 ug/ml con valores de
proteccidn inferiores al 60%, mientras que el BHT, utilizado como estandar de referencia,

mostré su mayor actividad antioxidante a 1000 ug/ml. En todos los casos, el BHT
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confiere una mayor proteccién contra la peroxidacion lipidica, evitando en gran parte la
formacion de especies reactivas al TBA. A 500 pg/ml, existe una variacion del 20,96%
entre el BHT con respecto al valor obtenido para el extracto con EtOH25%, mientras que
para el extracto con EtOH50% hay una variacion de 20,02% con respecto al mismo
estandar de referencia. Los valores obtenidos indican que los extractos combaten las
especies reactivas al TBA de manera efectiva, con valores de proteccion superiores al
70%.
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Figura 14. Comparacion de la actividad antioxidante del BHT con los extractos a diferentes concentraciones obtenidos con los

tratamientos de EtOH25 y EtOH50.

El anéalisis estadistico a través del analisis de varianza indica que existe diferencia
significativa (P < 0,05) entre las medias de los porcentajes de proteccion contra la
peroxidacion lipidica de cada uno de los extractos a las diferentes concentraciones del
mismo. Para ambos extractos existen tres grupos homogéneos, en donde 100 y 200 pg/ml
presentan diferencias significativas con todas las demas concentraciones, tal como se

muestra en la Tabla 22.

Tabla 22. Test de rangos multiples para el porcentaje de proteccion contra la

peroxidacion lipidica para los extractos de EtOH25 y EtOH50

. Grupos . Grupos
Nivel N° de réplicas Media homoggneos Media homoglgneos
EtOH25 EtOH25 EtOH50 EtOH50
100 5 59,85 X 51,29 X
200 5 64,53 X 61,86 X
1000 5 77,00 X 73,11 X
500 5 67,88 X 71,48 X

Fuente: StatGraphics Centurion
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3.1.10. Cuantificacion de metales

Las plantas son capaces de absorber diferentes elementos quimicos del suelo a lo largo
de su ciclo de vida sin los cuales no podrian sobrevivir, sin embargo, no solo estan
conformadas por moléculas e iones que tienen roles funcionales y estructurales, por lo
que su composicion elemental excede lo que se considera esencial para la supervivencia
de la planta. Es asi que, los metales requeridos por las diversas especies de plantas son
Mn, Fe, Cu, Zn, Mo y Ni, éste tltimo en menor proporcién que los anteriores (Raskin,
Kumar, Dushenkov, & Salt, 1994).

La absorcion de los metales depende también de su naturaleza, sus propiedades fisico-
quimicas y de la especie de la planta (Kidd, Dominguez-Rodriguez, Diez, &
Monterroso, 2007). Pero, ésta se favorece cuando la concentracion del metal en el medio
externo (aire o agua) aumenta (Greger, 1999), de tal manera que los metales se
bioacumulan en los tejidos vegetales hasta tres, cuatro o cinco 6rdenes de magnitud mas
que las concentraciones normales. En las plantas las concentraciones de metales pesados
generalmente son bajas, al igual que en las hojas de B. macrantha, debido a que fueron
recolectadas en el bosque nublado “Teligote” (ver seccion 1.1.2.), un bosque, en general,
con poca actividad humana., y por lo general, su concentracion es de origen geogénico,
es decir, provenientes de erupciones volcanicas o lixiviacion de mineralizaciones de la

roca madre (Galan & Romero, 2008)

Los metales pesados son aquellos elementos quimicos que presentan una densidad alta
(FACSA, 2019), superior a 4 g.cm™, y una masa y peso atdmico superior a 20 (Londofio,
Londofio, & Mufioz, 2016). Debido a que la definicion de metales pesados es ambigua,
y abarca a gran parte de los metales estudiados, a excepcion del Ca y Mg (Croda
International Plc, 2019), se considera que es mejor referirse a metales pesados toxicos,
en donde se encuentran Hg, Pb, Cd y As. En la Tabla 23 se muestran las concentraciones
de los metales que fueron medidos por espectrofotometria de absorcién atémica.
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Tabla 23. Concentracion de algunos metales en B. macrantha

Catién mg Catién.kg base seca
Cadmio 0,09 £ 0,05
Calcio 8780,83 + 812,88
Cobalto 0,52 £ 0,03
Cobre 8,59 +1,98
Hierro 59,71 + 2,68
Magnesio 2530,30 + 386,62
Manganeso 292,25 + 18,41
Niquel <0,2383
Plomo <0,1723
Zinc 37,78 + 14,27

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

En general, altas concentraciones de cualquier metal se considera tdxico para la planta,
sin embargo, cada matriz vegetal puede tolerar o absorber ciertas cantidades de los
diferentes metales sin que éstas se conviertan en toxicas. A continuacion, se reportan los

datos obtenidos para cada metal.

3.1.10.1. Cadmio

En la cuantificacion realizada se reportan datos de Cd equivalentes a 0,09 + 0,05 mg Cd
x kg? de muestra seca. Un reporte de Kirkham, (2006) sobre las concentraciones de Cd
en plantas y suelos contaminados y basados en la regulacion de la Agencia de Proteccidn
Medioambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés), indica que la
concentracion maxima de Cd en condiciones no contaminadas es igual a 0,2 mg x kg* de
planta, sin embargo, el nivel normal debe ser igual o inferior a 0,1 mg x kg* de planta.
Como se observa en la Tabla 23, tales valores indican que no existe una contaminacion
por Cd en la matriz vegetal, sobre todo por fuentes antropogénicas, y los valores obtenidos
estan dentro del rango aceptado como normal por la EPA. La normativa ecuatoriana, no
habla de la contaminacion de metales pesados en matrices vegetales, por lo tanto, no
arroja valores de concentraciones consideradas como normales, mas bien se regula la

concentracion de varios de éstos metales en fuentes de agua y suelo.

3.1.10.2. Calcio
El calcio, a diferencia de los demas metales analizados, es un nutriente esencial para la
planta, ya que tiene roles estructurales en la pared y membrana celular, y es mensajero

intracelular en el citosol (White & Broadley, 2003). El Ca, no se considera toxico para
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las plantas, pero una gran cantidad de este compuesto en los suelos, afecta la absorcion

de otros nutrientes como el P, K, Mg, B, Cu, Fe y Zn (Tetra Technologies, 2018).

La concentracion de Ca en B. macrantha fue igual a 8780 mg x kg™* de muestra seca, lo
que equivale a 0,8% (p/p) de Ca en la matriz seca. Los valores normales de calcio en
matrices vegetales se encuentran entre 0,1 y 5%, por lo que se cumplen los requerimientos
nutricionales de Ca en B. macrantha. De hecho, la deficiencia de calcio es rara en la
naturaleza y cuando ocurre es un pronostico de que existen altos niveles de deposicion
acida y baja saturacion alcalina en los suelos. Por lo tanto, la cuantificacién de Ca no solo
provee informacion acerca del estado de la planta, sino también da una idea cualitativa de
las condiciones fisico — quimicas del suelo (White & Broadley, 2003).

3.1.10.3. Cobalto

Dependiendo de la concentracion, el Co puede afectar al crecimiento y metabolismo de
las plantas, ya que interactta con otros elementos para formar complejos (Palit, Sharma,
& Talukder, 1994). Sin embargo, a concentraciones bajas es necesario para mantener un
equilibrio fisiologico de la planta (Abu et al., 2009), ya que forma parte de algunas
enzimas y co-enzimas (Palit et al., 1994). Las plantas acumulan cantidades pequefias de
Co del suelo, las cuales se almacenan en semillas, frutos y granos (Agencia para

Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades, 2019).

El contenido de Co en B. macrantha fue de 0,52 ppm, el cual muy posiblemente sea
absorbido desde el suelo. La concentracion de Co varia dependiendo del tipo de suelo,
sin embargo, se consideran valores normales entre 1 a 40 ppm de Co (Agencia para
Sustancias Téxicas y Registro de Enfermedades, 2019). Del total existente en el suelo,
una pequefia parte esta biodisponible para la planta, es asi, que la distribucién de Co en
plantas, depende de la especie. Se ha encontrado que plantas silvestres forrajeras de
diferentes especies contienen Co entre 0,6 y 3,5 ppm, mientras que otras plantas
comestibles como la lechuga y col tienen contenidos superiores a 0,6 ppm (Palit et al.,
1994). Si los valores mencionados anteriormente son considerados como normales para
las plantas, se dice entonces, que B. macrantha tiene el contenido de Co suficiente para
cumplir sus funciones metabolicas y no se presenta contaminacion de éste metal por

fuentes geogénicas, como las cenizas del volcan Tungurahua.
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3.1.104. Cobre

El Cu es un micronutriente esencial para las plantas (Fernandes & Henriques, 1991),
debido a que permite su normal crecimiento y desarrollo, al participar como cofactor de
metaloproteinas, envueltas en procesos fisioldgicos (Yruela, 2005), y ser participe de la

cadena de transporte de electrones fotosintéticos (Yruela, 2009).

En la cuantificacion se obtuvo un valor igual a 8,59 ppm en hojas secas de B. macrantha.
Datos recolectados por Fernandes & Henriques, (1991) sobre estudios realizados por
diferentes autores en concentraciones de Cu en tejidos vegetales, indican que el rango
aceptable de Cu esta entre 3 y 20 ppm, sin embargo, se acepta como valor global una
concentracion de 12 ppm. Por lo tanto, el contenido de Cu en B. macrantha se encuentra

dentro de los parametros normales para la generalidad de las plantas.

3.1.10.5. Hierro
El hierro es uno de los elementos mas abundantes de los suelos, sin embargo, muy poca
cantidad esta biodisponible para las plantas, es de hecho el micronutriente que menor

disponibilidad tiene con respecto a los demas elementos requeridos (Sierra, 2017).

Las hojas de B. macrantha presentaron un contenido de Fe igual a 59,71 mg x kg de
muestra seca, valor que concuerda con lo reportado por Benavides, (1999), en donde se

asegura que el contenido normal de Fe debe estar entre 50 y 300 mg x kg™.

3.1.10.6. Magnesio

El Mg es el cation divalente libre mas abundante en el citoplasma celular (Shaul, 2002)
y cumple un importante rol en el metabolismo de las plantas, entre los procesos en los
que se ve involucrado, se tienen: fotosintesis, sintesis de proteinas, mediacion de energia,
metabolismo de los lipidos y carbohidratos, y ensamblaje de microttbulos (Sigel & Sigel,
1990).

El contenido de Mg en B. macrantha es igual a 2 530,30 mg x kg, valor que equivale a
0,25% de Mg en peso seco. Segun Sigel & Sigel, (1990) se considera que el rango normal
de Mg en hojas secas es de 0,2 a 0,4% (2000 — 4000 ppm), mientras que, se considera que
la planta tiene deficiencia de Mg con valores por debajo de 0,2% en peso seco, por lo
tanto, se puede afirmar que B. macrantha tiene la cantidad necesaria de Mg para cumplir

con las funciones metabdlicas.
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3.1.10.7. Manganeso

El Mn bioguimicamente cumple funciones similares a las del Mg, como la activacion de
enzimas que catalizan reacciones de descarboxilacion, fosforilacion e hidrolisis (Burnell,
1988), ademas tiene influencia directa sobre la fotosintesis, metabolismo del N y la
sintesis de compuestos de anillo aromatico, los cuales son precursores de aminoacidos

aromaticos, auxinas, fenoles y ligninas (Campbell & Nable, 1988).

En el caso del Mn, no existe una concentracion o rango de concentraciones que se pueda

describir como general para todas las especies de plantas, ya que concentraciones de Mn

que pueden ser tdxicas para ciertas especies, no lo son para otras. Es asi que, por ejemplo
¢ i -1

para la soya y el caupi valores por encima de 10 mg Mn x kg™ en peso seco, ya producen

sintomas de toxicidad a la planta, mientras que, para la mostaza se ha reportado que

valores por debajo de 570 mg Mn x kg™ en peso seco, no representan un peligro, pero si

por encima de éste (El-Jaoual & Cox, 1998).

En el caso de B. macrantha se obtuvieron 292,25 mg Mn x kg™ en peso seco. Este valor
se asume como normal para esta especie de planta, debido a que las hojas recolectadas no

presentaban sintomas de toxicidad por Mn, como por ejemplo clorosis de las hojas.

3.1.10.8. Niquel

El Ni en las plantas se ha identificado como componente de un gran nimero de enzimas,
como hidrogenasas, superoxido dismutasas, ureasa y glioxalasas (Chen, Huang, & Liu,
2009). La absorcion del Ni es llevado a cabo a traves de las raices y depende en gran
medida de la concentracion en el suelo (Yusuf, Fariduddin, Hayat, & Ahmad, 2011),

cuyo valor debe ser menor a 50 ppm (Halstead, Finn, & MacLean, 1969).

El contenido de Ni en B. macrantha es inferior al limite de cuantificacion del equipo de
absorcién atomica, por lo que el valor reportado sobre Ni, en la Tabla 23, es menor a
0,2383 mg Ni x kg™de peso seco. Chen et al. (2009) asegura que la concentracion de Ni

en la mayoria de plantas es muy bajo, entre 0,05 a 10 mg Ni x kg™de peso seco.

3.1.10.9. Plomo

El Pb es considerado un veneno protoplasmatico, acumulativo y de accion lenta, de origen
antropogénico. Las principales fuentes de contaminacion son la mineria, gases producto
de la combustion de hidrocarburos y chimeneas de fabricas que trabajan con Pb (Sharma
& Shanker, 2005).
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Como se esperaba el contenido de Pb en B. macrantha es menor al limite de
cuantificacion del espectrofotdmetro de absorcion atomica, debido a que no existen
fuentes de contaminacion directa sobre las especies de plantas existentes en el cerro

Teligote o sobre el suelo del mismo.

3.1.10.10. Zinc

El Zn es un componente esencial en las plantas ya que participa en diferentes procesos
fisiologicos celulares (Broadley, White, Hammond, Zelko, & Lux, 2007), y el Unico
presente en las seis clases de enzimas (Sagardoy, Morales, Lopez-Millan, Abadia, &
Abadia, 2009).

Ebbs & Kochian (1997) reportan que la concentracion total de Zn en la mayoria de suelos
es cercana a 3420 mgx kg?, mientras que (Sagardoy et al., 2009) asegura la
biodisponibilidad del Zn presente en el suelo es alta, lo que asegura que sea absorbida por
la planta. Estudios sobre la distribucion y transporte del Zn en plantas, muestran que la
concentracion de Zn en hojas secas sanas varia entre 15 a 100 mg x kg* de muestra seca
(Longnecker & Robson, 1993).

La concentracion de Zn de las hojas de B. macrantha se encuentra dentro del rango
descrito por Longnecker & Robson, (1993), cuyo valor fue de 37,78 mg Zn x kg™ de

muestra seca.

3.2.VERIFICACION DE LAS HIPOTESIS

3.2.1. Optimizacion del proceso de extraccion

Con el andlisis de varianza de una via se determind gque para un nivel de confianza del
95% (P < 0,05) existieron diferencias significativas entre las medias de los solventes,
temperaturas y tiempos de extraccion a las diferentes concentraciones para la
cuantificacion del CTF y CTP, por lo que el tipo de solvente, la temperatura y tiempo de
extraccion influyen de manera significativa en la cuantificacion de flavonoides y
polifenoles de B. macrantha. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula Ho, y se acepta la

hipdtesis alternativa Hy.

3.2.2. Actividades bioldgicas
Con un 95% de confianza el analisis de varianza de una via determind que existen
diferencias estadisticamente significativas en las medias de los porcentajes de proteccion

contra la lisis de los RBCs mediante la estabilizacion de la membrana y de los porcentajes
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de inhibicién contra la peroxidacion lipidica mediante TBARs cuando se utilizan
diferentes concentraciones de los extractos de B. macrantha. Es decir, que las
concentraciones de los estdndares (diclofenaco y BHT, respectivamente) y de los
extractos influyen en las diferentes actividades bioldgicas evaluadas, por lo que se rechaza

Ho, y se acepta la Hi.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Se optimizo el proceso de extraccion para la cuantificacion del CTF y CTP en
hojas secas de B. macrantha, a través de la eleccion del mejor solvente,
temperatura y tiempo de sonicacion. En cada tratamiento se busco obtener el
mejor rendimiento, reducir costos y que el solvente de extraccidn sea inocuo. Bajo
estas consideraciones las mejores condiciones se obtuvieron con etanol al 25%,
50°C y 10 min para la extraccion de flavonoides, mientras que, para la extraccion
de polifenoles fueron etanol al 50%, 50°C y 10 min. Esto indicaria que las fuerzas
polares de la mezcla etanol-agua (sistema de solvente binario) lograron una mejor
interaccidn con los compuestos hidrofilicos presentes en la matriz vegetal, que a
su vez se vio favorecida por la temperatura, logrando una mejor transferencia de
masa. Mientras que, el tiempo de sonicacion de 10 min, fue suficiente para
facilitar la liberacién de compuestos fendlicos unidos a celulosa, hemicelulosa y
lignina. Adicionalmente, se evalué el desgaste del material vegetal con las
condiciones antes mencionadas, en donde se obtuvo que con cuatro extracciones
sucesivas se logro recuperar un 98,56% de flavonoides y un 100% de polifenoles.
La cuantificacion del CTF y CTP se llevé a cabo utilizando los mejores
tratamientos del proceso de optimizacion, a través de técnicas
espectrofotométricas. Para el caso de los flavonoides (19,607 mg CQ.g™* muestra
seca) se utilizé el método del cloruro de aluminio, en donde se formo6 un complejo
coloreado amarillo, cuya cuantificacion se realiz6 a 510 nm, por lo que se infiere
que los compuestos extraidos tienen en su estructura anillos aromaticos con un
grupo catecol con posiciones no sustituidas. Mientras que, los polifenoles totales
(23,542 mg AG.g ! muestra seca) fueron medidos a 760 nm, utilizando el método
de Folin-Ciocalteu, ya que ocurre un proceso de oxidacion que generd un
complejo de color azul. Las concentraciones finales fueron expresadas en
equivalentes de catequina y equivalentes de acido galico, respectivamente.

Se caracterizaron los extractos de B. macrantha por cromatografia en capa fina,
con una mezcla de tolueno: acetato de etilo: acido férmico en proporciones
40:36:4, en donde se logré la separacion de cinco compuestos visualizados a

366 nm. De los cinco compuestos separados, solo se identifico quercetina con un
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Rsde 0,615 + 0,007, tanto para el extracto con EtOH25% como para EtOH50%.
Se infiri6 también, que existieron compuestos hidrofilicos que no lograron
resolverse con las condiciones utilizadas, mientras que los estandares AG y CQ
presentaron una polaridad intermedia, con un Rf de 0,49 y 0,38, respectivamente,
de los cuales la QT es el compuesto menos hidrofilico y la CQ el compuesto mas
polar.

En HPLC no se detectaron los estandares de AG y CQ bajo las condiciones
probadas, por lo que no fue posible realizar su cuantificacion en la matriz vegetal.
Esta técnica cromatogréfica estd ligada con TLC, ya que en términos de Rs
ninguna banda coincidio con los estandares de referencia, a excepcion de la QT.
Sin embargo, en HPLC se logré una mejor separacion de los compuestos, al
trabajar en modo gradiente y en fase reversa, lo que permitié que eluyan en primer
lugar los compuestos més polares y conforme avanzo la corrida cromatogréfica
eluyeron los compuestos menos hidrofilicos. De esta manera, se obtuvieron 14
picos representativos, visualizados a 6 longitudes de onda diferentes. Con las
condiciones de separacion utilizadas se dedujo también que la mayoria de
compuestos obtenidos con ambos tratamientos de extraccion son iguales, ya que
los picos coinciden en sus tiempos de retencion al compararlos a una misma
longitud de onda.

Se comprob6 que los extractos de B. macrantha poseen actividad antioxidante
mediante el método TBARs. Los porcentajes mas altos de inhibicion contra la
peroxidacion lipidica se reportaron a 500 ug/ml para los tratamientos con
EtOH25% y EtOH50%, cuyos valores de proteccion fueron 77,00 + 8,65% Yy
73,11 + 3,14%, respectivamente. Los valores obtenidos indican que las hojas
secas de B. macrantha son buena fuente de compuestos que ayudan a combatir
los productos del estrés oxidativo, como las especies reactivas de oxigeno.

La actividad antiinflamatoria se comprobdé por dos métodos, que fueron la
estabilizacion de la membrana de los glébulos rojos humanos (HRBC) vy
desnaturalizacion proteica de la albumina de huevo. En el método HRBC el
extracto con EtOH25%, logré una mejor proteccion a 25 ug/ml, con un
porcentaje de proteccién igual a 97,23 + 0,42%, mientras que el extracto con
EtOH50% lo hizo a 100 ug/ml con un valor de 93,70 + 0,30%. En el caso del

método de desnaturalizacion proteica se obtuvieron porcentajes mas bajos de
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proteccidn a concentraciones mas altas de extracto. Tanto para los tratamientos
con EtOH25% y EtOH50% se obtuvieron los mayores porcentajes de proteccion
contra la desnaturalizacion a 500 ug/ml, cuyos valores fueron de 49,72 +
0,77% Yy 50,71 + 0,43%, respectivamente. Por lo tanto, los valores indicarian que
a partir de los extractos de B. macrantha se lograria estabilizar la membrana
lisosomal, evitando que se liberen compuestos pro-inflamatorios de los neutrofilos
activados. Mientras que, el método de desnaturalizacion proteica mostraria que se
logran estabilizar proteinas y factores de la inflamacion, por lo que seria util

implementar los extractos liofililizados como antiinflamatorios naturales.

4.2 .Recomendaciones

Utilizar diferentes patrones para la caracterizacion de los extractos tanto en TLC
como en HPLC, dentro de los cuales se encuentren: acidos fendlicos, como el
acido cafeico o el acido clorogénico; flavanoles, como la (-)-epigalocatequina
galato; flavonoles, como la rutina y flavones, como la luteolina, lo que permitira
tener mas informacion no Unicamente sobre los compuestos, sino también sobre
sus diferentes actividades bioldgicas.

Ampliar el estudio sobre otras actividades biologicas, como las anticarcindgenas,
antimutagénicas, antimicrobianas y antihelminticas, ya que pueden existir
compuestos fendlicos en las hojas secas que pueden ser farmacol6gicamente
activos.

Utilizar modelos de estudio in vivo, sobre todo para la actividad antioxidante, que
no necesariamente impliquen el uso de animales, ya que se podria inducir un estrées
oxidativo en ciertos microorganismos y comparar asi las tasas de sobrevivencia
con los extractos y con los estandares de referencia.

Ampliar el estudio de los metales a los suelos de donde se tomaron las muestras
de las plantas para tener la relacion del contenido total en el suelo con la cantidad

gue esta biodisponible para la planta.
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ANEXOS



ANEXO A

A.1l. Curva de calibracion para la cuantificacion de CTF

Curva de Calibrado (+)-Catequin Etanol 510 nm
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A.2. Curva de calibracion para la cuantificacion de CTP

Curva de calibracién de Acido Galico

.......... y=0,0022x + 0,0268
0,400 S R? = 0,9979

0 50 100 150 200 250 300
Concentracién (ppm)

85



ANEXO B

B.1. Optimizacién del solvente para flavonoides

| OPTIMIZACION Baccharis macrantha (Chilca)

FLAVONOIDES
AGUA
Cédigo Peso (g) Aforo inicial | Alicuota | Aforo final F.D. Abs ﬁgln(cmsg(}(; Abs l()l;n(cmsgl/(; Promedio | Promedio
(ml) (ul) (ml) 500nm muestra) 510nm muestra) 500nm 510 nm
BM.R1 0,1000 5 250 5 1 0,100 1,386 0,100 3,005
BM.R2 0,1000 5 250 5 1 0,101 1,421 0,101 3,036 1,421 3,015
BM.R3 0,1000 5 250 5 1 0,100 1,386 0,100 3,005
Etanol 75%
BM1.75 0,1007 5 250 5 1 0,206 5111 0,200 6,108
BM2.75 0,1001 5 250 5 1 0,203 5,035 0,197 6,050 5,227 6,197
BM3.75 0,1000 5 250 5 1 0,217 5,537 0,209 6,433
Etanol 50%
BM1.50 0,1012 5 250 5 1 0,192 4,595 0,186 5,642
BM2.50 0,1007 5 250 5 1 0,245 6,485 0,236 7,232 5,897 6,739
BM3.50 0,1009 5 250 5 1 0,249 6,613 0,240 7,342
Etanol 25%
BMel.25 0,1005 5 250 5 1 0,246 6,533 0,239 7,340
BMe2.25 0,1010 5 250 5 1 0,235 6,114 0,228 6,961 6,403 7,222
BMe3.25 0,1006 5 250 5 1 0,247 6,562 0,240 7,364
Etanol puro
BMelP 0,1006 5 250 5 1 0,113 1,836 0,109 3,268
BMe2P 0,1010 5 250 5 1 0,101 1,407 0,095 2,819 1,738 3,188
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BMe3P 0,1009 250 0,117 1,971 0,116 3,477
Metanol 25%
BMm1.25 0,1003 250 0,204 5,060 0,199 6,101
BMm2.25 0,1005 250 0,241 6,357 0,235 7,215 5,364 6,365
BMm3.25 0,1010 250 0,194 4,674 0,190 5,778
Metanol 50%
BMm1.50 0,1009 250 0,189 4,503 0,185 5,628
BMm2.50 0,1007 250 0,166 3,701 0,163 4,952 4,337 5,485
BMm3.50 0,1004 250 0,197 4,808 0,192 5,875
Metanol 75%
BMm1.75 0,1005 250 0,243 6,427 0,237 7,278
BMm2.75 0,1005 250 0,235 6,145 0,230 7,059 6,293 7,179
BMm3.75 0,1007 250 0,240 6,309 0,235 7,201
Metanol puro
BMm1P 0,1008 250 0,135 2,607 0,134 4,042
BMm2P 0,1007 250 0,144 2,926 0,139 4,202 2,880 4214
BMm3P 0,1005 250 0,149 3,109 0,145 4,398
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B.2. Optimizacion de la temperatura para flavonoides

OPTIMIZACION Baccharis macrantha (Chilca)

TEMPERATURA

FLAVONOIDES - Etanol 25%

Codigo Peso (g) i?lfiz::l Alicuota | Aforo final F.D. Abs ﬁgln(cmsg(}(; Abs ﬁ;nfmsgl/(; Promedio | Promedio
(ml) (ul) (ml) 500nm muestra) 510nm muestra) 510nm 500nm
40°C
BM.Et.1.25.40 0,1008 5 250 5 1 0,243 6,408 0,238 7,287
BM.Et.2.25.40 0,1008 5 250 5 0,242 6,373 0,238 7,287 7,180 6,261
BM.Et.3.25.40 0,1005 250 5 1 0,231 6,003 0,227 6,965
30°C
Et30.1 0,1010 5 250 5 1 0,163 3,585 0,160 4,844
Et30.2 0,1007 5 250 5 0,183 4,300 0,179 5,452 5,014 3,752
Et30.3 0,1011 250 5 1 0,157 3,371 0,157 4,746
60°C
Et60.1.25 0,1004 5 250 5 1 0,308 8,731 0,301 9,290
Et60.2.25 0,1003 5 250 5 0,309 8,775 0,306 9,456 9,244 8,583
Et60.3.25 0,1003 250 5 1 0,294 8,244 0,291 8,986
50°C
BMel.25 0,1005 250 5 1 0,246 6,533 0,239 7,340
BMe2.25 0,1010 5 250 5 0,235 6,114 0,228 6,961 7,222 6,403
BMe3.25 0,1006 250 5 1 0,247 6,562 0,240 7,364
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B.3. Optimizacion del tiempo de extraccion

OPTIMIZACION Baccharis macrantha (Chilca)

TIEMPO

FLAVONOIDES - Etanol 25%

Codigo Peso (g) i?lfiz::l Alicuota | Aforo final F.D. Abs s?nnfmi;(}(; Abs s?nnfmi;l/(; Promedio | Promedio
(ml) (ul) (ml) 500nm muestra) 510nm muestra) 510nm 500nm
50°C - 10 min
Et.25.1 0,1008 5 250 5 0,271 7,394 0,267 8,192
Et.25.2 0,1007 5 250 5 0,278 7,648 0,268 8,232 8,497 7,818
Et.25.3 0,1008 5 250 5 0,300 8,414 0,295 9,066
60°C - 20 min
Et.60.20.1 0,1005 5 250 5 0,320 9,146 0,314 9,688
Et.60.20.2 0,1014 5 250 5 0,335 9,589 0,330 10,098 9,836 9,296
Et.60.20.3 0,1008 5 250 5 0,321 9,154 0,316 9,721
60°C - 5min
Et60.1.25 0,1004 5 250 5 0,308 8,731 0,301 9,290
Et60.2.25 0,1003 5 250 5 0,309 8,775 0,306 9,456 9,244 8,583
Et60.3.25 0,1003 5 250 5 0,294 8,244 0,291 8,986
50°C - 5 min
BMel.25 0,1005 5 250 5 0,246 6,533 0,239 7,340
BMe2.25 0,1010 5 250 5 0,235 6,114 0,228 6,961 7,222 6,403
BMe3.25 0,1006 5 250 5 0,247 6,562 0,240 7,364
60°C - 10 min
Et.60.10.1 0,1002 5 250 5 0,296 8,323 0,290 8,963
Et.60.10.2 0,1010 5 250 5 0,307 8,644 0,300 9,204 9,109 8,515
Et.60.10.3 0,1001 5 250 5 0,303 8,580 0,296 9,161

50°C - 20 min




Et.1.25.20 0,1001 250 0,281 7,800 0,276 8,532
Et.2.25.20 0,1002 250 0,287 8,004 0,282 8,712 8,754 8,051
Et.3.25.20 0,1003 250 0,297 8,350 0,292 9,017
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B.4. Desgaste del material vegetal para la obtencion de flavonoides

OPTIMIZACION Baccharis macrantha (Chilca)

DESGASTE DEL MATERIAL VEGETAL

FLAVONOIDES - Etanol 25%

Cédigo Peso (g) | . .A.foro Alicuota | Aforo final FD. Abs ﬁ;nfmsg(;g Abs ﬁ;nfmsgl/(; Promedio | Promedio
inicial (ml) (ul) (ml) 500nm muestra) 510nm muestra) 510nm 500nm
50°C - 10 min
1.25E1 0,1008 5 250 5 1 0,312 8,837 0,308 9,472
2.25E1 0,1006 5 250 5 1 0,316 8,995 0,311 9,584 9,686 9,089
3.25E1 0,1008 5 250 5 1 0,329 9,435 0,325 10,002
1.25E2 0,1008 5 250 5 1 0,197 4,789 0,194 5,914
2.25E2 0,1006 5 250 5 1 0,196 4,763 0,194 5,926 6,022 4,898
3.25E2 0,1008 5 250 5 1 0,207 5,141 0,204 6,226
1.25E3 0,1008 5 250 5 1 0,092 1,093 0,090 2,669
2.25E3 0,1006 5 250 5 1 0,087 0,919 0,086 2,549 2,567 0,953
3.25E3 0,1008 5 250 5 1 0,085 0,847 0,084 2,482
1.25E4 0,1008 5 250 5 1 0,045 -0,561 0,045 1,265
2.25E4 0,1006 5 250 5 1 0,043 -0,633 0,043 1,205 1,193 -0,644
3.25E4 0,1008 5 250 5 1 0,040 -0,737 0,040 1,109
1.25E5 0,1008 5 250 5 1 0,025 -1,265 0,025 0,641
2.25E5 0,1006 5 250 5 1 0,030 -1,092 0,030 0,798 0,735 -1,149
3.25E5 0,1008 5 250 5 1 0,030 -1,089 0,029 0,766
60°C - 20 min
1.25E1 0,1011 5 250 5 1 0,347 10,039 0,331 10,159
2.25E1 0,1010 5 250 5 1 0,342 9,873 0,311 9,546 9,902 9,853
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3.25E1 0,1008 5 250 5 1 0,335 9,646 0,325 10,002
1.25E2 0,1011 5 250 5 1 0,198 4,810 0,194 5,897
2.25E2 0,1010 5 250 5 1 0,200 4,885 0,197 5,996 6,081 5,004
3.25E2 0,1008 5 250 5 1 0,212 5,317 0,208 6,351
1.25E3 0,1011 5 250 5 1 0,088 0,949 0,086 2,537
2.25E3 0,1010 5 250 5 1 0,093 1,126 0,091 2,695 2,665 1,091
3.25E3 0,1008 5 250 5 1 0,095 1,199 0,093 2,763
1.25E4 0,1011 5 250 5 1 0,037 -0,840 0,035 0,950
2.25E4 0,1010 5 250 5 1 0,032 -1,017 0,031 0,826 0,899 -0,935
3.25E4 0,1008 5 250 5 1 0,034 -0,949 0,034 0,922
1.25E5 0,1011 5 250 5 1 0,015 -1,613 0,014 0,297
2.25E5 0,1010 5 250 5 1 0,019 -1,474 0,018 0,422 0,380 -1,533
3.25E5 0,1008 5 250 5 1 0,018 -1,512 0,018 0,422
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C.1. Optimizacién del solvente para polifenoles

ANEXO C

POLIFENOLES
Agua
Codigo Peso (g) Afor(on:;1)1aa1 Alicuota (ul) Afo{;lf;nal F.D. Abs 760nm (:1(;7;';?12;:;)
BM.R1 0,1000 5 50 5 1 0,175 6,035
BM.R2 0,1000 5 50 5 1 0,191 6,756 6,245
BM.R3 0,1000 5 50 5 1 0,173 5,945
Etanol 75%
BM1.75 0,1007 5 50 5 1 0,278 10,598
BM2.75 0,1001 5 50 5 1 0,259 9,807 10,539
BM3.75 0,1000 5 50 5 1 0,290 11,212
Etanol 50%
BM1.50 0,1012 5 50 5 1 0,330 12,859
BM2.50 0,1007 5 50 5 1 0,320 12,475 12,595
BM3.50 0,1009 5 50 5 1 0,320 12,451
Etanol 25%
BMe1l.25 0,1005 5 50 5 1 0,291 11,201
BMe2.25 0,1010 5 50 5 1 0,278 10,566 11,046
BMe3.25 0,1006 5 50 5 1 0,295 11,369
Etanol puro
BMe1lP 0,1006 5 50 5 1 0,211 7,610
BMe2P 0,1010 5 50 5 1 0,228 8,338 7,905
BMe3P 0,1009 5 50 5 1 0,215 7,766
Metanol 25%

93



BMm1.25 0,1004 50 0,210 7,581
BMmz2.25 0,1008 50 0,209 7,506 7,452
BMm3.25 0,1010 50 0,204 7,268
Metanol 50%
BMm1.50 0,1009 50 0,202 7,186
BMm2.50 0,1007 50 0,190 6,664 7,054
BMm3.50 0,1004 50 0,204 7,312
Metanol 75%
BMm1.75 0,1005 50 0,301 11,649
BMm2.75 0,1005 50 0,279 10,664 10,821
BMm3.75 0,1007 50 0,268 10,151
Metanol puro
BMm1P 0,1008 50 0,126 3,799
BMm2P 0,1007 50 0,129 3,937 3,939
BMm3P 0,1005 50 0,132 4,079
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C.2. Optimizacion de la temperatura para polifenoles

POLIFENOLES - Etanol 50%

Aforo inicial

Aforo final

Conc. 760 nm

Codigo Peso (g) (ml) Alicuota (ul) (ml) F.D. Abs 760nm (mg/g
muestra)
40°C
Et.40.50.1 0,1008 5 50 5 1 0,287 10,989
Et.40.50.2 0,1007 5 50 5 1 0,275 10,464 10,821
Et.40.50.3 0,1006 5 50 5 1 0,287 11,011
30°C
Et.30.50.1 0,1005 5 50 5 1 0,280 10,709
Et.30.50.2 0,1010 5 50 5 1 0,288 11,012 10,828
Et.30.50.3 0,1004 5 50 5 1 0,281 10,764
50°C
BM1.50 0,1012 5 50 5 1 0,351 13,793
BM2.50 0,1007 5 50 5 1 0,320 12,475 12,906
BM3.50 0,1009 5 50 5 1 0,320 12,451
60°C
Et.60.50.1 0,1008 5 50 5 1 0,371 14,741
Et.60.50.2 0,1008 5 50 5 1 0,393 15,723 15,227
Et.60.50.3 0,1009 5 50 5 1 0,382 15,217
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C.3. Optimizacion del tiempo de extraccion para polifenoles

POLIFENOLES - Etanol 50%

Aforo inicial Aforo final Conc. 760 nm
Codigo Peso (g) Alicuota (ul) F.D. Abs 760nm (mg/g
(ml) (ml)
muestra)
50°C - 10 min
Et.50.1 0,1007 5 50 5 1 0,367 14,576
Et.50.2 0,1011 5 50 5 1 0,378 15,009 14,909
Et.50.3 0,1011 5 50 5 1 0,381 15,142
60°C - 20 min
Et.50.20.1 0,1001 5 50 5 1 0,424 17,227
Et.50.20.2 0,1012 5 50 5 1 0,423 16,995 17,333
Et.50.20.3 0,1003 5 50 5 1 0,437 17,776
50°C - 5 min
BM1.50 0,1012 5 50 5 1 0,351 13,793
BM2.50 0,1007 5 50 5 1 0,320 12,475 12,906
BM3.50 0,1009 5 50 5 1 0,320 12,451
60°C - 5min
Et.60.50.1 0,1008 5 50 5 1 0,371 14,741
Et.60.50.2 0,1008 5 50 5 1 0,393 15,723 15,227
Et.60.50.3 0,1009 5 50 5 1 0,382 15,217
60°C - 10 min
Et.1.50.60 0,1007 5 50 5 1 0,384 15,336
Et.2.50.60 0,1003 5 50 5 1 0,377 15,083 15,407
Et.3.50.60 0,1003 5 50 5 1 0,393 15,801
50°C - 20 min
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Et.1.50.20 0,1009 5 50 5 0,372 14,771
Et.2.50.20 0,1009 5 50 5 0,383 15,261 14,679
Et.3.50.20 0,1003 5 50 5 0,353 14,006
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C.4. Desgaste del material vegetal para polifenoles

OPTIMIZACION Baccharis macrantha (Chilca)

DESGASTE DEL MATERIAL VEGETAL

POLIFENOLES - Etanol 50%

98

Aforo inicial Aforo final Conc. 760 nm
Cédigo Peso (g) Alicuota (ul) F.D. Abs 760nm (mg/g Promedio
(mI) (mI) muestra)
50°C - 10 min

1.50E1 0,1005 5 50 5 1 0,308 11,963

2.50E1 0,1008 5 50 5 1 0,323 12,597 12,683 ‘
3.50E1 0,1008 5 50 5 1 0,343 13,490

1.50E2 0,1005 5 50 5 1 0,241 8,962

2.50E2 0,1008 5 50 5 1 0,227 8,310 8,319 ‘
3.50E2 0,1008 5 50 5 1 0,213 7,685

1.50E3 0,1005 5 50 5 1 0,090 2,198

2.50E3 0,1008 5 50 5 1 0,082 1,834 1,941 ‘
3.50E3 0,1008 5 50 5 1 0,081 1,790

1.50E4 0,1005 5 50 5 1 0,051 0,451

2.50E4 0,1008 5 50 5 1 0,055 0,628 0,599 ‘
3.50E4 0,1008 5 50 5 1 0,057 0,718

1.50E5 0,1005 5 50 5 1 0,021 -0,893

2.50E5 0,1008 5 50 5 1 0,025 -0,711 -0,608 ‘
3.50E5 0,1008 5 50 5 1 0,036 -0,220

60°C - 20 min
1.50E1 0,1005 5 50 5 1 0,422 17,069



2.50E1 0,1005 5 50 5 1 0,458 18,682 17,774
3.50E1 0,1004 5 50 5 1 0,433 17,572
1.50E2 0,1005 5 50 5 1 0,206 7,394
2.50E2 0,1005 5 50 5 1 0,190 6,677 7,605
3.50E2 0,1004 5 50 5 1 0,236 8,743
1.50E3 0,1005 5 50 5 1 0,097 2,512
2.50E3 0,1005 5 50 5 1 0,110 3,094 2,826
3.50E3 0,1004 5 50 5 1 0,105 2,872
1.50E4 0,1005 5 50 5 1 0,034 -0,310
2.50E4 0,1005 5 50 5 1 0,039 -0,086 -0,146
3.50E4 0,1004 5 50 5 1 0,040 -0,042
1.50E5 0,1005 5 50 5 1 0,014 -1,206
2.50E5 0,1005 5 50 5 1 0,020 -0,937 -1,057
3.50E5 0,1004 5 50 5 1 0,018 -1,028
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ANEXO D

D.1. Curva de calibracién de catequina en HPLC
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D.2. Curva de calibracién para &cido galico en HPLC
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ANEXO E
E.1. Ejemplo del reporte generado por el Software Chem Station de Agilent HPLC

Data File C:\yCrem3l... Calibracion_acids gallooRl 38319-85-3 15-19-33\0nlinefdited--B11.0
Sample Mamo: AG-CJ 38Gug/ml

#rea Percent Report

Sorted By ' Signal
Multiplier ' 1.6888
D 1lution ' 1.6888

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: D&D1 A, S1g=-254,4 Rof=368, 108

Peak RotTise Type Width &rea Helght Arca
£ [min] [=in] [méU=s] [mau] X

S R [ R [ [ [E— I
1 &.78B BB  @.BE2&  5.19285  1.18099 B.8E28
2 B.945 BB B.2159 G292.95654 3BA.74747 75.199
3 1£.991 BB  B.1211 £B3.58386 G51.65718  4.8323
& 27.263 BB B.15B2 14.19173  1.48863  B.1696
5 2B.986 BB B.1358 1§52.45972 1B3.63£92 19.74EE

Totals B36H.38316 626.64511

Signal 2: D&D1 B, Sig=214,4 Rof=368, 108

Peak RotTise Type Width &rea Helght Arca

£ [min] [=in] [méU=s] [mau] X

S R O [ [ [E— I
1 3.531 BB B.B9E1 12.27319  1.98587 B.845E6
I 4,767 BB B.B43B £6A.13733 141.84833 B.5554
3 5.5B5 BB B.BE1E  1A.VBE1Z  &.76171 B.8338
4 B.945 BB B.21B6 2.B3ASScs 1B13.43958 36.1188
5 18.958 BB  B.SBIE 279,353  6.96749  B.3554
6 1£.991 BB  B.1388 2.1A17Seé 2405.99194 27.7548
7 15.953 BB B.1158 1A.11668  1.38831 @.8129
B 2B.381 BW  B.1396 22.67311  2.71137 @.8288
9 28.966 VB  B.2823 55.39766  £.14414 B.8785
18 27.275 BW  ©.2852 BA.SESB4  5.75458 B.1824
11 27.666 VB  B.1614 2£.4I788  2.16888 B.8311
12 2B.986 BB  B.1397 2.5936604 2RA9.82935 31,9949
13 38.971 BB  B.1225 16.19388  1.34367 B.@138
14 32,282 BB  B.1191 18.32B84  2.45511 ©.8233
15 33.371 BW  B.6187 339.B4B90  6.81134 B8.4313
16 32,354 VB  B.B221 366.66144  5.6436  B.4598
17 35.583 BW  B.2715 3A2.63B46 16.60287  B.3858
18 36.161 VB  @.3137 335.27957 15.29796 B.4265
19 38.661 BB  B.2653 37.56740  2.85441 B.B4TE
28 39.887 BB  ©.2267 15.BE352  1.11188 B.B282
21 £8.722 BB  B.8127 77.41592  2.54619 B.B985

Totals 7.BGBELpS T345.83957

LT NIRRT rain o5 ook Dl SWTTRN (LT fi mF 75
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E.2. Ejemplo de la sefial para la curva de calibracién de AG y CQ. Sefal a 214 nm
- 100 pg/ml

DAL A, Sig=ad, 4 Ref=3s0, 100 (21 05 1h_Calbracion_sots_gaicols J0M-08-21 15 Ve-a0as 0o 0]
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E.3. Ejemplo de la sefial para la curva de calibracion de AG y CQ. Sefial a 280 nm
- 100 pg/ml

DAL G, Sg=aB0 A Fel=390, 100 [ 1B0010_Calbacicn_son_galenl's 2019-00-21 1 18-2008 0001,
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ANEXO F

F.1. Analisis de varianza para la concentracion de flavonoides por Solvente

Recurso Suma de cuadrados Df Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
Entre grupos 82,9685 8 10,3711 76,64* 0,0000*
Dentro de los grupos 2,43589 18 0,135327
Total (Corr.) 85,4044 26

*El valor marcado en rojo muestra diferencia significativa entre disolventes.

Fuente: StatGraphics Centurion

F.2. Analisis de varianza para la concentracion de polifenoles por Solvente

Recurso Suma de Cuad r_ado F-Ratio P-Valor
cuadrados medio
Entre grupos 186,292 8 23,2865 115,38 0,0000
Dentro de grupos 3,63271 18 0,201817
Total (Corr.) 189,925 26

Fuente: StatGraphics Centurion

F.3. Analisis de varianza multifactorial para disefio factorial A * B

Suma de Cuadrado

Recursos Df . F-Ratio P-Valor
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 7,72376 1 7,72376 63,03 0,0000
B:Tiempo 3,55345 2 1,77673 14,50 0,0006
INTERACCIONES
AB 1,47837 2 0,739183 6,03 0,0154
RESIDUAL 1,4706 12 0,12255

TOTAL (CORREGIDO) 14,2262 17

Fuente: StatGraphics Centurion

F.4. Analisis de varianza para las medias del porcentaje de proteccion con
EtOH25%

Recurso Suma de Df Cuad r_ado F-Ratio P-Value
cuadrados medio
Entre grupos 5733,73 5 1146,75 405,85 0,0000
Dentro de grupos 33,9066 12 2,82555
Total (Corr.) 5767,64 17

F.5. Andlisis de varianza para las medias del porcentaje de proteccién con
EtOH50%

Suma de Cuadrado

Recurso Df . F-Ratio P-Value
cuadrados medio
Entre grupos 2673,92 5 534,784 86,16 0,0000
Dentro de grupos 74,4784 12 6,20653
Total (Corr.) 2748,4 17

Fuente: StatGraphics Centurio
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ANEXO G

G.1. Actividad antiinflamatoria por estabilizacién de RBCs

Muestra Concentracién Proteccion contra lisis
(ng/ml) (%)
25 96,32 +1,13
50 97,12+ 0,72
Diclofenaco 75 96,88 +1,10
100 91,62 + 1,60
200 92,95 +5,32
500 91,42 +£ 0,92
25 97,23 +0,42
50 96,96 + 0,38
EtOH25% 75 95,89 + 0,93
100 95,26 + 1,32
200 94,66 + 0,81
500 48,17 + 3,66
25 93,14 + 0,05
50 93,24 £ 0,58
75 93,36 + 0,59
EtOH50% 100 93,70 £ 0,30
200 92,82 +0,72
500 60,56 + 6,00

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

G.2. Actividad antiinflamatoria por desnaturalizacién de proteina

., Proteccion contra desnaturalizacion
Concentracion

Muestra roteica
(ng/ml) P (%)
100 26,80 + 0,93
200 37,60 £ 2,20
Diclofenaco 500 51,69 +1,33
1000 61,40 + 3,08
100 21,10 + 3,10
EtOH25% 200 44,20 +£1,04
500 49,72 + 0,77
1000 42,32 +1,40
100 29,51 + 2,36
EtOH50% 200 41,70 £ 2,36
500 50,71 £ 0,43
1000 42,39 +0,93

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda
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G.3. Actividad antioxidante del estandar de referencia

Proteccidn contra peroxidacion

Coeficiente de

BHT o .
lipidica variacion
(ng/ml) (%) (%)
100 82,75+ 0,32 0,39
200 84,52 + 0,57 0,68
500 9142+1.21 1,33
1000 95,54 £ 0,79 0,82

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

G.4. Actividad antioxidante del extracto obtenido con EtOH25

Extracto con Proteccion contra peroxidacion Coeficiente de
EtOH25 lipidica variacion
(ng/ml) (%) (%)

100 59,85+ 8,16 14,93
200 64,54 £ 8,14 12,37
500 77,00 + 8,65 12,03
1000 67,88 £5,21 7,28

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda

G.5. Actividad antioxidante del extracto obtenido con EtOH50

Extracto con Proteccién contra peroxidacion Coeficiente de
EtOH50 lipidica variacion
(ng/ml) (%) (%)

100 51,29 +5,82 10,65
200 61,86 + 5,92 9,00
500 73,11+ 3,14 4,36
1000 71,48 £ 341 4,77

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental de Canje de Deuda
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