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RESUMEN

Introduccion. El presente trabajo de investigacion se basé en la necesidad de
evaluar las propiedades antioxidantes de la Baccharis latifolia (Chilca), se le
atribuye propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antimicrobianas,
anticancerigenas. La poblacion nativa ecuatoriana de la zona andina ha
aprovechado los beneficios de esta planta con fines terapéuticos, Sin embargo,
hay pocos estudios sobre sus propiedades antioxidantes. El objetivo de este
trabajo de investigacion fue determinar la actividad antioxidante y la presencia
de metabolitos secundarios. Métodos: Se recolecto las hojas del arbusto de la
zona de Pantafio del canton Chambo de la Provincia de Chimborazo (Ecuador),
las hojas fueron secadas hasta peso constante a temperatura ambiente,
posteriormente se obtiene el extracto etandlico, a partir de este se evalud la
capacidad captadora de radicales libres por el método de laboratorio del 2,2-
difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH). La identificacion de la composicion quimica
se realiz6 por medio del tamizaje quimico cualitativo del extracto de las hojas
secas. Los analisis de laboratorio se realizaron en las instalaciones del centro de
Investigacion Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), ubicada en la Escuela
Superior Politécnica del Litoral (ESPOL). Resultados: la actividad
antioxidante por el método DPPH del extracto etandlico de las hojas de
Baccharis latifolia fue de 83.3 + 0.64 umol equivalentes de Trolox/g extracto
seco. En laidentificacion de la composicion quimica del extracto de las hojas
se obtuvo en mayor cantidad los Triterpenos (++), también azucares reductores

(+), saponinas (+), y catequinas (+). Conclusiones: Se determino un poder

xii



antioxidante medio y se le atribuye este beneficio en especial a los metabolitos
secundarios como los triterpenos y catequinas, estos compuestos poseen
estructuras capaces de aceptar un radical libre y se podria sugerir su uso como

alternativa para la prevencion y tratamiento algunas enfermedades.

Palabras claves: Baccharis latifolia, actividad antioxidante, DPPH, metabolitos

secundarios.

xiii



ABSTRACT

Introduction. The present research work was based on the need to evaluate the
antioxidant properties of Baccharis latifolia (Chilca), it is attributed analgesic,
anti-inflammatory, antimicrobial, anticancer properties. The native Ecuadorian
population of the Andean zone has taken advantage of the benefits of this plant
for therapeutic purposes. However, there are few studies on its antioxidant
properties. The objective of this research work was to determine the antioxidant
activity and the presence of secondary metabolites. Methods: The leaves of the
bush were collected from the Pantafio area of the Chambo canton of the
Chimborazo Province (Ecuador), the leaves were dried to constant weight at
room temperature, then the ethanolic extract was obtained, from which the free
radical scavenging capacity by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
laboratory method. The identification of the chemical composition was carried
out through qualitative chemical screening of the extract of the dry leaves. The
laboratory analyzes were carried out at the facilities of the Biotechnological
Research Center of Ecuador (CIBE), located at the Escuela Superior Politécnica
del Litoral (ESPOL). Results: the antioxidant activity by the DPPH method of
the ethanolic extract of Baccharis latifolia leaves was 83.3 + 0.64 pumol Trolox
equivalents/g dry extract. In the identification of the chemical composition of
the extract of the leaves, the Triterpenes (+++) were obtained in greater quantity,
as well as reducing sugars (+), saponins (+), and catechins (+). Conclusions: A

medium antioxidant power was determined and this benefit is attributed

Xiv



especially to secondary metabolites such as triterpenes and catechins, these
compounds have structures capable of accepting a free radical and their use
could be suggested as an alternative for the prevention and treatment of some

diseases.

Keywords: Baccharis latifolia, antioxidant activity, DPPH, secondary metabolites.
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INTRODUCCION

La vegetacion desde tiempos remotos ha jugado un papel importante en el
desarrollo y salud de las culturas ancestrales al ser usadas como fitofarmacos, en la
cosmeética, etc (San Martin, 2017). El Ecuador es un pais megadiverso que disfruta de
muchas de estas plantas ancestrales curando una variedad de enfermedades que aquejaban
desde la antigliedad al hombre (Bravo, 2014). El uso de la etnobotanica ha ayudado a
correlacionar las diferentes propiedades de las plantas con su aprovechamiento (Rios, et

al 2017).

Las plantas poseen propiedades antioxidantes gracias a sus componentes quimicos
de defensa, los cuales son aprovechados como antioxidantes naturales retardando el
envejecimiento celular y previniendo afecciones cronicas como el cancer, problemas
cardiovasculares, arterioesclerosis, artritis, demencia, cancer, entre otras (Echavarria et
al, 2015); Por lo indicado es importante el estudio de las propiedades antioxidantes que

poseen plantas ancestrales de la region.

La Baccharis latifolia, es un arbusto cominmente conocido en nuestro pais como
chilca, la ubicamos en la zona andina montafiosa, se caracteriza por ser una planta
resistente y se crece en suelos arenosos, rocosos, poco fértiles y secos (Granja, 2019). La
chilca es una planta de tipo lefioso correspondiente al Reino Plantae, Clase
Magnoliopsida, Familia Asteraceae, Tribu Astereae, Género Baccharis, Especie B.
latifolia. Es un arbusto frondoso que puede alcanzar hasta los 3 metros de altura, de tipo
lefioso de ramas firmes y verticales, de hojas elipticas verdes y brillantes que miden de

10 a 20 cm de largo. (Valarezo et at, 2013).

La composicién quimica de la Baccharis latifolia se basa en metabolitos primarios

gue cumplen funciones vitales de las plantas y los metabolitos secundarios, participan en



multiples funciones importantes en su supervivencia relacionadas con su ecosistema,
activandose los metabolitos secundarios en interacciones adversas en contra de animales
y bichos que la dafien o en interacciones favorables como componentes quimicos
beneficiosos para al arbusto (Rojas at al, 2015). Segun San Martin (2019), “Los
metabolitos secundarios principales en la planta Baccharis latifolia responsables de la
actividad antioxidante los encontramos en las raices y partes aéreas de la especie vegetal
son: triterpenos, p-Hidroxiacetofenonas, Fenol: derivado del timol, Derivados de acido

cinamico, sesquiterpenos, monoterpenos, entre otros”.

Es importante resaltar las propiedades antioxidantes que posee la Baccharis
latifolia conocida comunmente como chilca, es utilizada por grupos culturales
ancestrales, fuera de estos grupos se considera a la chilca como mala hierba o alimentos
de animales. Debido a factores externos dafiinos las especies reactivas de oxigeno se
acumulan en el organismo del ser humano en especial afectan a nivel celular produciendo
estrés oxidativo el cual es neutralizado con la ayuda de los antioxidantes en especial de
tipo natural (obtenido de las plantas), las moléculas quimica responsables del poder
antioxidante se les denomina metabolitos secundarios y los producen la mayoria de
plantas, estos compuestos quimicos poseen la capacidad de donar un electron
neutralizando radicales libres o enzimas que dafien a nivel celular, e incluso tiene la
capacidad de participar en el proceso restaurador producido por el estrés oxidativo.
(Bayas, 2020). El dafio oxidativo es causado por la generacion incontrolada de radicales
libres y con esto el dafio celular, lo cual se relacionada con el desarrollo de diversas
enfermedades autoinmunes, cardiacas y neurodegenerativas como: arterosclerosis,

cancer, artritis y otros (Ahmad, 2018).

Se tiene como objetivo determinar la actividad antioxidante y la composicién

quimica de los metabolitos secundarios del extracto de las hojas de Baccharis latifolia



(chilca), aportando su funcionalidad a alimentos (Torres, 2015), asi también en la
industria farmacéutica como medicamentos preventivos y fitofarmacos para tratar
enfermedades cronicas. Segun Pérez (2016): “Las hojas de chilca son usadas por grupos
indigenas en el tratamiento de hemorroides, reumatismos, golpes, torceduras, y en la
desinfeccion de heridas; en infusion o soasadas para tratar la diarrea, aliviar el dolor de
cabeza y de muelas; la corteza se emplea para desinflamar hinchazones, limpiar el mal
aire y curar el espanto”. La Chilca es una de las mas de 45 especies del género Baccharis
que se encuentra ampliamente distribuida en casi todas las provincias de la sierra del

Ecuador (Valarezo et al, 2013).



CAPITULO I
EL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.1. Problematizacion

Las afecciones de salud sufridas en estas ultimas décadas por el ser humano estan
relacionadas con los problemas de origen oxidativo producidos por factores externos
como contaminacion del aire, estrés de trabajo, mala alimentacion, entre otras y factores
internos como genéticos (Sanchez et al, 2013). este es un estrés quimico, inducido por la
presencia de altas cantidades de radicales libres (y otras especies oxidantes) en los
organismos Vvivos. Estas especies quimicas estan relacionadas con diferentes problemas
de salud, como: enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer, diabetes, asi
como el desarrollo de desérdenes neurodegenerativos tales como los males de Alzheimer

y Parkinson (Galano, 2017).

Nuestro organismo para los procesos de tipo energéticos y mecanismos basicos
requiere de oxigeno (O2) el cual estd regulado por un sistema antioxidante propio del
cuerpo, el problema se da cuando las especies reactivas del oxigeno superan el nivel
normal, se acumulan los compuestos radicalarios y al ser muy reactivos producen
desordenes a nivel celular en especial se da un dafio de las paredes celulares
posteriormente se llega a la muerte (Sanchez et al, 2013). Para contrarrestar este efecto
las células cuentan con dispositivos de defensa capas de neutralizar los radicales libres e
incluso restaurar el deterioro celular, estos compuestos quimicos son conocidos como
antioxidantes y pueden ser de tipo enddgenos y exogenos. (Navarro, 2019). Las plantas
poseen mecanismos de defensa muy efectivos capas de neutralizar a los depredadores o
acciones adversas, estos compuestos quimicos llamados antioxidantes naturales son
aprovechados por el ser humano para contrarrestar o minimizar el estrés oxidativo de las

4



células (Echavarria et al, 2018). por esta razon algunas plantas y frutas son muy utilizadas

para prevenir o minimizar enfermedades que son causadas por afecciones oxidativas.

Es importante la identificacion de los principales metabolitos secundarios y
cuantificar la actividad antioxidante de plantas ancestrales como la Baccharis latifolia
comunmente conocida como la chilca, porque sera una plataforma para posteriores
investigaciones y aprovechar la accesibilidad de este arbusto y con ello sus propiedades

antioxidantes (Figueroa, 2017)

1.1.2. Delimitacion del problema
Es una investigacion de tipo cientifica, que cuantifica el poder antioxidante y
relaciona esta propiedad con los principales componentes quimicos o metabolitos
secundarios del extracto etanolico de las hojas de la Baccharis latifolia, planta ancestral

de Pantafio-Ecuador.

1.1.3. Formulacién del problema
¢ Posee actividad antioxidante el extracto etandlico de las hojas de Baccharis
latifolia (chilca) y esta relacionada con los principales metabolitos secundarios

presentes?

1.1.4. Hipotesis
La actividad antioxidante del extracto etanélico de las hojas de Baccharis
latifolia (chilca) esta relacionada directa con los principales metabolitos secundarios

presentes.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General



e Determinar la actividad antioxidante y composicion quimica del

extracto alcoholico de las hojas de Baccharis latifolia (Chilca).

1.2.2. Objetivos Especificos
e Determinar la actividad antioxidante por el método DPPH del extracto
etanolico de las hojas de B. latifolia (chilca)
e ldentificar la composicion de los metabolitos secundarios del extracto

alcohdlico de las hojas de Baccharis latifolia (chilca).

1.3. JUSTIFICACION

La importancia de los antioxidantes de tipo exdgenos de origen natural
provenientes de las plantas ha aumentado notablemente en la ultima década debido a su
alta capacidad para eliminar los radicales libres e intervenir en la reparacién a nivel
celular (Gonzales, 2013). Las plantas ricas en metabolitos secundarios, podrian usarse,
para la prevencion de los efectos dafiinos sobre el organismo producidos por especies
oxidantes en exceso. Los metabolitos secundarios responsables del poder antioxidante se
pueden administrar al organismo en forma de extractos de plantas, como medicamentos,

suplementos dietéticos y cosméticos.

La presente investigacion se enfoca en el poder antioxidante de Baccharis latifolia
y en la identificacion de los principales metabolitos secundarios responsables de esta
propiedad como: alcaloides, saponinas, triterpenos, flavonoides, taninos, quinonas,
antocianinas, entre otro. La chilca fue considerada una planta sagrada por sus poderes
curativos y beneficiosos para la salud de los pueblos indigenas de Sudameérica (Ortufio,

2019). Al investigar la flora nativa, se esta contribuyendo al bienestar y crecimiento de
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los pueblos indigenas, sus tradiciones y sabiduria ancestral. Ademas, los resultados
obtenidos serviran para posteriores investigaciones de sus propiedades médicas y

farmacoldgicas.

CAPITULO 1

2.1. MARCO TEORICO
2.1.1. Plantas ancestrales de Ecuador.

El Ecuador es un pais megadiverso cuenta con un sin numero de plantas
ancestrales con bondadosas propiedades para la salud, 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 (Rocero, 2020).
El uso de los poderes curativos de las plantas se remota a muchisimos afios atras, lo cual
ha pasado casi siempre de forma verbal de generacidn en generacion. En la actualidad el
hombre moderno a olvidado la relacion con la Pachamama y las plantas medicinales,
generando enfermedades de tipo crénico como la diabetes, el cancer, entre otras (Barona,
2019). EIl uso y aplicaciones de las plantas nativas se basa en los conocimientos
adquiridos de los antepasados, hay plantas medicinales olvidadas y en la actualidad
considerada mala hierba o alimento de animales, este es el caso de la B. latifolia

(Gallegos, 2016).
2.1.2. Pantafo del Canton Chambo de la provincia de Chimborazo.

La Comunidad el Carmen Pantafio se encuentra ubicado geograficamente Zona
17, Latitud Sur, ESC 500000, con datos tomados en GPS (Garmin Oregdn 550 DTU WGS
84), coordenadas X(m)E: 769687 Y(m)N 9810246, zona 7, latitud sur del Canton

Chambo de la provincia de Chimborazo del Ecuador. Esta ubicado a una altura oscila



entre los 2.400 y 4.730 msnm con un promedio es de 2780 msnm y su temperatura
promedio oscila los 14 °C, el cual hace apto al clima para la agricultura y ganaderia

(Suango, et al, 2012).
2.1.3. Familia ‘Asteraceae’

Prada (2016) dice “Asteraceae, antes conocida como Compositae, es la familia
mas numerosa entre las Angiospermas, con mas de 1500 géneros, y aproximadamente
25.000 especies, esta familia se clasifica en 5 subfamilias, 19 tribus, son representadas en
América Tropical con aproximadamente 580 géneros y 8040 especies, en el Ecuador se
han registrado 217 géneros con 918 especies de las cuales 360 son endémicas, 32 en
galapagos”. Etimologicamente 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 (Prada, 2015). Las plantas de la familia Asteraceae
son abundantes y variadas siendo ejemplares de la diversidad y riqueza se los ecosistemas

de nuestro pais (Villasefior, 2018).
2.1.4. Género Baccharis

El género Baccharis consta de aproximadamente unas 500 especies, distribuidas
en la zona Andina y montafiosa del continente americano, su abundancia se basa en la
resistencia a producirse en suelos pedregosos y arenosos un tanto salinos y secos, poseen
raices profundas y penetrantes que garantizan su supervivencia, de este genero se pude
indicar que el 90% estd concentrada en la codillera de los Andes de Sudamérica
(Sandoval, 2021). “A este género pertenecen plantas dioicas herbaceas, arbustos lefiosos
y trepadores que van desde entre 0,5 a 4 metros de altura, perennes, raramente arboles y
hierbas aromaticas”. (Navarro, 2019). Son féciles de identificar debido a que poseen

tricomas fusionados con tallos resistentes y de tipo lefioso, raices profundas dificiles de



remover, tienen hojas alternas y morfoldgicamente diferentes (Ramos et al, 2016).
Sandoval (2021) dice : “ En el Ecuador se puede encontrar 25 especies de las cuales 12
son nativas o0 ancestrales (B. alaternides, B. buxifolia, B. genistelloides, B. latifolia, B.
macrantha, B. nitida, B. oblongifolia, B. obtusifolia, B. odorata, B. teindalensis, B.
tricuneata y B. trinervis), 11 son endémicas (B. arbutifolia, B. aretioides, B. eggersii, B.
fusca, B. hambatensis, B. hieronymi, B. huairacajensis, B. klattii, B. mollis, B. steetzii, y
B. tenuicapitulata) y 2 son introducidas (B. elaeagnoides y B. serrulata) ”. Las plantas
del género Baccharis en su mayoria han sido y son estudiadas por sus propiedades
antioxidante, antinflamatorias, desintoxicantes, desinfectantes, entre otras (Guerra,

2016).
2.1.5. Especie Baccharis latifolia.

Baccharis latifolia, es un arbusto conocido comdnmente en Ecuador como chilca,
en tiempos de la colonia se le considero como una planta sagrada con poderes curativos.
Su poder de adaptabilidad es bueno, por esto la podemos encontrar en zonas desérticas y
montafiosas como la zona andina de la cordillera desde la provincia de Loja hasta
Imbabura. Es una planta resistente a las inclemencias del suelo y del clima, es por esto
que se la ubica en suelos arenosos, rocosos y secos, posee raices profundas y dificiles de
remover, posee frondosidad y sus hojas son de tipo elipticas de aproximadamente 15 cm
de diametro, su tallo es fuerte y lefioso, posee un olor almendrado seguramente por la
cantidad de metabolitos que posee, sus flores son tipo de racimo de color blanco. La B.
Latifolia posee propiedades antioxidantes, antinflamatorias, desinfectantes, insecticidas,
entre otra (Enriquez et al, 2018). La Baccharis latifolia es un arbusto nativo de la zona
Andina de América Latina distribuida sobre todo desde Venezuela hasta el norte de
Argentina, se desarrolla especialmente en lugares con alturas de 1000 a 3000 m.s.n.m.

(Prada et al, 2016).



Figura 1. Arbusto Baccharis latifolia cominmente conocido como chilca (propia

autoria)
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Figura 2. Mapa distribucion potencial de Baccharis latifolia. (Romoleroux et al,

2019)
2.1.6. Clasificacion Taxon6mica.
La B. latifolia esta identificada taxondmicamente en el cuadro 1, basado en la

nomenclatura Internacional para plantas.
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A este arbusto se le asigna a la siguiente categoria taxonémica:

Cuadro 1. Taxonomia Baccharis latifolia (chilca).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Baccharis
Especie: B. latifolia
Nombre Comun: Chilca

Fuente: Herbarium Field Museum (Navarro et al, 2019)

2.1.7. Descripcion botanica

Baccharis latifolia es una planta de tipo dioico (flores unisexuales en tallos y
troncos separados) su altura llega hasta los 4 m dependiendo de la edad del arbusto y de

las condiciones donde se desarrolla (Enriquez, 2018).

Posee tallos de forma cilindrica estriada y delgados pero resistentes de tipo
resinoso de color verde - rojizo a café dependiendo de la edad de la planta, las ramas

crecen en forma verticilada con vesiculas resinosas (Navarro, 2019).

Las hojas son delgadas de 5 a 20 cm de largo, son resistentes y brillosas, el has de
la hoja es de color verde claro y el envés de color mas oscuro, poseen un olor almendrado
y son de tipo resinoso con forma eliptica con apice agudo, base cuneada o redondeada

con 3 venas principales y bordes dentados (Prada, 2015).
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Ortufio (2019) indica que: “La inflorescencia en panicula con una corola blanca
pequefia, escamosas de 5 a 10 mm de diametro, con capitulo con flores de color crema o
blanguecinos agrupadas en grandes glomérulos al final de cada rama, las flores femeninas
la cabeza esta compuesta por 100 a 280 floretes rodeadas con un envoltorio de bracteas
campanulado o subglobuloso exteriores de 7 mm de largo en serie de 3 y 6, en tanto que

las flores masculinas se componen con 15 a 45 floretes”.

La B. latifolia presenta frutos aquenio pequefio y seco con un pericarpio delgado
separado de la semilla, estas son de color marrén, forma ovoide, de tamafio aproximado

de Imm. (Navarro 2019).
2.1.8. Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos derivados de los primarios
que se producen cuando la planta esta en estado de alerta frente a un depredador, a un
ecosistema hostil 0 a un estimulo exterior, 6sea se generan los metabolitos secundarios
en las plantas como un mecanismo de defensa, esta propiedad es aprovechada en el
organismo del ser humano para producir una actividad antioxidante (Sepulveda et al,
2004). También las plantas generan los metabolitos secundarios a la hora de reproducirse,
produciendo compuestos quimicos relacionadas con la maquinaria reproductiva de la
planta como feromonas que atraigan los insectos para promover la polinizacion (Mas et
al, 2017). Se creia que los metabolitos primarios eran compuestos vitales para los
vegetales porque participan en las funciones principales de estas, pero gracias a las
muchas investigaciones realizadas se ha determinado que los metabolitos secundarios son
moléculas quimicas de defensa o con una funcion definida al relacionarse la planta con
su ecosistema (Rojas, 2015). Los metabolitos secundarios son moléculas importantes de
defensa y se aprovechado estas propiedades para usarlos como principios activos de
medicamentos y antioxidantes (Valenzuela et al, 2014). “Otros tienen una funcidén
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fisioldgica, por ejemplo, los alcaloides, las pectinas que pueden servir para el transporte
de nitrégeno toxico y compuestos de almacenamiento, mientras los compuestos fenolicos

como los flavonoides realizan una funcién como protectores de rayos ultravioletas”.

(Pérez, 2011).
Entre los metabolitos secundarios principales se encuentran:

2.1.8.1. Terpenos: También Ilamados isoprenoides son los compuestos
hidrocarburos mas abundantes del grupo de productos naturales (30000 compuestos), se
caracterizan porque poseen una unidad estructural Ilamado isopreno que es una molécula
de 5 carbonos que se van enlazando mediante condensaciones tipo cabeza-cola, aunque
también pueden darse unién de isoprenos de tipo cabeza-cabeza (Navarro, 2019). Los
terpenos son los principales constituyentes de los aceites esenciales y de las resinas
(Castillo, 2015), son compuestos muy importantes estan presentes en funciones vitales de
las plantas y también como parte de los metabolitos secundarios los cuales cumplen
funciones de supervivencia y se correlaciona con las adversidades y necesidades de la
planta con su ecosistema. Segun Sandoval (2021) los terpenos presentan “propiedades
antioxidantes, antibacterianas, antiinflamatorias, antiplasmédico y cualidades aromaticas,
sabor amargo y pigmentacion en flores y fruto, todos Utiles en las industrias cosméticas,
farmacéutica, alimentarias, agricola y medicinal herbolaria”. Los terpenos se generan por
medio de la sintesis del &cido mevalénico obteniéndose 2 productos el isopentenil
pirofosfato (IPP) y su isémero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) que son los isoprenoides
béasicos (Prada, 2015). EI compuesto dimetil pirofosfato es el principal precursor de la
mayoria de terpenos, en tanto que los triterpenos y los esteroides, proceden del escualeno
y del fitoeno (Sandoval, 2020). Los terpenos estan presentes en aceites esenciales (pineno,

limoneno), algunos poseen funciones oxidadadas (alcanfor), otros pertenecen al grupo de
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interés fisioldgico por su caracter de Vitaminas o coezimas como el retinol (vitamina A),

el alfa-tocoferol (vitamina E), la vitamina K y el coezima Q (Maraculla et al, 2002)
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Figura 3. Diversidad de terpenos (Navarro, 2019)

Los terpenos estan presentes en los fitonutrientes, actian como antioxidantes
protegiendo los lipidos, la sangre y los fluidos corporales del ataque las especies
radicalarias como el oxigeno singlete, radicales hidroxilo, peroxido y superdxidos

(Macarulla et al, 2002).

Los monoterpenos son compuestos formados por la union de dos isoprenos, son
la unidad base de los terpenos constituidos por 10 carbonos y 16 hidrégenos, son

sustancias volatiles son los principales constituyentes de los aceites esenciales de flores
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y frutos (Prada et al, 2016). Los monoterpenos son basicamente alquenos o cicloalquenos,

por tanto, son reactivos frente a radicales libres como el OH", NOs" entre otros (Calderin

et al, 2018), llegan a constituir hasta el 5% del peso seco de la planta y le dan resistencia
a la presencia de virus, bacterias, a factores externos estresantes como el calor (Tovar,

2013).

Los Sesquiterpenos son compuestos quimicos formados por la union de tres
unidades de isopreno, estan constituido por un esqueleto de 15 carbonos y 24 hidrégenos
(C15 H24) son hidrocarburos insaturados pueden ser de tipo aciclicos, monociclicos,
biciclicos, etc., cumplen algunas funciones protectoras, de las plantas, también estan
presentes en hongos y bacterias, participan en procesos hormonales como atrayentes de

polinizadores (Sandoval, 2021).

Los triterpenos son moléculas policiclicas que estan condesadas por 6 unidades
de isopreno, generalmente son de tipo pentaciclicos, provienen de la ciclacion del 3S-2,3-
epoxido-2,3-dihidroescualeno, o del mismo escualeno. Estos compuestos son
hidrocarburos que no poseen heteroatomos, estdn presentes en plantas, animales
superiores hongos y bacterias (Pérez, 2016). Los triterpenos se caracterizan por tener una
gran riqueza quimica y farmacoldgica, Cano (2013), los describe como: “agentes
antivirales, antimicrobianos, antiinflamatorios, antitumorales, antioxidantes, hepa y
cardioprotectores, analgésicos, antimicéticos, antiquimiopreventivos, asi como
compuestos inmunomoduladores”.  Los triterpenos estan representados por las
estructuras de los oleanano, ursano y lupano (triterpenos pentaciclicos) estos pueden
sufrir biotransformaciones, generando una herramienta util para la obtencién de una gran
variedad de fitofarmacos activos que contribuyen significativamente en la salud por ser

aplicados en la industria farmacéutica, agroquimicos, alimenticia, bioldgica, quimica,
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entre otras (Pérez, 2016). Dentro de este grupo estan los compuestos amargos como la
limonina, a mas de ser un repelente de los depredadores, presenta actividad

anticancerigena por induccion a la apoptosis de células cancerigenas (Flores, 2013).

Las bondades de los triterpenos son muchisimas que en la actualidad se aconseja
ser utilizados como alternativa para sustituir los antibidticos, por la seguridad de su

inclusion y su nula residualidad (Mas et al, 2017).

2.1.8.2. Los alcaloides: Son compuestos organicos, de estructura ciclica,
formados a partir de aminoacidos, poseen nitrégeno heterociclico con un estado de
oxidacion negativo, de origen fundamentalmente vegetal (Benitez, 2017). Los alcaloides
estan distribuidos en nuestro organismo en cantidades controladas son muy utiles pero
muy peligrosos, se les considera sustancias alcalinas que a valores de pH 7, 2 a 5 tienen
la capacidad de protonizar su nitrogeno, razon por la cual son moléculas con cargas
positivas y forman facilmente sales al solubilizarse en agua (Rojas et al, 2015). Estos
compuestos presentan una variedad de formas estructurales con diversos grupos
funcionales, en la actualidad se conoce mas de 20000 estructuras, se ha detectado tres
tipos: Los alcaloides verdaderos los cuales son derivados de los aminoacidos esenciales
y su nitrogeno formando parte del anillo heterociclico, se caracterizan por sus
propiedades farmacoldgicas, dentro de esta clasificacion tenemos los Protoalcaloides son
producidas in vitro con la ayuda de los aminoécidos, se les considera aminas simples, el
nitrégeno no forma parte del anillo ciclico, y por ultimo tenemos los Pseudoalcaloides los
cuales no son generados a partir de los aminoacidos pero si se comportan con propiedades
farmacologicas y su nitrégeno forma parte del ciclo del compuesto (Macurulla, 2002) se
puede asegurar que los alcaloides son uno de los compuestos naturales mas estudiados
por sus propiedades medicinales y toxicoldgicas, en las plantas estan ubicados en los

tejidos de crecimiento y en lo posterior se acumulan en los tejidos de almacenamiento
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(Pérez et al, 2011). En las celulas vegetales la sintesis de los alcaloides se da en organelos
como el citosol, membrana del reticulo endoplasmatico en los cloroplastos y en la
mitocondria, posteriormente son utilizados o acumulados, pero no son los productos
finales dependiendo de la necesidad de nitrégeno de la planta, por ejemplo, en las semillas
los alcaloides son degradados durante la germinacion (Loyola et al, 2004). Los alcaloides
pueden poseer sitios activos para los neurotransmisores, pueden oxidarse, racemizarse
espontaneamente para cumplir con sus multipropositos, diariamente el ser humano hace
uso de gran cantidad de alcaloides vegetales, como estimulantes (cocaina, nicotina,
morfina, dopamina), protectores de la radicacién UV de las plantas (nicotina), drogas

medicinales (codeina, cafeina, dopamina) (Kukula, 2017).

Figura 4. Estructura Alcaloides, ejemplo la mitraginina (Parada, 2021).
Los alcaloides se clasifican, de acuerdo con su estructura, en las siguientes clases:

a) Los alcaloides verdaderos derivan de amino&cidos (la L-ornitina, la L-lisina, la
L-tirosina, la L-fenilalanina, la L-histidina y el L-triptofano) y estan formados por un
anillo heterociclico conteniendo al menos un atomo de nitrogeno. Aun en dosis muy
pequefias, son moléculas sumamente activas, tiene por lo general sabor amargo y un

aspecto solido cristalino de color blanco.
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b) Protoalcaloides (mescalina y hordenina) Son alcaloides cuyos atomos de
nitrogeno derivados de aminoacidos no forman parte del anillo heterociclico de su
estructura. Estan formados por anillos cerrados y generalmente son alcaloides de
estructura simple, son poco abundantes en la naturaleza y suelen ser derivados de

aminoéacidos como el L-triptéfano y la L-tirosina (Parada, 2021)

c) Los Pseudoalcaloides (Cicutina, capsaicina, efedrina, solanidina,
cafeina, teobromina) poseen estructuras carbonadas que no derivan directamente de
ningln aminoacido, pero cuya formacién estd conectada con las rutas metabdlicas
aminoacidicas, pueden ser derivados del metabolismo de la fenilalanina, de algunos

terpenoides y del acetato, asi como de alcaloides esteroideos (Roberts, 2013).

2.1.8.3. Los fenoles: Las plantas poseen un alto potencial nutricional y
terapéutico, su poder antioxidante es mayor que de la vitamina C y E gracias a los
compuestos fenolicos que tiene la capacidad para captar un electron, estos compuestos
también Ilamados polifenoles son mas 8000 moléculas, que poseen en su estructura uno
0 mas hidrdoxidos (Sandoval, 2020). Entre los mas importantes estan los flavonoides, las
antocianinas, catequinas y epicatequinas (Zapata et al, 2014). También encontramos a los
compuestos de los fenilpropanoides que incluye los derivados del acido hidroxicindmico
(cafeico, ferulico, sindptico y p-cumarico) estilbenoides (resveratrol) y derivados del
acido benzoico, (galico y algunos acidos elagicos). Los polifenoles generalmente se
encuentran glicosidados (Quifiones, 2010). Los polifenoles se obtienen por sintesis de
acido shikimico y la ruta de los poliacetatos (Avalos, 2003). Las aplicaciones
farmacéuticas, de defensa entre otras son considerables, se refieren sus efectos como
analgésicos, antibacterianos,  antihepatotoxicos, antioxidantes antitumorales,

inmunoestimulantes, entre otras (Pérez et al, 2011).
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Figura 5. Estructura general de flavonoides. Fuente, (Bach. 2020)

2.1.8.4. Los taninos: Son compuestos quimicos polifendlicos, no nitrogenados,
se caracterizan por su sabor amargo y espero, su estructura posee algunos grupos
hidroxilicos que le dan solubilidad en agua y la facilidad para formar complejos por tanto
son de peso molecular de alto (500 a > 20000 uma) (Bach. 2020). Los complejos que
forman los taninos tienen la facilidad de unirse a proteinas y en menor grado con iones
metal, amino&cidos y polisacéridos (Vélez et al, 2014). A los taninos se les relaciona con
los compuestos utilizados para cutir la piel, Olivas et al (2015) define quimicamente a
estos compuestos como : “Metabolitos secundarios derivados de plantas que pueden ser
esteres de acido galico o sus derivados unidos a una amplia variedad de polioles,
catequina o nucleos triterpenoides [galotaninos (GT), elagitaninos (ET) o taninos
complejos], o bien oligbmeros o polimeros de proantocianidinas que pueden poseer

diferente acoplamiento inter-flavonil u otros patrones de substitucion (TC)".

Los taninos se pueden clasificar en cuatro grupos: los condensados (TC, origen
flavonoide), los hidrolizables (TH, origen no flavonoide) los floro taninos (FT, derivados
de algas café) y los taninos complejos. (Sandoval, 2020). Los taninos son abundantes en
el reino vegetal predominan en algunas familias (Fabaceas, Mirtaceas), se acumulan en

raices, rizomas, cortezas, hojas y frutos, el ejemplo mas conocido de los taninos en frutos
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es en las uvas, a las cuales se les atribuye el poder antioxidante y regenerador celular
gracias a estos compuestos de tipo polifenolicos (Vasquez, 2012). Los taninos son
compuestos activos frente a biomoléculas como antioxidantes y antimicrobianos, también
se utilizan como antisépticos y astringentes, tomado en consideracion el ultimo beneficios
es necesario su consumido en moderadas cantidades porque provoca dafio por la baja
absorcion de proteinas, pues las desnaturalizan, asi como su posible efecto pro-oxidante

(Rojas et al, 2015).

Figura 6. Estructura de tipo Taninos condensados (Olivas, 2015)

2.1.8.5. Las saponinas: Son compuestos de alto peso molecular, estan presentes
en muchas plantas se caracterizan por la espuma que producen al ponerse en contacto con
el agua y agitacion por eso su nombre que deriva del latin sapo que es jabdn (Vélez, 2014).
Las saponinas son metabolitos secundarios que se acumulan en las raices y follaje de
plantas, de tipo coloidal, su base es un heterosido (aztcar + aglicon), solubles en agua,

poseen una estructura glucosidicos (Sandoval, 2020).

Las saponinas son moléculas constituidas por azucares de tipo simple de 1 a 5

unidades en forma de acetales, posee un nucleo lipofilico que se lo denomina aglicén,
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tienen una estructura esteroide o triterpenoide, enlazados a carbohidratos por enlaces

glucosidicos, ver Figura 7 (Navarro, 2019).

MONOSACARIDOS

Rha —Glu

ENLACE GLICOSIDICO

Figura 7. Estructura de la saponina (Usifia, 2017).

Las saponinas disminuyen la tension superficial por eso forman espuma y se las
considera tensoactivas. Se les considera compuestos Heterdsido se hidrolizan
rapidamente en presencia de un &cido o un compuesto enzimatico, descomponiéndose en
su aglicon y azucar (Mena et al, 2015). Al ser suministradas por via oral las saponinas
son muy toxicas debido a sus propiedades hemoliticas produciendo irritacion en el tracto
digestivo y estdbmago, también en contacto con la sangre destruyen los glébulos rojos
porque interaccionan con el colesterol de la membrana de los eritrocitos. Valdés (2015)
indica: “Las saponinas poseen actividad bioldgica y farmacolodgica, destacandose su
efecto piscida, insecticida, anti-protozoos, antiinflamatorio, leishmanicida, anti-
trichomonas, anti-agregante plaquetario, broncolitico, hipo-colesterolémico, son

Ictiotoxicas para los animales de sangre fria como los peces”.

2.1.9. Antioxidantes Naturales: La mayoria de metabolitos secundarios son

compuestos quimicos con propiedades antioxidantes, se encuentran distribuidos en las
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diferentes partes de los vegetales, se caracterizan porque son reactivas con los radicales
libres, ya sea neutralizando o formando compuestos radicalarios mas estables. En estos
ultimos afios se han enfocado los trabajos de investigacion al estudio de los antioxidantes
de origen natural, ya que son faciles de obtener y sin efectos secundarios (Suarez, 2019).
Los antioxidantes naturales son los que proviene de los vegetales y como son exogenos,
se recomienda el consumo de frutas, verduras, extracto de plantas, rodearse de un
ambiente sin estrés y no toxico, en este caso actian como medicamentos 0 compuestos
preventivos de enfermedades, en tanto que si se consumen los antioxidantes naturales al
estar enfermos resultarian reparadores del dafio celular producido por la enfermedad.
(Guerra, 2016). Los metabolitos secundarios como los compuestos polifenolicos,
terpenoides y compuestos nitrogenados como péptidos, aminoacidos, aminas y alcaloides
actlan como antioxidantes porque poseen electrones listos para donar y neutralizar a las
especies reactivas de oxigeno (lbarra et al, 2011). Los antioxidantes en la actualidad los
podemos encontrar en el mercado tanto los naturales como los sintetizados en los

laboratorios, e incluso son aditivos de alimentos funcionales (Suarez, 2019).

2.1.10. Especies reactivas de Oxigeno: Las especies reactivas del oxigeno (ROS)
son generadas como una consecuencia del metabolismo aerdbico fisioldgico normal
(Carvajal, 2019). Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno son moléculas que se
generan a partir del metabolismo celular fisiol6gico; sin embargo, cuando existe un
desequilibrio entre la produccion de radicales libres y los mecanismos antioxidantes se
genera estrés oxidante (Hernandez et al, 2019). EI estrés oxidante es el resultado de la
respuesta inflamatoria asociada a la sepsis que produce cambios en la funcion
mitocondrial y en la microcirculacion (Carrillo, 2016). El desbalance entre la produccion
de los ROS vy el sistema de defensa antioxidante en los sistemas vivos ocasiona una

ruptura de la funcion celular y dafio (Pacheco, 2019). Las especies reactivas de Oxigeno

22



son moduladores de las funciones celulares (Hernandez et al, 2019). Cuando las
concentraciones de ROS son bajas inhibe su participacion en la sefializacién celular, la
induccion de la respuesta mitogenica, y en la defensa contra agentes infecciosos (Carvajal
2019), el exceso de los ROS puede alterar la funcion celular normal y promover el dafio
irreversible a lipidos, &cidos nucleicos ya proteinas celulares (Pacheco, 2019). Estudios
recientes sugieren la existencia de seis especies reactivas de oxigeno (ROS) que provocan
dafio oxidativo al cuerpo humano: anion superoxido (02 ), peroxido de hidrogeno
(H20y), radicales perdxilo (ROO"), radical hidroxilo (HO"), oxigeno (O) y peroxinitrito

(ONOO) (Ibarra et al, 2011)
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Figura 8. Estrés Oxidativo (Navarro, 2019).
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2.1.12. Actividad Antioxidante.

Los organismos aerobios cuentan con sistemas de defensa antioxidante que consta
de moléculas especificas, enzimas y secuestrantes quimicos (Hernandez, 2019). “La
primera linea de defensa son las enzimas, que degradan las especies reactivas de oxigeno
a moléculas menos agresivas, la superéxido dismutasa (SOD), la cual cataliza la
dismutacion del radical superdxido para formar peroxido de hidrégeno, la catalasa (CAT)
y la glutation peroxidasa (GPX), que descomponen al H20. en oxigeno y agua, entre
otras.” Sandoval (2019). La segunda linea de defensa de las especies reactivas de oxigeno
son los antioxidantes preventivos, los antioxidantes secuestradores, se caracterizan
porque para el proceso de inicio y propagacion de la formacion de radicales libres y los
antioxidantes nutricionales como las vitaminas A, E y C, neutralizan a los radicales libres
(Carrillo, 2016; Navarro, 2019). A pesar de los frentes antioxidantes enddgenos se da el
estrés oxidativo por de las especies reactivas de oxigeno, es necesario antioxidantes

naturales o sintéticos de tipo exdgeno. (Prada, 2015).
2.1.13. Método DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl).

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede ser
cuantificado por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacién
controlado. El método DPPH es muy utilizado para determinar la actividad antioxidante,
midiendo la actividad secuestradora o captadora de radicales libres (Guerra, 2016). Este
método se fundamenta en comprobar que un compuesto antioxidante evita la oxidacion
de un sustrato oxidable por parte de un agente oxidativo. La inhibicién o reduccion del
proceso oxidativo depende de la actividad antioxidante y concentracion del compuesto o

muestra (Kuskoski et al, 2005)
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Método desarrollado por Brand-Williams y otros (1995) ha sufrido ciertas
adaptaciones por autores segun la informacion que quieren obtener. El reactivo DPPH es
un radical de nitrogeno disponible comercialmente, sumamente sencillo de realizar y
aplicar, esto gracias a que Unicamente se requiere un espectrofotdmetro UV (Torrenegra,
2014). Se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 517 nm del radical DPPH, por
antioxidantes. La solucion de DPPH disuelta en metanol o etanol, reacciona con el
sustrato antioxidante, el cual dona un atomo de hidrogeno (Figura 10), cambiando de
color violeta a amarillo el reactivo DPPH. EI cambio de color debe ser monitoreado al
instante y 30 minutos, con agitacion continua con la ayuda de un espectrofotometro, esto
para la determinacion de los parametros de las propiedades antioxidantes (Tovar del Rio,

2013).
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Figura 9. Reaccién del radical DPPH con agente oxidante (Pérez, 2016)

2.1.14. Estudio Cualitativo o Tamizaje Quimico. Antes de realizar la extraccion
completa de la muestra a ser analizada, es necesario llevar a cabo pruebas preliminares
sencillas y répidas que permitan detectar cualitativamente la presencia de determinados
grupos de compuestos. Esto se logra mediante las técnicas de "screening™ (tamizaje), que
se ayudan de la macroquimica para evidenciar estos grupos de constituyentes mediante

formacion de precipitados, coloraciones, etc. (CIBE, 2021)
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo es de tipo investigativo-experimental, porque los resultados
seran obtenidos mediante técnicas especificas, el cual se desarrollo en los laboratorios de
Bioproductos de las instalaciones del Centro de Investigacion Biotecnologica del Ecuador
(CIBE), ubicada en el Campus “Gustavo Galindo V.” de la Escuela Superior Politécnica
del Litoral (ESPOL), cuya ubicacién es: Km. 30.5 Via Perimetral, contiguo a la ciudadela
Santa Cecilia, de la ciudad de Guayaquil, donde se obtuvo el extracto etandlico de la
muestra vegetal (hojas) de la Baccharis latifolia (chilca), se determind la actividad
antioxidante y mediante tamizaje quimico cualitativo se identificé los principales

metabolitos secundarios.
3.1. Variables.
Variables Dependientes:
e Cantidad de metabolitos secundarios
e Actividad antioxidante.
Variables Independiente:
e Extracto etandlico de las hojas secas de Baccharis latifolia (chilca)
3.2 Recoleccion de material vegetal y secado.

Las hojas de B. latifolia fueron recolectadas el dia 15 del mes de octubre de 2021,
de forma aleatoria, en la Quinta Catalina ubicada en la parroquia Pantafio de la provincia
de Chimborazo, posteriormente las hojas se lavaron con abundante agua destilada con
unas gotitas de cloro, se dejaron en un lugar aireado para su secado que duro 4 dias a

temperatura ambiente, hasta poseer peso constante de 50 g de hojas secas (CIBE, 2021)
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(Anexo 1).
3.3. Obtencién del extracto etanélico de B. latifolia.

El extracto etanolico de hojas de B. latifolia (chilca), se efectu6 por maceracion
al 20% (20 g de muestra en 100 mL de etanol absoluto) durante 24 horas en un agitador
orbital (80 rpm) a temperatura ambiente. Posteriormente, el extracto se filtré a través de
papel de filtro Whatman No. 1 y se evaporo a 40 °C mediante el uso de un evaporador

rotatorio. El extracto etanolico se conservo a 4 °C. (CIBE, 2021)

3.4. Determinacién de la actividad antioxidante empleado el ensayo de

DPPH.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se aplica el protocolo de
laboratorio del Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE-ESPOL,
2021). Se sigui6 el método del radical estable o DPPH desarrollado por Band-Willams y
otros (1995) y modificado por Noriega y otros (2015). Se usa el espectrofotometro Biotek
Synergy HTX multi-mode microplate reader with UV-VIS detector (Vermont, USA)

(Viteri, et al, 2021).
3.4.1. Preparacion de la muestra para la actividad antioxidante

El extracto vegetal de las hojas de B. latifolia se reconstituyé en metanol

obteniéndose una concentracion madre de 1 mg/mL (CIBE, 2021).

3.4.2. Preparacion del reactivo DPPH. Se pes6 3.9 m g del radical aforado,
previamente tarado y protegido contra la luz. Se disolvio en 100 mL de metanol al 80%.
La solucion se colocd en un sonicador durante 20 min con la finalidad de lograr una

adecuada disolucion.
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3.4.3. Preparacion de la curva de calibracion. Se prepar6 una solucion patron,
disolviendo 2 mg de trolox en 10 ml de metanol al 80%, de la cual se prepard una serie

de diluciones entre 1 - 10 pg/mL. La preparacion se realizé por duplicado

3.4.4. Preparacion de la muestra con radical DPPH. A la muestra del extracto
etanolicd de las hojas de B. latifolia, se les adicion6 2.9 mL de la solucién de DPPH, se
agito vigorosamente y se mantuvo en obscuridad por 1 h. Se registro la absorbancia a 517

nm después de 30 min.

3.4.5. Mediciones. Previo a la lectura se encero el espectrofotébmetro con alcohol
al 96% a una longitud de onda de 517 nm. Al final se midid las absorbancias de la muestra.
Las lecturas se las realizd por triplicado. Los resultados se expresaron en pmol

equivalente de Trolox (ET)/g de muestra.

% Inhibicién = Absorbancia blanco —Absorbancia muestra * 100

Absorbancia blanco
3.5. Tamizaje quimico cualitativo.

3.5.1. Tratamiento de la muestra. Para el tamizaje quimico cualitativo el
extracto etanolico se disolvié a una concentracion de 5 mg/mL para cada ensayo (CIBE,

2021).
3.5.2. Procedimiento.

Las hojas secas de B. Latifolia son sometidas a tres extracciones sucesivas segun
el esquema de la Fig. 10, a cada extracto I, 11 y 111, se le mide el volumen obtenido y se
le calcula su concentracidn, esto es, gramos de sustancias extraidas por mL de extracto.

Para ello tome una alicuota de 5 mL y paselo a una capsula previamente tarada, evapore
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a sequedad en bafio de agua y pesa nuevamente. Se procede de igual forma que la técnica

descrita para la determinacion de sustancias solubles (CIBE, 2021).

50 ¢ de material vegetal

(hojas secas de chilca)
|

Extraer con 130 mL de éter etilico por maceracion por 48 horas a temperatura ambiente

Filtrar -{

Btracto eereo () Residuo Soldo
Medirvolumen y calcular concentracion Secary pesar
.

Extraer con 3 veces el peso del residuo en
volumen con etanol por maceracion durante 48

horas
Filtrar
Extracto alcoholico (]
Residuo Solido , U
Medir volumen y calcular
Secary pesar concentraciones

|

Extrae con 3 veces el peso del residuo en volumen con
agua destilada por maceracion durante 48 horas

h
Filtrar
Extracto acuoso (Il
Residuo solido ——  Medirvolumen y calcular
Secar, pesary desechar conceniraciones

Figura 10. Extraccién sucesiva del material vegetal para la aplicacion de técnicas

de Tamizaje Fitoquimico. (CIBE, 2021).

Posteriormente en cada extracto por separado se procede de acuerdo a los

esquemas representado en la Figuras 11. En cada caso para realizar los ensayos se procede
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de la siguiente forma (Viteri et al, 2021):

3.4.2.1. Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto la presencia
de alcaloides, para ello, si la alicuota del extracto esta disuelta en un solvente organico,
este debe evaporarse en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de acido
clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de
acido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la
solucion acuosa cida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff,
si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++). (Manual

de laboratorio del Centro de investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador, 2021)

3.4.2.2. Ensayo de Mayer: Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta
obtener la solucién acida. Afiada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite v filtre.
Afada 2 ¢ 3 gotas de la solucién reactiva de Mayer, si se observa opalescencia (+),

Turbidez definida (++), precipitado coposo (+++) (Viteri et al, 2021)

Observacion: En el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-6xidos libres, éstos
solo se encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la reaccion debe
ser (++) 0 (+++), en todos los casos, ya que un resultado (+), puede provenir de una

extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias.
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Extracto acuoso de hoja de
chilca

l

Dividir en fracciones

6 mL en tres porciones

Ensayos de DRAGENDORFF,
MAYER y WAGNER

( alcaloides)
2mL

ENSAYO DE FEHLING
(azucares reductores)

2 mL.
ENSAYO DE CLORURO —
FERRICO
(taninos) 10mL
ENSAYO DE
MUCILAGOS
2 ml
ENSAYO DE SHINODA —
(flavonoides)
1 0 2 gotas
— ENSAYO DE PRINCIPIOS
AMARGOS

Figura 11. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso. (CIBE,

2021)

3.4.2.3. Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la
solucion &cida, afladiendo 2 o 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma
forma. Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos
con agrupamiento lacténico, en particular Cumarinas, aunque otros compuestos
lactonicos pueden dar positivo al ensayo. Para ello, si la alicuota del extracto no se
encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y redisolverse en la
menor cantidad de alcohol (1 mL). En estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo,
considerandose un ensayo positivo la aparicién de coloracion o precipitado rojo (++ y

+++) respectivamente (CIBE, 2021).

3.4.2.4. Ensayo de Hidroxamato férrico para cumarinas: Una gota del extracto
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se coloca en una placa de porcelana y se afiade una gota de clorhidrato de hidroxilamina
disuelto en etanol al 10 %. Se afiaden unas gotas de hidroxido de potasio al 10% en etanol
y se calienta a la llama hasta burbujeo, se afiaden unas gotas de acido clorhidrico 0.5
mol/L y una gota de cloruro férrico al 1% en agua. El desarrollo de una coloracion violeta

(+), claro (++), intenso (+++).
El reactivo de Baljet se prepara de la siguiente forma:
Solucién 1: Hidréxido de sodio al 10 % en agua.
Solucion 2: Acido picrico al 1 % en etanol.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual
cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha

mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar.

3.4.2.5. Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de
quinonas. Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo.
Se adiciona 1 mL de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio 6 amonio al 5 % en agua.
Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion. Si la fase
acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo se considera positivo.

Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++) (CIBE, 2021)

3.4.2.6. Ensayo de Liebermann-Burchard: Permite reconocer en un extracto la
presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos de productos poseer un nucleo
del androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicion 5-6. Para ello, si la
alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio
de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de anhidrido

acetico y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3 gotas de
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acido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido
de coloracion: 1- Rosado-azul muy répido. 2- Verde intenso-visible, aunque rapido. 3-
Verde oscuro-negro-final de la reaccion. A veces el ensayo queda en dos fases o
desarrollo de color. Muy pocas veces puede observarse el primer cambio. El tercer cambio
generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades importantes de estos

compuestos. (CIBE, 2021)

Nota: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccion pues
ésta con el acido sulfarico reacciona de forma violenta y puede ocurrir un accidente. La
reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para diferenciar las estructuras
esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones azules o azul
verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o pdrpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y
esteroides saturados que puedan estar presentes (Manual de laboratorio del Centro de

investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador, 2021).

3.4.2.7. Ensayo de Fehling: Permite reconocer en un extracto la presencia de
azUcares reductores. Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agua. Se
adicionan 2 mL del reactivo y se calienta en bafio de agua 5- 10 minutos la mezcla. El
ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece precipitado rojo.
El reactivo se prepara de la siguiente forma: Solucion A: Se pesan 35 g de sulfato cuprico
hidratado cristalizado y se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.
Solucidn B: Se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de hidréxido de sodio y
se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL. Las soluciones se tienen
preparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad en volumen de cada una

de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a
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la alicuota a evaluar (CIBE, 2021).

3.4.2.8. Ensayo de la espuma: Permite reconocer en un extracto la presencia de
saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénica. De modo que, si la alicuota se
encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla
fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si aparece espuma en
la superficie del liquido de méas de 2 mm de altura y persistente por méas de 2 minutos

(CIBE, 2021)

3.4.29. Ensayo del cloruro férrico: Permite reconocer la presencia de
compuestos fenolicos y/o taninos en un extracto vegetal. Si el extracto de la planta se
realiza con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles como taninos. A una alicuota del
extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en
solucion salina fisiologica (cloruro de sodio al 0.9 % en agua). Si el extracto es acuoso,
el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una alicuota del extracto se afiade
acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 %
en solucién salina fisiologica, un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion

general (CIBE, 2021).
* Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fenolicos en general.
* Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.
* Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

3.4.2.10. Ensayo de la ninhidrina: Permite reconocer en los extractos vegetales
la presencia de aminoacidos libres o de aminas en general. Se toma una alicuota del
extracto en alcohol, o el residuo de la concentracion en bafio de agua, si el extracto se
encuentra en otro solvente organico, se mezcla con 2 mL de solucion al 2 % de ninhidrina

en agua. La mezcla se calienta 5-10 minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera
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positivo cuando se desarrolla un color azul violaceo (CIBE, 2021).

3.4.2.11. Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en
un extracto de un vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye
con 1 mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico.
Después de la reaccion se espera 5 minutos, se afiade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan
las fases y se deja reposar hasta que se separen. Si la alicuota del extracto se encuentra en
agua, se procede de igual forma, a partir de la adicién del acido clorhidrico concentrado.
El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intensos en todos los casos. (CIBE, 2021)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Determinacion de actividad antioxidante por método DPPH.

El valor de la actividad antioxidante de la muestra del extracto etanolico de
las hojas secas de Baccharis latifolia (chilca) medido a 517 nm en espectrometro
Uv-Visible Modelo S-2150 del laboratorio del CIBE de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral, obtenido es de 83.3 + 0,64 umol equivalentes de Trolox /g
extracto seco) se interpreta como 1 gramo de extracto seco equivale a 83.36 umol
de Trolox. Mientras mayor es el valor, mas antioxidante es el extracto del arbusto
(Anexo 3. Reporte CIBE). La actividad o poder antioxidante de las hojas de B.
Latifolia del sector Pantafio del canton Chambo es media. El resultado obtenido se

presenta como valores promedio (n=9) * desviacion estandar (DE).
3.2. Identificacion de la composicion quimica

En el extracto etandlico se detectaron triterpenos en mayo cantidad (++),
en tanto que las saponinas y flavonoides estan presentes en menor cantidad (+) al

igual que los azucares reductores (+) del extracto de B. latifolia.

Cuadro 2. Resultado de tamizaje quimico cualitativo del extracto B. latifolia

(chilca).
ANALISIS METABOLITOS METODO RESULTADO
Dragendorff -
Alcaloides Mayer i
Tamizaje quimico
Wagner -
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cualitativo Lactosa Baljet -
Quinonas Borntrager -
Triterpenos Lieberman- ++
Burchard
Resina Resina -
Azlcares Fehling +
reductoras

Saponinas Espuma +
Aminoécidos Ninhidrina -
Shinoda -

Flavonoides Catequinas +
Fenoles FeCls -

Comentarios: Interpretacion de resultados: (-) Ausente, (+) Presente, (++)

Abundante, (+++) Muy abundante.

3.3. Discusion.

Varios estudios han sido realizados con el fin de determinar la capacidad
antioxidante de B. latifolia en Bolivia, Pert, Colombia y otros paises de Sudamerica,
pero en Ecuador no hay investigaciones relacionadas con la actividad antioxidante de

este arbusto. En la valoracion obtenida de la capacidad captadora de radicales libres
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mediante el método DPPH del extracto de la B. latifolia de Pantafio- Ecuador, presento
una actividad de 83,36 £ 0,64 umol equivalentes de Trolox/g extracto seco, se interpreta
como 1 gramo de extracto seco de la hoja de chilca equivale a 83,36 umol de Trolox.
Gaviria et al (2014) en su estudio de la actividad antioxidante por el método DPPH de
las plantas cafeteras de Colombia de la familia Baccharis s p. obtuvo un valor de 29,80
pumol equivalentes de Trolox/g extracto seco y la valoro como una actividad antioxidante
baja, en tanto que Rodriguez et al (2012) en el estudio de la actividad antioxidante por
el método DPPH en una muestra de propoleos de Galapa obtuvo un valor de 190,41
umol equivalente de Trolox/g de extracto seco y la valoro como alta actividad
antioxidante. Por los estudios anteriormente mencionados se puede decir que presenta

una actividad antioxidante media el extracto de las hojas de la B. Latifolia en estudio.

Los resultados obtenidos en esta investigacion seran una buena referencia para futuras

investigaciones.

La identificacion de la composicion quimica por medio del tamizaje quimico
cualitativo del extracto de las hojas de Baccharis latifolia concordé con la realizada por
Calle (2017) que mediante la prueba de Liberman-Burchard determino la presencia de
Triterpenos en cantidad abundante (++), en tanto que la presencia de flavonoides (+++)
referenciado por Enriquez (2018) correlacionado con el valor obtenido de Flavonoides
(catequinas) estd presente (+) esto se puede deberse a factores como la diferencia
climatico composicion de suelos, ciclos vegetativos, edad de la planta entre otros la
presencia de saponinas en la nuestra de las hojas de la B. Latifolia realizada por el
método de la espuma (+) es un valor semejante referido por Sandoval (2021).
Los azucares reductores son aquellos que poseen su grupo carbonilo (grupo funcional)
intacto entre estos tenemos glucosa, lactosa, fructosa, maltosa, galactosa, manosa, y

mediante el ensayo de Fehling se determind la presencia (+) en el extracto de etanolico
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de la B. Latifolia analizada en esta investigacion.

Sandoval, (2020) describe metabolitos secundarios que destacan como los
compuestos fendlicos tales como los flavonoides especificamente las catequinas como
la acacetina, luteomina y quercetina encontramos en mayor cantidad los terpenos como
el pineno, felandreno, careno, terpineno, cariofileno entre otros. Entre los flavonoides,
podemos enumerar compuestos aislados tales como quercitina, trimetoxiluteolina,
hispidulina, apigelina, rhamnazin, entre otros, siendo los principales y mayoritarios la
luteolina y la acacetina segun lo indica Navarro (2019). Luego, entre los compuestos
terpénicos y/o esteroidales, estdn los monoterpenos (afelandreno, canfeno, componentes
del aceite esencial como carquejol, sabineno, Uifelandreno, mayormente limoneno, etc.),
diterpenos (clerodanos, labdanos) y los sesquiterpenos (U-gurjunena, escualeno,
eudesmano, componentes del aceite esencial como a-tijueno, a-cadineno, germacreno
D, etc.), estos componentes fueron aislados de las partes aéreas de la planta y de su raiz

segun lo indica Parada (2016).

39



CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

e La Baccharis latifolia (chilca) es un arbusto autoctono de la region
andina de Sudamérica, posee propiedades medicinales, entre las principales son:
analgeésicas, antiinflamatorias, antimicrobianas, anticancerigenas y también se
complementa los beneficios antioxidantes gracias a esta investigacion, aplicandola
en la prevencion y tratamiento de enfermedades producidas por estrés oxidativo a

nivel celular.

e Laactividad antioxidante por el método DPPH del extracto etandlico de
las hojas de B. Latifolia obtenido es de 83,36 + 0,64 pumol equivalentes de Trolox/g
extracto seco, se le atribuye una actividad antioxidante media, se le da esta
valoracion tomando en cuenta estudios anteriores en semejantes condiciones (tipo
de extracto, area de estudio del arbusto, método usado para la determinacion de la

actividad antioxidante).

e La B. latifolia a mas de poseer propiedades medicinales, también se
determind un poder antioxidante medio y se le atribuye este beneficio en especial a
metabolitos secundarios como los triterpenos, compuestos fendlicos y catequinas,
estos compuestos poseen estructuras capaces de aceptar un radical libre, haciendo
que ha nivel metabdlico y celular, inhiban, retarden o neutralicen los compuestos
excedentes oxigenados radicalarios evitando el dafio a nivel celular y con esto

enfermedades.

e La chilca es un arbusto accesible y facil de encontrar en la zona andina
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de nuestro pais, es necesario tomar en cuenta que para aprovechar las propiedades
antioxidantes que posee, se le debe dar un tratamiento previo pues contiene una
cantidad moderada de saponinas que son metabolitos secundarios que al ser

ingeridos producen toxicidad al ser humano.

5.2. RECOMENDACIONES

Este trabajo serviria de base o plataforma para dar continuidad a la valoracion de
las propiedades antioxidantes de algunas plantas ancestrales de cierta manera olvidadas o
relegadas como la B. latifolia 0 comUnmente conocida como chilca. También se le puede
complementar a esta investigacion el estudio de las propiedades medicinales,
antiinflamatorias de este arbusto ancestral y culturalmente usado en paises como Peru y

Bolivia y en menor grado en Ecuador.
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ANEXOS

Anexo 1.
Recoleccién hojas de Baccharis latifolia de sector Pantafio.

Anexo 2.

Espectrofotometro utilizado en determinacién de actividad antioxidante DPPH. Biotek
Synergy HTX multi-mode microplate reader with UV-VIS detector (Vermont, USA)
Modelo S-2150, 4 nm Banda de paso, Rango de longitud de onda: 200 ~ 1000 nm, Cambio
automatico de longitud de onda, Pantalla LCD grande y teclado. Programable. Completo
con 4 posiciones 0.394 in, Puerto USB, Puerto Rs-232, Cubierta contra el polvo, Manual
del usuario. Entrada de energia 100-240V S-2150V 0UV.
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Anexo 3.

Informe de anélisis de laboratorio CIBE.

m oL Escusla Superier Guayaquil - Ecuader
p Palitécnica del Litoral Campus Gustave Galinde Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Phx: (393-4) 2269 2469

Guayaquil, 06 de diciembre de 2021
QOFICIO CIBE-0103-2021

Sefiora
Catalina Miranda
Ciudad.-

De mi consideracidn:

En atencidn a lo solicitade mediante Propuesta Técnico-Econdmica de Servicios
Especializados MNo. BP-032B-2021 y BP-039-2021, anexo al presente, dos reportes de

laboratorio, de acuerdo al siguiente detalle:

Nombre del servicio: Determinar actividad antioxidante
extraccion de muestra vegetal de chilca
Método de andlisis: Espectrofotometria UV-Vis

Actividad antioxidante empleando el
ensayo de 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl

{DPPH)
Laboratorio encargado: Bioproductos y Bioprocesos
Nombre del servicio: Determinar la presencia de familias de

metabolitos secundarios en el extracto
etandlico de muestra vegetal de chilca.

Método de andalisis: Tamizaje guimico cualitativo

Laboratorio encargado: Bioproductos y Bioprocesos

Agradecemos su confianza y esperamaos poderle servir en un futuro cercano.

Atentamente,
JUAN MAMNUEL Famado digitalmente por JUAN %P O L
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MANUEL CEVALLOS CEVALLOS PR S g
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Juan Manuel Cevallos, PhD. del Ecua-:?n?s

Director General
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
Escuela Superior Politécnica del Litoral

Ady: 2 Reportes de laboratorio
e Archivo

[ Elzborado por: Relna Nolivos Mordn
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Centro de
Investigaciones
Biotecnolégicas del Ecuador

Pagina 1 da 2

N° de Reporte: EP-032B-2021
FECHA: Diciembre 06, 2021

REPORTE DE LABORATORIO

Identificacién del Cliente

Mombre del solicitante: Catalina Miranda

RUC: Empresa:
Teléfono: e-mail: rociomir! l@hotmail.com
Direccidn:

Detalles de la muestra analizada

Mombre: Hojas de chilca Tipo de muestra: Sdlido

MNimero de muestras: 1 Empaque: 1 caja de carton

Fecha de recepcidn: 16/11/2021 Fecha de pruebas: 29/11/2021

Andlisis: Actividad antioxidante empleando el | Método: Espectrofotometria UV-Vis
ensayo de 2 2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH).

RESULTADOS
Preparacion de extracto etandlico:

El extracto etandlico de hojas de chilca, se efectud por maceracion al 20% (20 g de muestra en
100 mL de etanol absoluto) durante 24 horas en un agitador orbital (80 rpm) a temperatura
ambiente. Posteriormente, el extracto se filird a fravés de papel de filtro Whatman MNo.1 y se
evapord a 40 *C mediante el uso de un evaporador rotatorio. El extracto etandlico se conservd
a4 C.

Para la actividad antioxidante el extracto etandlico se disolvid a una concentracién de 1 mg/mL.

Muestra Actividad Antioxidante £ Unidades
DE
Extracto etandlico de hojas de B3.36 = 0.64 pmol equivalentes de
chilca Trolox/g extracto seco
Comentarios:

+ Los resultados emitidos en este informe corresponden dnicamente a las muestras
recibida por el laboratorio.

* |03 resultados obtenidos se presentan como walores promedio (n=9) %+ desviacion
estandar (DE).
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N° de Reporte: BP-039-2021
FECHA: Diciembre 08, 2021

REPORTE DE LABORATORIO

ldantificacidn dal Cliente

Mombre del solicitante: Catalina Miranda

Cl: Empresa:
Teléfono: e-mail: rociomir10@hotmail.com
Direccidn:

Detalles de la muestra analizada

Mombre: Hojas de chilca Tipo de muesira: Solido

Momero de muestras: 1 Empaque: 1 caja de cartén

Fecha de recepcidn: 16/11/2021 Fecha de pruebas: 25/11/2021
RESULTADOS

Para el tamizaje quimico cualitativo el extracto etandlico se disolvid a una concentracidn de 5
mg/mL para cada ensayo.

Analisiz Metabolitos Método Resultados
Dragendorff -
Alcaloides Mayer -
Wagner -
Lactonas Baljet -
Quinonaa Bormntrager -
Triterpenos Liebermann-Burchard ++
Tamizaje quimico | Resinas Resinas -
cualitativo Azicares
reductores Fehling *
Saponinas Espuma +
Aminoacidos Minhidrina -
Flavonoides Shincda -
Catequinas +
Fenoles FeCla =
Comentarios:

+ Interpretacion de resultados: (-) Ausente, {+) Fresente, [++) Abundante, (+++) Muy

abundante.
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= Los resultados emitidos en este informe corresponden anicamente a las muestras
recibidas por el laboratorio.
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