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De mis consderaciones:

Envio a Ud. el Informe comespondiente a la tutoria realizada al Trabajo de Trulacon POUIFENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTO ACUOSO Y ETANOLICO DE LA RAIZ
DEL CHURCO Arthrostomma Ciliatum Pav. ax D. Don de las estugiantes MARITZA MAGALY
GUERRERO ACOSTA Y KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO, ndicando gue han cumplido
con lodes los pardmelros estableados en i normaliva vgente.

¢ Eltrabajo es el resuftado de una investigacion

* Elestudante demuesira conocimento profesional integral

e Elirabajo presenta una propuesta en el drea de conocimento.

o Elnivel de argumentacién as coherente con el campo de conocimiento.

Adconalmente, se adunta el cedificado de porcentae de similtud y la valoracion del trabajo de
titulacién con la respectiva calificacion

Dando por concluida esta tutoria de trabago de ttulacion, CERTIFICO, para los fines pertinentes, que
las estudanties estén aptas para continuar con el proceso de revisién final.

N

Q.F. Sgraya Garcia Larreta MSc
TUTOR DE TRABAJO DE TITULACION
Ne.C.l. 0911422178
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De mis consideraciones:

Envio » Ud. ef informe correspondiente a la REVISION FINAL de! Trabajo de THulacion POLIFENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTO ACUOSO ¥ ETANOLICO DE LA RAIZ DEL churco
Arthrostemmo ciliatum Pov. ex 0. Con., de las estudiantes MARITZA MAGALY GUERRERD ACOSTA,
¥ KATHERINE SJOHANNA PICO BADILLO. Las gestiones reslizadas me permten indicar que of trabajo
lmmmmmmmmmmthszWu.md
cumplimento de los sigulentes aspectas:

Cumplmiento de requisitos de forma:

El titulo tiene un méximo de 21 palabeas.

La memoria escrita se ajusta a la estructurs establecida.
nmmummnbsm«mmuﬁam”hfm.
La investigacidn es pertinente con & linea y sublineas de Investigacion de la carrera,
Los soportes tedricos son de mdximo 6 afos.

La propuesta presentada es pertinents.

Cumplimiento con ol Reglamento de Régimen Académko:
*  Ditrabajo es of resultado de una mvestigacion.
e El estudiante demuestra conocimiento profesional integral,
* Eltrabajo presents una propuesta on of drea de conocimeenta,
e Elnivel de argumentacion es coherente con #l campo de conocimiento

MWWul@m!wM.dM*deomﬂMhm
delw.dmammmmmdu,bcudhdndqwdm’oa
investigacion cumple con los requisitos exgpdos.

lhammdudamrmm.mmqmdm)mwmuwmwvwm
ACOSTA, KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO, esth (n} spto (s) para continuss proceso de
titulacion. Particular que comunicamos a usted para 104 fines pertinentes.

Atertaenents, '
foocENTE TUTOR

"CL Noo 09053665848
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CERTIFICADO PORCENTAJE DE SIMILITUD

Habiendo sido nombrada Q.F. SORAYA GARCIA LARRETA MSC, tutor del trabajo de titulacion
certifico que el presente trabajo de titulacion ha sido elaborado por MARITZA MAGALY GUERRERO
ACOSTA con CI: 1750015057 y KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO con Cl: 0953285681, con
mi respectiva supervisién como requerimiento parcial para la obtencion del titulo de Quimicas y
Farmacéuticas.

Se informa que el trabajo de titulacion: POLIFENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
EN EXTRACTO ACUOSO Y ETANOLICO DE LA RAIZ DEL CHURCO Arthrostemma ciliatum
Pav. ex D. Don ha sido orientado durante todo el periodo de ejecucion en el programa antiplagio
(URKUND) quedando el 4 % de coincidencia.

(—C\)
e £y
Q.F. Soraya“Garcia Larreta MSc L
No.C.l. 0911422178 i OS5 950ur94,



(URKUND

Urkund Analysis Result

Analysed Document: RAIZ ARTHROSTEMMA CILIATUM GUERRERO PICO.docx
(D64546509)

Submitted: 2/27/2020 6:11:00 PM

Submitted By: soraya.garcial@ug.edu.ec

Significance: 4%

Sources included in the report:

CHURCO- CASTILLO Y VINUEZA.docx (D54748819)
HOJAS ARTHROSTEMMA CILIATUM CHIQUITO.LAINEZ.docx (D64500154)

Instances where selected sources appear:

6

__)_l%c_ﬂca
CL DG5GHED 4]
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Guayaquil, 03 de Marzo dei 2020

APROBACION DEL TUTOR

En calidad de tutora del Trabajo de Titulacion, Certifico: Que he asesorado, guiado y
revisado el trabajo de titulacion en la modalidad de investigacion, cuyo titulo es:

“POLIFENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTO ACUOSO Y
ETANOLICO DE LA RAIZ DEL churco Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. 7. presentado
por MARITZA MAGALY GUERRERO ACOQOSTA con C.I. No 1750015057 y KATHERINE
JOHANNA PICO BADILLO con C.1. No 0953285681, previo a la obtencion del titulo de Quimicas

y Farmacéuticas.

Este Trabajo ha sido aprobado en su totalidad y se adjunta el informe de Antiplagio del programa
URKUND, quedando el 4% de coincidencia. Lo Certifico:

Q.F. SORAYA GARCIA LARRETA MSc.
C.I.No. 0911422178
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Guayaquil, 10 de Junio del 2020

CERTIFICACION DEL TUTOR REVISOR

Habiendo sido nombrada Q.F. MARIA ELENA JIMENEZ HEINERT M.Sc, tutor del trabajo
de titulacion "POLIFENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTO
ACUOSO Y ETANOLICO DE LA RAIZ DEL churco Arthrostemma ciliatum Pav. ex D."
certifico que el presente trabajo de titulacidn, elaborado por MARITZA MAGALY GUERRERO
ACOSTA con C.I No. 1750015057 y KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO, con C | No
0853285681, con mi respectiva supervision como requerimiento parcial para la obtencion del
titulo de QUIMICA Y FARMACEUTICA, en Ia Carrera Quimica y Farmacia de la Facultad de
Ciencias Quimicas, ha sido REVISADO Y APROBADO en todas sus partes, encontrandose

apto para su sustentacion

/}{ > 7 '- , “r f. (V‘C e /

e

‘Q F. Maria Elena Jimenez Heinert M.Sc
C.| No. 0805366985
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CERTIFICADO DEL TRIBUNAL

Acta de Registro de la Sustentacion Final

El tribunal de Sustentacion del Trabajo de Titulacién de las Sefioritas MARITZA MAGALY
GUERRERO ACOSTA y KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO, después de ser examinadas
en la presentacion, memoria cientifica y defensa oral, da por aprobado el Trabajo de Titulacion.

/

W ./ #

i . \ A /
Laze. frcat, g/
7 77 ¢

“Q.F. MARIA ELENA JIMENEZ HEINERT MSc.
PRESIDENTE - MIEMBRO DEL TRIBUNAL

L i o
€ ‘:((—\-é“' AP\ %’ m/a/awfl'm,
T e \ e ( Alr Y i
DRA. QF. ZOILA BELLA LUNA ESTRELLA MSc. Q.F. HAYDEE ALVARADO ALVARADO
DOCENTE - MIEMBRO 1 DEL TRIBUNAL DOCENTE - MIEMBRO 2 DEL TRIBUNAL

el

Ab. FRANCISCC PALOMEQUE ROMERO Mg.
SECRETARIO GENERAL
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
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LICENCIA GRATUITA INTRANSFERIBLE Y NO COMERCIAL DE LA OBRA
CON FINES NO ACADEMICOS

Nosotros, MARITZA MAGALY GUERRRO ACOSTA con C.I. No. 1750015057 y
KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO con C.I. No. 0953285681 certificamos que los
contenidos desarroflados en este trabajo de titulacién, cuyo titulo es “POLIFENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS ACUOSO Y ETANOLICO DE
LA RAIZ DEL churco Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don." son de riuestra absoluta
propiedad y respansabilidad, en conformidad al Articula 114 del CODIGQ QRGANICO DE
LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION®,
autorizamos la utilizacién de una licencia gratuita intransferible, para el uso no comercial de

ia presente obra a favor de la Universidad de Guayaquil.

MARITZA MAGALY GUERRERO ACOSTA KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO
C.I.No. 1750015057 C.I.No. 0953285681

*CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD £ INNOVACION {Registro Oficial
n. 899 - Dic./2016) Articulo 114.- De fos titulares de derechos de obras creadas en las instituciones de educacién superior
y centros educativos- En el caso de las obras creadas en centros educatives, universidades, escuelas politécnicas,
institutos superiores técnicos, tecnoidgicos, pedagégicos, de artes y los conservatorios superiores, e institutos publicos de
investigacién como resultado de su actividad académica o de investigacién tales como trabajos de titulacién, proyectos
de investigacién o innovacion, articulos académicos, u otros anélogos, sin perjuicio de que pueda existir refacién de
dependencia, a titularidad de los derechos patrimoniales corresponder3 a los autores. Sin embargo, el establecimiento
tendrd una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el usc no comercial de la obra con fines académicos.
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CARTA DE AUTORIA DEL TRABAJO DE TITULACION
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Yo, MARITZA MAGALY GUERRERO ACOSTA con cédula de ciudadania 1750015057, autor de este
trabajo declaro ante las autoridades de la Facultad de Gencias Quimicas de la Universidad de
Guayaquil, que la responsabilidad del contenido de este TRABAJO DE TITULACION, me corresponde
ami exclusivamente; y & patrimonio intelectual de la misma a la Facultad de Clencias Quimicas de

|a Universidad de Guayaquil.

Declaro también es de mi autoria, que todo el material escrito, salvo el que estd debidamente
referenciado en ef texto. Ademas que este trabajo no ha sido parcial ni totalmente presentado para

i3 obtencion de un titulo, ni en una Universidad nacional, nd una extranjera,

MARITZA MAGALY GUERRERO ACOSTA
C|.No. 1750015057
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Yo, KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO con cédula de ciudadania 0953285681, autor de este
trabajo declaro ante las autoridades de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de
Guayaquil, que la responsabilidad del contenido de este TRABAJO DE TITULACION, me corresponde
a mi exclusivamente; y el patrimonio intelectual de la misma a la Facultad de Ciencias Quimicas de

la Universidad de Guayaquil.

Declaro también es de mi autoria, que todo el material escrito, salvo el que estd debidamente
referenciado en el texto. Ademads que este trabajo no ha sido parcial ni totalmente presentado para

la obtencidn de un titulo, ni en una Universidad nacional, ni una extranjera.

KATHERINE JOHANNA PICO BADILLO
C.1.No. 0953285681
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RESUMEN

Los radicales libres son sustancias de origen enddgeno y/o exdgeno que producen estrés
oxidativo y dafio celular. Muchas plantas son utilizadas ancestralmente para combatir dolencias
atribuidas al estrés oxidativo. El Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don., cuyo nombre vulgar es
churco, es utilizada por la poblacion para mitigar la sed absorbiendo el agua y nutrientes del tallo,
pero no otros érganos de la planta, como el caso de la raiz que es desechada. Por lo cual es
necesario evaluar la concentracion de Polifenoles totales en los Extractos Acuoso y Etandlico de
la raiz de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. y su actividad antioxidante. Se realizé un
Tamizaje Fitoquimico preliminar presentando los metabolitos secundarios: fenoles y taninos,
flavonoides, quinonas, cumarinas, terpenos, esteroides, saponinas y azlcares reductores.
Ademas, se determind la concentracion de polifenoles totales mediante el método de Folin-
Ciocalteu y se obtuvo como resultado en extracto etandlico 728.05mgEAG/kg y en extracto
acuoso 284.55mgEAG/kg. La actividad antioxidante se determiné mediante el método de DPPH
y los resultados en extracto etandlico fueron de 5.76ugEAG/mL y en extracto acuoso de 10.27

MgEAG/mL, presentando mejor IC50 el extracto etandlico.

Palabras claves: Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don, actividad antioxidante, polifenoles

totales, tamizaje fitoquimico preliminar.
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SUMMARY

Free radicals are substances of endogenous and / or exogenous origin that produce oxidative
stress and cellular damage. Many plants are used ancestral to fight ailments attributed to oxidative
stress. The Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don., whose vulgar name is churco, is used by the
population to mitigate thirst by absorbing water and nutrients from the stem, but not other organs
of the plant, such as the root of the root that is discarded. Therefore, it is necessary to evaluate
the concentration of total polyphenols in the aqueous and ethanolic extracts of the root of
Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. and its antioxidant activity. A preliminary phytochemical
screening was performed presenting the secondary metabolites: phenols and tannins, flavonoids,
quinones, coumarins, terpenes, steroids, saponins and reducing sugars. In addition, the
concentration of total polyphenols was determined by the Folin-Ciocalteu method and was
obtained as a result in ethanol extract 728.05mgEAG / kg and in aqueous extract 284.55mgEAG
/ kg. The antioxidant activity was determined by the DPPH method and the results in ethanolic
extract were 5.76 HgEAG / mL and in aqueous extract of 10.27 ugEAG / mL, the ethanol extract
presenting IC50 better.

Keywords: Arthrostemma ciliatum Pav. Ex D. Don, Antioxidant Activity, Total Polyphenaols,

Preliminary Phytochemical Screening



INTRODUCCION

El churco o cafa agria es una planta que crece en la maleza o en bosques mixtos,
frecuentes en bosques de pino con maleza de crecimiento secundario a una altura de
1500 metros sobre el nivel del mar o menos. Es originaria de las ciudades de México
como Alta Verapaz, lzabal, Jutiapa; Santa Rosa, Quetzaltenango, San Marcos,
Huehuetenango, Zacapa. También se ha descrito en Belice y Panama. Esta planta es
utilizada comunmente por las personas que habitan en la provincia del Azuay, crece en

las regiones Andinas en la cordillera cerca de los rios.

Por otra parte, tenemos que el Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don fue recolectada
en el canton Ponce Enriquez, ubicado en el flanco occidental de la cordillera de
Mollepongo. Su tallo se lo utiliza comunmente para mitigar la sed, sus hojas poseen
actividad antimicrobiana, sus flores pueden ser utilizadas de forma ornamental. Sin
embargo, su raiz es desechada, es por ello que esta parte de la planta es el objeto de
estudio del presente trabajo de investigacion. En cuanto a los datos obtenidos de la
muestra recolectada se obtuvo un peso promedio de la planta de 104.7g y su raiz de 10g,
lo cual representa un 9.55% de su peso total, florece y fructifica durante todo el afio,
presenta de 1-2 m erecta, arqueada o ascendente.

Con respecto a los objetivos establecidos tenemos el evaluar la concentracion de
polifenoles totales en los extractos acuoso y etandlico de la raiz de Arthrostemma ciliatum
Pav. ex D. Don. y su actividad antioxidante, esto se logra mediante la certificacion de la
planta churco en el Herbario GUAY de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad de Guayaquil, asimismo identificar de manera cualitativa los tipos de
compuestos presentes en los extractos acuoso y etandlico de la raiz del Arthrostemma
ciliatum Pav. ex D. Don realizando un tamizaje fitoquimico preliminar orientado a
compuestos fendlicos, por ultimo tenemos la determinacion de la concentracion de

polifenoles totales en los extractos acuoso y etandlico por el método de Folin-Ciocalteau



y evaluar la actividad antioxidante en los extractos acuoso y etanodlico por el método de
DPPH.

La raiz del Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don no ha sido estudiada en lo que
concierne a su contenido de polifenoles totales y su efecto en la actividad Antioxidante,
el presente trabajo es precursor. Cabe recalcar que el estudio realizado por (Moscoso,
Santiana, Vacas-Cruz, Baez, & Sanchez, 2018 ) indica que se ha utilizado esta planta
para tratar trastornos medicinales como temperaturas altas e infecciones bacterianas. La
limitada informacién de esta planta induce a que se comparen los resultados con estudios

realizados a su taxonomia.

Por otra parte tenemos que en la falda de la cordillera de los Andes esta planta es
utilizada por su sabor, trituran el tallo para poder extraer la sabia y la ingieren
directamente o la mezclan con agua para tratar diversas molestias o afecciones en la
garganta, también es utilizada en decoccién como diurético, es por ello que debe
realizarse el estudio de esta planta perteneciente a la familia de las Melastomataceaes,
familia la cual es ampliamente distribuida por Latino América en ciertas partes de Asia y

Europa.

Acerca de los polifenoles, son metabolitos secundarios de algunas especies vegetales,
pueden ser divididos en varios subgrupos atendiendo a su estructura béasica, desde el
punto de vista de su actividad biolégica muchos polifenoles tienen propiedades
captadoras de radicales libres, por lo que le atribuye actividad antioxidante, que puede
estar enlazada con la prevencion de enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de
cancer. Particularmente los polifenoles tienen el poder de proteger las células contra el
dafio oxidativo y por lo tanto disminuir el riesgo de varias enfermedades degenerativas

gue se encuentran asociadas al estrés oxidativo provocado por los radicales libres, el



estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre especies oxidantes y reductoras a

nivel celular

Particularmente los alimentos de origen vegetal contienen antioxidantes, unos en
menor y unos en mayor concentracion, la planta en estudio Arthrostemma ciliatum Pav.
ex D. Don no es la excepcion debido al uso ancestral que ha tenido, se ha permitido su
evaluacion en diversas afectaciones como hipertermia o infecciones bacterianas. Sin
embargo, la escasa informacion quimica y farmacognosia de este género evidencia la
necesidad de complementar los estudios de su composicion quimica determinando su

contenido de polifenoles totales y su actividad antioxidante

En cuanto a la recoleccion de la muestra la raiz de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D.
se realiz6 al pie de una de las montafias que se encuentran en el area limitrofe entre
canton Balao y cantén Ponce Enriquez cerca del rio balao, se certificd la planta en el
Herbario Guay de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil,
posteriormente fueron preparados los extractos acuosos y etanodlico y se determiné
polifenoles totales por el método de Folin Ciocalteu y la actividad Antioxidante por DPPH,
por ultimo se determind los metabolitos presentes en nuestra muestra mediante en

tamizaje fitoquimico.



I.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estilo de vida actual puede suscitar inadecuados habitos alimenticios, ingiriendo
alimentos con baja calidad nutricional, lastimosamente en las dietas se incluye comida
rapida con un alto contenido de grasa, alimentos chatarra, enlatados que poseen
conservadores. Esto ha ocasionado graves problemas de salud en la sociedad como son
la desnutricion y obesidad, asi como el incremento de enfermedades cronico
degenerativas como consecuencias del estrés oxidativo (Delgado Olivares, Betanzos

Cabrera, & Sumaya Martinez, 2010 ).

En este sentido la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indica que la dieta es un
factor principal de riesgo de enfermedades crénicas como las cardiovasculares, el cancer
y diabetes, por ende, una mala alimentacion es una causa primordial a escala mundial
de estas afecciones (OMS, 2019 ). Las Enfermedades No Transmisibles (ENT) como
cardiopatia isquémica, obesidad, infarto agudo de miocardio, envejecimiento prematuro,
son la manifestacion de un proceso que comienza con un exceso de radicales libres, la
cual inicia con un evento aterosclerotico cuando un radical libre sustrae en el lumen un
electrén a la grasa poliinsaturada del colesterol (Maldonado, Jiménez, Guapillo, Ceballos,
& Méndez, 2010).

Por otra parte, el denominado estrés oxidativo provoca un dafio celular
desencadenado por radicales libres afectando uno o varios componentes primordiales de
la célula, oxidandolos y alterando sus funciones, estos se asocian a los organismos
patogénicos de diferentes enfermedades (Maldonado, Jiménez, Guapillo, Ceballos, &
Méndez, 2010).

En relacion a los dafios generados por oxidacion que conllevan a un envejecimiento

prematuro, cataratas, carcinogénesis y arterosclerosis que aumenta en concordancia con



los niveles de antioxidantes en la dieta y con una reduccién caldrica, resulta beneficioso
el consumo de alimentos con antioxidantes sobre todo vegetales, frutas y vitaminas y la
proteccion que pueden proporcionar para prevenir riesgos de padecimientos (OPS, 2012)

(Coronado, Vega, Leon, Vasquez, & Radilla, 2015).

Con respecto al Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. , cuyo nombre vulgar es
churco, es una especie vegetal utilizada para tratar trastornos medicinales como
temperaturas altas e infecciones bacterianas (Moscoso, Santiana, Vacas-Cruz, Baez, &
Sanchez, 2018 ). Las personas que la consumen desechan su raiz lo que genera
contaminacion. Sin embargo, no se logra entender por qué el estudio de su composicion
guimica como presencia de polifenoles y actividad antioxidante, es insuficiente si esta

planta ha sido utilizada ancestralmente en las faldas de la Cordillera de los Andes.



1.1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢,De qué manera incide la concentracion de los polifenoles totales de los extractos
acuoso y etandlico de la raiz de Arthrostemma ciliatum Pav? ex D. Don. en la actividad

antioxidante?

1.2. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Los alimentos constituyen una parte importante en el mantenimiento de la salud no
solo por que abastecen de metabolitos primarios, minerales y vitaminas indispensables
para las funciones del organismo sino que gran parte de los metabolitos secundarios
proveen actividad antiinflamatoria lo que favorece a la homeostasis para mantener un
equilibrio entre la inflamacién y la anti inflamacion y asi mismo sirve de complemento en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias y enfermedades no transmisibles
(Caballero & Gonzales, 2016).

Con respecto a un antioxidante dietético, son sustancias que forman parte de los
alimentos de la ingesta cotidiana que pueden prevenir los efectos adversos de especies
reactivas sobre las funciones fisiolégicas normales de los seres humanos. Las
propiedades antioxidantes no solo deben estudiarse por sus interacciones quimico -
bioldgicos, sino familias de principios activos como los polifenoles y los fitoestrogenos.
Los compuestos antioxidantes tienen la capacidad de inhibir o interrumpir las reacciones
de oxidacién que causan dafio a diferentes moléculas. (Delgado Olivares, Betanzos

Cabrera, & Sumaya Martinez, 2010 ).

En cuanto a los polifenoles son los principales antioxidantes de la dieta y su ingesta

es 10 veces mayor a la del acido ascoérbico y 100 veces superior a la vitamina E o los



carotenoides. Los polifenoles contenidos en los alimentos son altamente efectivos como
defensa antioxidante. Unas de las propiedades beneficiosas més estudiadas de los
polifenoles es su capacidad para mejorar el perfil lipidico, de este modo pueden prevenir

el desarrollo y aparicion de aterosclerosis (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

Segun los registros de los herbarios QCNE (El Herbario Nacional del Ecuador) y QCA
(Quimica Clinica Aplicada) las especies ecuatorianas de las Melastomatoceae son
utilizadas principalmente para tratar heridas, picaduras de culebras y contusiones. De las
124 especies utiles el 21.8% son alimenticias, especialmente debido a los frutos dulces
y tallos agrios usados para calmar la sed, el 25,8% son utilizadas para tablas y
construccion, el 47.6 % son medicinales, el 6.4% son utilizadas por shamanes para
ayudar a aliviar algunas enfermedades fisicas y espirituosas (Freire, Fernandez, &
Quintana, 2011).

El presente trabajo busca determinar la presencia de Polifenoles para contribuir con el
estudio de la actividad antioxidante que posee la raiz del Arthrostemma ciliatum Pav. ex

D. Don. y asi complementar los estudios iniciales realizados a esta planta en Ecuador.



I.3.HIPOTESIS

e Los polifenoles totales presentes en extractos acuoso y etandlico de la raiz

de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. Presentan actividad antioxidante.

[.4.0BJETIVOS

[.4.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la concentracion de polifenoles totales en los extractos acuoso y
etandlico de la raiz de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. vy su actividad

antioxidante.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Certificar la planta churco en el Herbario GUAY en la Facultad de Ciencias

Naturales de la Universidad de Guayaquil.

e Identificar de manera cualitativa los tipos de compuestos presentes en los
extractos acuoso y etandlico de la raiz del Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don

realizando un Tamizaje Fitoquimico preliminar orientado a compuestos fendlicos.

e Determinar la concentracién de polifenoles totales en los extractos y

etandlico por el método de Folin-Ciocalteau.

e Evaluar la Actividad antioxidante en los extractos acuosos y etanolico por
el método de DPPH.



1.5 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla |. Operacionalizacion de las variables

VARIABLE CONCEPTUALIZACION INSTRUMENTO | UNIDAD DE
MEDIDA

Los compuestos fendlicos
presentan en su estructura
guimica uno o mas anillos de
benceno y uno o mas grupos METODO: mg/kg
POLIFENOLES hidroxilados con algun FOLIN-

elemento comun. Se trata de | CIOCALTEAU
moléculas muy reactivas que
se encuentran combinadas
con azucares. (Garcia,
Fernandez, & Fuentes, 2015)

La actividad antioxidante es la
capacidad de una sustancia
de inhibir la degradacion

ACTIVIDAD oxidativa, de tal forma que un | METODO DPPH pg/ml
ANTIOXIDANTE antioxidante procede
principalmente gracias a su
capacidad de responder hacia
los radicales libres. (Londofio,
2012)

Fuente: Maritza Guerrero; Katherine Pico 2019




CAPITULO II: MARCO TEORICO

[I.1. ANTECEDENTES

El objeto de estudio pertenece a la familia de las Melastomataceaes, por lo cual
investigaciones realizadas por (Ocampo, Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014) exponen
el contenido de polifenoles totales y la evaluacion de la actividad captadora de radicales
con DDPH en las especies Meriania speciosa y Meriania nobilis obteniendo como
resultado para los valores totales de fenoles un alto contenido para la especie M. speciosa
en los extractos metandlico y acuoso de las hojas con valores de 0,47; 016mg Eq AG/g
respectivamente y para la especie M. nobilis el extracto de fenoles de extracto metandlico
fue de 0,40mg Eq AG/kg. Los resultados obtenidos de la Actividad Antioxidante
determinan que el extracto metandlico de la especie M. speciosa presento valores de
64,6 mg/L, mientras que para la especie M nobilis en los extractos acuoso-hexano valores
de 18,2y 63,0 mg/L.

Segun (Castillo & Vinueza, 2019) la presencia de polifenoles totales por el método
Folin-Ciocalteu realizado en el tallo de la planta Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.
se obtuvo como resultados en el extracto acuoso un 0.65% y en extracto etandlico un
0.163% respectivamente, mientras que la determinacién de actividad antioxidante por el
método DDPH en el extracto acuoso se observé valores de 1136.50% y en extracto
etandlico un 1666.80%, determinando asi una mayor actividad antioxidante en el extracto

acuoso.

Las aportaciones dadas por (Plaza, 2016) en la determinacién del contenido de

compuestos fenodlicos por el método Folin- Ciocalteu a partir de una solucién stock de
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acido galico a 200mg/L (reactivo analitico) en las hojas y los frutos de las especies

Miconia summa, Miconia elaeodides, Miconia sp de la familia de Melastomataceae.

Tabla Il. Cuantificacion de fenoles totales en los extractos de hojas y frutos de tres especies del género

Miconia
ESPECIE ORGANO Concentraciéon de Fenoles
mg de AG/g
Hojas 852,2 + 20,1
M.elaeoides Frutos verdes 685,8 + 15,1
Frutos maduros 659,4 + 10,7
Hojas 614,0+£ 12,5
M.summa Frutos verdes 880,4 + 25,4
Frutos maduros 755,5+1,2
Hojas 908,3+8,4
Miconia sp Frutos verdes 7729+184
Frutos maduros 647,7 £ 22,5

Fuente: (Plaza, 2016).

Se observaron altas concentraciones con valores superiores a 600 mg de AG por
kilogramo de extracto para todas las especies en estudio, los resultados sugieren un alto

porcentaje de los compuestos fendlicos presentes (Plaza, 2016).

Otro de los estudios realizados de la familia Melastomatacea en la especie Melastoma
malabathricum demostro tener una alta actividad antioxidante empleando el método 2,2
Difenil Picril Hidrazilo a partir de una solucién de DDPH que se obtuvo como resultado en
las hojas de Melastoma malabathricum concentraciones de 200ppm con un valor de
porcentaje de inhibicion de 99.1 £ 0,5% (Luliana, Purwanti, & Kris, 2016 ).

(Nunes, 2018) realiz6 un estudio para la determinacion de polifenoles totales aplicando
la reaccién de Folin-Ciocalteu en la fruta liofilizada (FLLA) L. australis donde se presento

un contenido 44.2 mg/g expresado en miligramos de acido galico por gramo.
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De acuerdo a los resultados obtenidos por (Mencias, 2015) en el Tamizaje Fitoquimico
del extracto etandlico de las hojas de colca (Miconia seudocentrophora) que es un género
que forma parte de la familia de las Melastomataceaes, se identificd diversos metabolitos
como fenoles, flavonoides, alcaloides, compuestos lactonicos, quinonas, esteroides,

triterpenos y azucares reductores respectivamente.

Metabolito Ensayo Resultado
Fenoles Cloruro Férrico Azul
Flavonoides Shinoda Amarillo
Alcaloides Dragendorff Precipitado naranja (+++)
Compuestos con agrupamiento lacténico | Baljet Café precipitado (+++)
Quinonas Borntrager Rojo
Triterpenos y/o esteroides Lieberman — Burchard | Anillo celeste
Triterpenos y/o esteroides Saponinas Persistente por 3 min
Azucares reductores Fehling Color rojo (+)

Tabla lll. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de Colca (Miconia pseudocentrophora)

Fuente: (Mencias, 2015)

Por otra parte los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de la raiz de Rumex
cripus L. se determiné diversos metabolitos considerando dos patrones identificaciéon e
intensidad mediante los ensayos catequinas, bajlet, lieberman-burchard, espuma, cloruro
férrico, gelatina, borntrager, shinoda, kedde, rosemhein, dragendorff, mayer, wagner
(Soto, Soto, Santos, & Moncayo, 2015).
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Tabla IV.Tamizaje Fitoquimico del extracto etandlico de la raiz de Rumex cripus L.

Metabolito secundario Ensayos Resultado
Catequinas Catequinas +
+
Lactonas Baljet
Triterpenos y esteroides Lieberman — Burchard
+++
Saponinas Espuma
+++
Compuestos fendlicos Cloruro Férrico
+++
Taninos Gelatina
+++
Quinonas Borntrager
+
Flavonoides Shinoda
Cardendlidos Kedde
+
Leucoantocianidinas Rosemhein
Dragendorff -
Alcaloides Mayer -
Wagner )

Fuente: (Soto, Soto, Santos, & Moncayo, 2015).

Intensidad: (+): poca (++): moderada (+++): alta.

Identificacién: (+): presencia (-): ausencia

Segun (Plaza, 2016) los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico preliminar de
los extractos etandlicos de las hojas y frutos de tres especies del género Miconia donde
se observo la variabilidad en cantidades y presencia de diferentes grupos de metabolitos,
en el ensayo de flavonoides se determino una alta presencia en los frutos maduros de M
summa, bajas cantidades de los frutos verdes y ausencia en los frutos verdes y maduros

de M elaoides y en las hojas de las tres especies.
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Tabla V. Tamizaje fitoquimico preliminar de los extractos etandlicos de tres especies del género Miconia

Metabolito Prueba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dragendorff - - - - - - - - _
Valser - - - - - - - - -
Alcaloides Mayer - - - - - - - - -
Wagner - - - - - - - - -
Salkowski + + + + + - + + -
Terpenos y Lieberman- ++ |+ |+ | |+ + ++ | ++ |+
Esteroides Burchard ++ |+ + ++ |+ + + + +
VAO
Fenoles y FeClI3 44 | | At | A | b | R | | b |
Taninos Gelatina-sal +++ |+t | | | | | | |+
Shinoda + ++ | | 4+ - - + " ++
Flavonoides Leucoantocianidinas | - - +++ | - - - - ++ +++
Rosenhein - - 4+ | - - - - |+
Zn/HCI ++ |+ |- - - + - - _
Quinonas Zn/NaOH ++ | ++ |+ + - + + + +
Hidrosulfito + + - + - + + + +
Rodamina + + + + + + + + +
Hidroxamato
Cumarinas ferrico | AR | R | R | | R | | |
Erlich - - - - - - - - -
Fluorescencia 4+ | A | AR | A | A | | | |
Cardiotonicosy | Espuma - - - - - - - - -
Saponinas Antrona + + + + + + + + +
Molish [+ | | | | A | | A |+t

Fuente: (Plaza, 2016)

Convenciones: (-) no reaccion, (+) tenue, (++) observable, (+++) abundante
M. summa. 1. Hojas 2. Frutos verdes 3. Frutos maduros
M. elaoides. 4. Hojas 5. Frutos verdes 6. Frutos maduros

Miconia sp. 7. Hojas 8. Frutos verdes 9. Frutos maduros
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[1.2. CHURCO O CANA AGRIA

El Antrosthemma ciliatum es un género de plantas herbaceas que pertenecen a la
familia de las Melastomataceaes, es originario de América Tropical que cuentan con 4
especies distribuidas a lo largo de México hasta Bolivia, comprende 43 especies descritas

de las cuales solo son 6 aceptadas (Montalvo, 2011).

El churco o cafa agria es una planta herbacea que florece y fructifica durante todo el
afo, de 1-2 m erecta a arqueada o ascendente; tallos con los entrenudos cuadrados y
semisuculentos, hojas ovadas a ovado-lanceoladas, flores con los I6bulos del caliz que
no alteran con apéndices obtusos, pétalos oblicuamente apiculados en el &pice;
estambres ligera a notablemente desiguales, diformos, anteras mas grandes de
aproximadamente 6 mm, el conectivo prolongado hasta 7 mm, el espolén hasta 5 mm
bifurcado (Martinez & Serracin, 2015).

Los frutos de la familia Melastomataceae son consumidos en crudo. Esta familia es
abundante en la Sierra, Costa y Amazonia, pero existe un mayor consumo de los frutos
silvestres en la region Amazonica. De la planta Antrosthemma ciliatum se consume el

tallo, hojas, raiz y la flor en crudo (Eynden & Cueva, 2008 ).
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[1.2.1. TAXONOMIA

Tabla VI. Taxonomia del Arthrostemma ciliatum Pav.ex D. Don

Familia Melastomataceae
Género Arthrostemma
Especie Ciliatum

Autor Pav. ex D. Don
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta

Superdivision Agnoliophyta

Clase MagnoliopsidaDicotyledons
Subclase Rosidae
Orden Myrtales

Nombre Comun | Churco, Cafa Agria, Cafia de Cristo, Churunch, No me toques.

Fuente: (Montalvo, 2011)

I1.2.2. CARACTERES BOTANICOS

Planta herbacea perenne con ramas suculentas, quebradizas de 2 a 4 mm de grosor,
hojas con peciolos glabros, el tallo mide hasta 1 metro de altura y tiene forma
cuadrangular, sus hojas son suculentas de forma ovalada. Base subcordada y por sus
nervaduras es pentanervada. Presenta flores con pétalos de 2.5 cm de largo, rosado
oscuro, rojo encendido, los estambres subisomorficos a notablemente dimérficos. Las
flores largas son bastante atractivas, en el Salvador la llaman comunmente "Jazmin
montés”, en Guatemala es la nombran nitro debido a que su savia tiene sabor &cido
(Montalvo, 2011).
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llustracién 1. Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. A. rama; B. botén; C.hipantio fructifero; D, pétalo;
E. estambre; F. semilla

Fuente: (Martinez, 2012)
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Tabla VII. Descripcion botanica y morfolégica de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.

CARACTER DESCRIPCION
Habito Hierba erecta, arqueada o escandente, de 1-2(-3) m.
Hojas Hojas de 2.5-9.5 x 1.5-5 cm, ovadas a ovado-lanceoladas, 5-7-nervadas.
Flores Hipanto de ca. 7 mm, obcénico; pétalos de 20-30 mm, rosados.
Frutos Frutos no observados en LS.
Hierbas endebles, erectas o incluso escandentes; los tallos cuadrados,
suculentos; hojas 7-nervadas, glandular-setosas por el envés;
Diagnostico | inflorescencias terminales, dicasios; flores 4-meras, los estambres con los

poros ventralmente inclinados (los conectivos con apéndices ventrales);

frutos capsulares, con las semillas acostillado-tuberculadas.

Habitat

Bosque humedo, muy himedo y pluvial.

Fenologia

Flores observadas todo el afio. Frutos observados de Mayo a Noviembre.

Fuente: (Castro, Génzalez, Luna, & Vargas, 2014)
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11.2.3. DESCRIPCION BOTANICA

[1.2.4. ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Crece en la maleza o en bosques mixtos, frecuentes en bosques de pino con maleza
de crecimiento secundario a una altura de 1500 metros sobre el nivel del mar o menos.
Es originaria de las ciudades de Alta Verapaz, lzabal, Jutiapa; Santa Rosa,
Quetzaltenango, San Marcos, Huehuetenango, Zacapa. También se ha descrito en Belice

y Panama (Montalvo, 2011).

La familia Melastomataceae consta de aproximadamente 4500 especies distribuidas
en los tropicos y subtropical, principalmente en América del Sur se han registrado 43
géneros y 553 especies de los cuales 24 géneros y 124 especies repostan algin uso para
el ser humano. Segun los registros del Herbario Nacional del Ecuador QCNE y el Herbario
de la Pontifica Universidad Catélica del Ecuador QCA vy la literatura, las especies de
Melastomataceae ecuatorianas son utilizadas para tratar heridas, picaduras de culebras

y para construcciones (Fierro, Fernandez, & Quintana, 2002).

llustracién 2. Ubicacion geografica Cantén Camilo Ponce Enriquez provincia de Azuay-Ecuador

Fuente: Google Maps
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[1.2.5. USOS

En Chiapas sus hojas se describen como comestibles, los tallos y las hojas se mastican
también para estimular la secrecion de la saliva y para mitigar la sed, posee un sabor
acido. En ciertos lugares de Centroamérica la decoccion de esta planta se la usa como
diurético, depurativo y a manera de refresco, en otros paises se la considera para bajar
la temperatura. En Honduras esta planta machacada se la utiliza como
descongestionante, se la considera fria en la clasificacion etnofarmacolégia, y en ciertos
casos se la considera como una planta ornamental. En el Ecuador esta planta se la utiliza
al igual que en Chiapas para mitigar la sed, estimular la secrecion de saliva, se ha llegado
a describir a esta planta como antibacteriana y antifingica, sin embargo el uso de su raiz

aun esta en estudio (Rojas & Vibrans, 2011).

[1.3. POLIFENOLES

[1.3.1. Definicion

Los polifenoles pueden ser divididos en varios subgrupos atendiendo a su estructura
bésica, desde su punto de vista de su actividad biolégica muchos polifenoles tienen
propiedades captadoras de radicales libres, por lo que le confiere actividad antioxidante,
gue podria estar enlazada con la prevencidn de enfermedades cardiovasculares y

algunos tipos de cancer (Barberan, 2010)

Particularmente los polifenoles tienen el poder de proteger las células contra el dafio
oxidativo y por lo tanto disminuir el riesgo de varias enfermedades degenerativas que se
encuentran asociadas al estrés oxidativo provocado por los radicales libres, el estrés
oxidativo se define como el desequilibrio entre especies oxidantes y reductoras a nivel
celular (Gutiérez, Ortiz, & Mendoza, 2008).

Los compuestos fendlicos presentan en su estructura quimica uno o mas anillos de

benceno y uno o mas grupos hidroxilados con algin elemento comun, como los grupos
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funcionales ésteres, ésteres de metilo, glicésidos, etc. Se trata de moléculas muy
reactivas que se encuentran combinadas con azucares. También pueden unirse con
acidos carboxilicos, acidos organicos, aminoacidos y lipidos (Garcia, Fernandez, &
Fuentes, 2015).

[1.3.2. Biodisponibilidad de los polifenoles

La biodisponibilidad se refiere a la cantidad de nutrientes que se dirigen, absorben y
metabolizan a través de las vias metabdlicas de habitual asimilacion. Es de suma
importancia tener el conocimiento de la cantidad de polifenoles que se encuentren en un

alimento o ingrediente alimentario (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

El concepto de biodisponibilidad cobra una gran importancia debido a que los
polifenoles mas abundantes no siempre son los mas activos en el organismo, al poseer
una menor actividad intrinseca, siendo su absorcion en el intestino extremadamente baja
y son altamente metabolizados y se excretan rapidamente (Quifiones, Miguel, &
Aleixandre, 2012)

”t
OH OO o o
OH
(o]
Fenoles Benzoquinonas Acidos Acetofenonas Acidos Acidos
simples fendlicos fenilacéticos hidroxicinamicos
\CHz
Fenilpropenos Cumarinas Naftoqumonas Xantonas Estilbenos Cromonas
Antraqumonas Flavonoides Lignanos o—?’ Ligninas

llustracién 3. Estructura quimica basica de las principales clases de polifenoles

Fuente: (Lizarraga, Hernandez, Aguilar, & Heredia, 2018 )
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[1.3.3. Clasificacion segun su Estructura

Los compuestos fendlicos son un grupo cercano a 8.000 sustancias que pueden ser
clasificados de acuerdo a su estructura. Entre los mas destacados se encuentran los
flavonoides disponiendo de una estructura basica de C6-C3-C6, como son las

antocianinas, catequinas, entre otras (Zapata, Piedrahita, & Rojano, 2014).

11.3.4. Clasificacion de los polifenoles

Tabla VIII. Clasificacion de los polifenoles y ejemplos de ellos

Estructura Quimica Tipo Ejemplo de Polifenol
Ce Fenol simple Eugenol
Cs C, Acido fendlico Acido gélico
Acido benzoico Acido elagico
(Cs Ci)n
Taninos hidrozilados
Ce C, )
Acido fenal acético
CG CS . .
Acido hidroxicinamico Acido cafeico
Cumarinas Acido ferulico
(Cs C3)2 _
Lignanos
Cs €y Co
Benzofenonas
Xantonas
Estilbenos Resveratrol
Antocinaninas
Cs C3 Cg Flavonoides Flavonoides
Chalconas Flavonas
Isoflavonas
Flavonoles
(Ce C5 Ce)n Proantocianinas
(taninos 4<n < 11)

Fuente: (Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015).
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[I.4. METODOS PARA DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES.
11.4.1. Método Folin Ciocalteu

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido de compuestos
fendlicos en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan
con el reactivo de Folin-Ciocalteu a un pH bésico dando lugar a una coloracion azul al ser
determinada mediante espectrofotometria a 765nm, este reactivo contiene una mezcla
de wolframio sodico y molibdato sddico en acido fosforico y reacciona con los compuestos
fendlicos que se encuentran presentes en la muestra, el acido fosfomolibdotingstico de
color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color
azul intenso, cuya intensidad es la que se mide para evaluar el contenido de fenoles, se
trata de un método preciso y sensible que puede tener algunas variaciones en lo relativo
a los volumenes utilizados en la muestra a analizar, concentracion de reactivos y tiempo

de reaccion (Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015).

El patron recomendado es el acido galico, este ensayo de analisis de polifenoles
totales se suele utilizar con frecuencia en el estudio de las propiedades antioxidantes de
alimentos vegetales como zumo de frutas al tratarse de un pardmetro que muestra una
estrecha correlacion con los diferentes métodos de medicién de actividad antioxidante
(Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015).

[1.5. RADICALES LIBRES

Los radicales libres han revolucionado la quimica estableciéndose como los
manipuladores de la misma, en vista de que son &tomos o grupos de &tomos que poseen
un electron desapareado por lo que se tornan muy reactivos, debido a que se inclinan a
captar un electrén de otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica

(Ocampo, Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014).
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Por lo tanto, si la molécula logra captar un electron de otra molécula, esta a su vez
quedara inestable y se convertira en un radical libre también, de esta forma se realiza
una reaccion en cadena ocasionando dafio a macromoléculas y al ADN celular (Jeton,
2014).

Estas reacciones se producen a menudo en nuestro organismo, generando un
desbalance entre oxidantes y antioxidantes, siendo necesario una dieta rica en
antioxidantes, la cual ayude a regular el desbalance y asi brindar al organismo una

adecuada proteccion antioxidante (Jeton, 2014).

11.5.1. Biomecanismos de formacién de radicales libres

Los radicales libres se producen generalmente en la célula a través de reacciones de
transferencia de electrones con o sin participacion enzimatica, pero mediada por iones
metalicos de transicion, tal es el caso del radical *OH que es generado siempre que el
H2 O2 entra en contacto con iones cobre (Cu+2) o iones fierro (Fe+2); ya que el H2 O2
y los complejos metélicos estan presentes en los humanos, es l6gico asumir que el *OH

puede ser formado in vivo (Maldonado, Jimenéz, Bernabé, Ceballos, & Méndez, 2010).
Los mecanismos de formacion de los radicales libres son:
1. Trasferencia electrénica, en la que produce la cesién de un electrén a la molécula.
2. Pérdida de un protén de una molécula.

3. Ruptura hemolitica de un enlace covalente de cualquier molécula de manera que

cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones apareados del enlace.
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[1.6. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacién
oxidativa, de tal forma que un antioxidante procede principalmente gracias a su capacidad
de responder hacia los radicales libres por lo cual recibe el nombre de antioxidante

terminador de cadena (Londofio, 2012).

En cuanto a el estrés oxidativo se produce cuando la defensa de un antioxidante no
es del todo eficiente ocasionando el incremento de la formacion de radicales libres en el
organismo, que puede ser detectado en la célula a través de la medicion de los productos
de las reacciones oxidativas que poseen los radicales, con las macromoléculas
(peroxidacion lipidica, oxidacién de ADN, oxidacién de proteinas, etc.), es por ello que
se dice que existe un dafio oxidativo cuando el exceso de radicales libres ocasiona dafio
celular. Ante el estrés oxidativo el organismo debe reaccionar con una defensa
antioxidante extra para evitar la muerte de la célula, por tanto una terapia antioxidante
genera una alternativa como tratamiento contra las diversas enfermedades que provoca
el estrés oxidativo debido a que se han realizado estudios manifestando el efecto
antioxidante que proviene de plantas (Maldonado, Jimenéz, Bernabé, Ceballos, &
Méndez, 2010) (Gutierrez, y otros, 2014).

La teoria del envejecimiento sefala a la programacion genética como una respuesta
predeterminada de cada organismo, por otra parte estad un proceso no genético que
abarca a los radicales libres y al estrés oxidativo. Durante este envejecimiento también
disminuye la proteccién antioxidante y puede haber mayor ataque a las llamadas
moléculas blanco, sin embargo ciertas moléculas como carbohidratos, lipidos y proteinas
pueden poseer un efecto en particular. Se ha estudiado alrededor de 100 enfermedades
y su conexion con el desequilibrio del sistema oxidativo como: cardiovasculares,
gastricas, cancer, gastricas, respiratorias, neurolégicas y del sistema enddcrino

(Coronado, Vega, Leon, Vasquez, & Radilla, 2015).
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11.6.1. Mecanismo de accién de la Actividad Antioxidante

Un electron desapareado que presenta un radical libre le otorga un alto poder
antioxidante o reductor produciendo que reaccionen de inmediato para obtener mayor
estabilidad quimica que se logra por los diversos mecanismos, en el robo de hidrégeno
el radical libre interactia con otra molécula que sirve como un donador de hidrégeno,
como resultado el radical libre se une a un atomo de hidrégeno y se hace mas estable
mientras que la donante del hidrégeno se convierte en un radical libre, en la adiccién el
radical libre se une a molécula mas estable, lo que transforma a la molécula receptora en
un radical libre, en la terminacién dos radicales libres reaccionan entre si para formar un
compuesto mas estable y en la desproporcién conlleva dos radicales libres idénticos que
reaccionan entre ellos mismos, el primero actuando como donador y el otro como receptor

de electrones, formandose dos moléculas mas estables (Gutierrez, y otros, 2014).

OH Qe
OH
OH R+ RH
o+ &
OH | OH
R+ RH

llustracién 4. Mecanismo Quimico de los polifenoles

Fuente: (Quiflones, Miguel, & Aleixandre, 2012)
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1.7. METODOS PARA DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los métodos de medicion de la actividad antioxidante muestran extrema diversidad,
muchos de los procedimientos emplean una acelerada oxidacion involucrando un
iniciador para manipular una o mas variables en el sistema de prueba. La evaluacion de
la actividad antioxidante a través de fuentes generadoras de radicales libres; asume que
la oxidacion es inhibida en un mayor porcentaje por la captura de estos, enfocandose en
controlar la capacidad de aditivos y extractos para la captura de radicales o la inhibicién

de su formacién (Villacorta & Perez, 2011).

Siguiendo este principio, los métodos de ensayo mas modernos para medir la actividad
antioxidante a través de secuestro de radicales libres, son los ensayos de ATBS (acido2,
2’azinobis-(3-etilbenztiazolina)-6-sulfénico), DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), son los
mas conocidos y utilizados por su relativa facilidad de desarrollo (Villacorta & Perez,
2011).

[1.7.1. Método DMPD (N, N’ - dimetil -p-fenilendiamina)

Se trata de un mecanismo SET donde el radical libre se produce a partir de DMPD (N,
N’-dimetil-p-fenilendiamina) que al encontrase presente a una solucion oxidante de
cloruro férrico, y a pH &cido se convierte a un radical catidnico coloreado y estable, que
expresa una absorbancia a 505nm. Los compuestos antioxidantes son capaz de
reaccionar con este compuesto ocasionando un descenso de absorbancia, tras afiadir la
muestra con antioxidantes a la solucion del radical, la absorbancia es monitorizada
aproximadamente durante 10 minutos y luego comparada con la del blanco, finalmente

los resultados se expresan en equivalentes de Trolox (Jara, 2007).
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[1.7.2. Método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina -6- 4cido sulfdnico)

Este método se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el
radical cation coloreado ABTS, el cual previamente fue formado por la oxidaciéon ATBS
(acido2, 2’azinobis-(3-etilbenztiazolina)-6-sulfénico) por metamioglobina y perdxido de
hidrégeno. Finalmente los resultados son expresados como equivalentes Trolox y TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Londofio, 2012).

11.7.3. Método Voltametria Ciclica

Es un procedimiento generado recientemente como una herramienta promisoria para
evaluar la actividad antioxidante, mediante esta técnica es posible la evaluacion del
potencial rédox de los compuestos electroactivos mediante un barrido del potencial en un
rango previamente establecido La ventaja de la voltametria de redisolucién catédica y
preconcentracion adsortiva con diferencial de pulso en medio de &cido oxalico y azul de
metileno, a vapores de pH entre 1.5y 2.2 es de contar con un pico de preconcentraciéon

de 30 segundos, lo cual disminuye el tiempo de analisis (Toro, Vigo, & Muedas, 2011).

[1.7.4. Método DPPH (2,2 Difenil Picril Hidrazilo)

El método a, a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH) ofrece el primer enfoque para evaluar el
potencial antioxidante de un compuesto, extracto u otras fuentes bioldgicas, este método
es el mas simple en el que el compuesto o extracto prospectivo se mezcla con una
solucion de DDPH y la absorbancia se registra después de un periodo definitivo (Sagar
& R.P, 2011).

Este ensayo fue propuesto originalmente por Brand-Williams. El DDPH es uno de los
pocos radicales organicos estables, el fundamento de esta técnica se basa en la medicion
de la capacidad antioxidante para estabilizar el radical libre estable 1,1-difenil-2-picril
hidrazilo DDPH, esta medicion se puede hacer por espectrometria siguiendo el
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decaimiento de la absorbancia a 517nm que posee un color violeta intenso que disminuye
con presencia de un antioxidante u otro radical, es posible por tanto cuantificar la
capacidad captadora de radicales libres que poseen compuestos mediante la
determinacién de grado de decoloracién que produce a una solucidbn metandlica de
DDPH (Jeton, 2014).

NO2

O2N NO2

llustracién 5. Estructura quimica del radical libre metaestable DPPH

Fuente: (Londofio, 2012)

Por otra parte tenemos al IC50 que se calcula como una reduccion del 50% en la
absorbancia que se genera por la muestra en comparacion con el blanco, es decir la
capacidad que tiene la muestra para inhibir el 50% de los radicales libres de la solucién
DDPH (Jeton, 2014).

Ademas entre las ventajas de este método estan su simplicidad y el bajo requerimiento
de instrumentacion; sin embargo entre las desventajas estan la dificultad de interpretar
resultados cuando se tienen sustancias cuyo espectro de absorcion se solapa con el del
radical (Londofio, 2012).
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1.8. TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas principales de la
investigacion fitoquimica la cual permite determinar cualitativamente los principales
grupos que se encuentran presentes en una planta, y a partir de alli orientar la extraccion
o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés
(Castillo, Zavala, & Carrillo, 2017).

Asi mismo este método consiste en la extraccion de la planta con solventes adecuados
y la aplicacién de reaccién de color y precipitacion, este debe permitir la evaluacion rapida
con reacciones sensible, reproducibles y de bajo costo. Los resultados que se obtienen
constituyen Unicamente para la orientacion y debe de interpretarse en conjunto con

resultados de tamizaje farmacologico (Castillo, Zavala, & Carrillo, 2017).

Al mismo tiempo el tamizaje fitoquimico permite reconocer metabolitos secundarios
presentes en especies vegetales las cuales pueden ser polifenoles y fenoles, quinonas,
flavonas y flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides y aceites esenciales, alcaloides,
leptinas, lecninas y polipéptidos, glucésidos y saponinas, asi como esteroides y xantonas
(Castillo, Zavala, & Carrillo, 2017).

11.9. PRINCIPALES ANALISIS DE UN TAMIZAJE FITOQUIMICO
[1.9.1. Fundamento Teodrico
[1.9.2. Ensayo de Fehling

Se basa principalmente en que el grupo carbonilo de los aldehidos el cual se oxida a
acido y se reduce a sal en medio alcalino a 6xido de cobre, formando una tonalidad rojo

ladrillo por el 6xido cuproso (Reyes, 2017).
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CH,OH
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OH

llustracién 6. Reaccién de Fehling

Fuente: (Jaime, 2015)

11.9.3. Ensayo de Baljet

Se basa en la unién del &cido picrico con las lactonas (a B y) formando un compuesto
al originarse la presencia de cumarinas se torna una coloracion rojiza clara u oscura
(Reyes, 2017).

N

HO 0O @)

llustracidon 7. Nucleo Quimico de Cumarinas

Fuente: (Martinez, 2012)

[1.9.4. Ensayo de Cloruro Férrico

La reaccion con tricloruro férrico FeCl; nos permite reconocer la presencia de

compuestos fenolicos ya que estan frente a unas gotas de solucion acuosa de cloruro
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férrico. Cuando un extracto de la planta se realiza en alcohol, el ensayo va a determinar

tanto fenoles como taninos (Gaspar & Jimenéz, 2015).

| oL 0'0
6 + fe %‘O--., 83-_' H,
e-
ci cl o 9 ‘-o'-%
fenol cloruro férrico @' /\!\,

hexa fenoxido férrico

+ 3HCI

llustracién 8. Reaccién de Cloruro Férrico

Fuente: (Chavez, 2018)

11.9.5. Ensayo de Shinoda

Los flavonoides al ser tratados con Mg y HCI dan complejos coloreados, dando lugar
a diferentes coloraciones que dependen de la estructura del flavonoide presente. En la
reaccion de Shinoda, el Mg metalico es oxidado por el HCI (cc), dando como productos
H, que es eliminado en forma de gas y Mg Cl, que es el que forma complejos con los

flavonoides resultando coloraciones caracteristicas (Chavez, 2018).

OH OH
HO o HO
Mg
—_—
HCI : EtOH + MgCl,+ HO
OH
OH 0 OH
kaempferol Cloruro de Pelargonidina
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llustracidon 9. Reaccién de Shinoda

Fuente: (Chavez, 2018)

[1.9.6. Ensayo de Borntrager

Es un ensayo colorimétrico en el que se mezcla un reactivo alcalino con una solucién
de hidroxido al extracto y se basa principalmente en la coloracién que resulta de los

antraquinénicos en un medio alcalino (Reyes, 2017).

O O

+ Zn2+
+ 2H/Zn —— +

o] o]
llustracién 10. Reaccidn de la prueba de Borntrager

Fuente: (Ochoa & Sarmiento, 2018)

[1.9.7. Ensayo de Lieberman — Buchard

Es aquel que permite reconocer en los extractos la presencia de triterpenos y/o
esteroides, por ambos tipos de productos poseen un grupo del androstano, generalmente

insaturado en el anillo B y la posicion 5 — 62° (Gaspar & Jimenéz, 2015).

HO

OH

HO




llustracién 11. Nucleo Quimico de Esteroides y/o Triterpenoides
Fuente: (Martinez, 2012)
[1.9.8. Ensayo de Mucilagos

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de una estructura tipo
polisacéarido, que forma un coloide hidrofilo de alto indice de masa que aumenta la

densidad del agua donde se extrae (Pérez, 2014).

Galactosa
CH.OH
OH Q
OH
0
CH,OH OH OH CH, CH,OH
(0] 0] o]
(@) (@]
OH O-Ac O
\O OH O-Ac o OH O o OH
(0]
CH,OH CH,OH OH
Manosa Glucosa Manosa Manosa Glucosa

llustracién 12. Estructura de los mucilagos

Fuente: (Servéan, 2012)

11.9.9. Ensayo de Cumarinas

Se basa en la union del acido picrico con las lactonas (a B y y) formando un complejo

al darse la presencia de cumarinas se torna una coloracion rojiza, clara u obscura (Reyes,

2017).
(0]
/@fl KOH / H,0 Wo K B
+ 2
HO 0 HO OH




llustraciéon 13. Reacciéon de Cumarinas

Fuente: (OchoalL., 2018)

[1.9.10. Ensayo de Resinas

Permite identificar tipos de compuestos de resinas y se considera positivo cuando
aparece un precipitado (Pereira, Vega, & Almeida, 2010).

)\Q/O\/\O)C)Ku Wﬂ \g/o\/\oj\(

UDMA

Bis-GMA

llustracién 14. Estructura Quimica de los compuestos
de la matriz de resina

Fuente: (Martinez, 2012)

11.9.11. Ensayo de Vapores de Amoniaco

La rutina de un flavonoide que tiene mejor solubilidad en medio alcohdlico, se
determina mediante el ensayo de vapores de amoniaco que se caracteriza por dar
positiva con una variacion de color amarillo ocre que depende del tipo de estructura
(Palacios, 2014).
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flavones flavanones
llustracion 15. Familia de Flavonoides

isoflavones

Fuente: (Robert, 2018)

11.9.12. Ensayo de Salkowski

La Reaccion de Salkowski se realiza para determinar saponinas triterpénicas que
pertenecen al grupo de las geninas, estan constituidas por tres terpenos y saponinas
esteroidales que poseen una estructura compleja con un esqueleto con 27 atomos de

carbono, formado por seis anillos: Anillo E (furano) y F (pirano) (Burga & Perey, 2018).

HO

llustracién 16. Estructura de Saponina alcaloidea

Fuente: (Burga & Perey, 2018)
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11.9.12. Ensayo de Espuma

Esta prueba se realiza para determinar las saponinas presentes en los extractos a
través de la formacion de una espuma constante durante 15 minutos o mas (Durango,
2014).

CHs
/\K} CHs
HO._ 00
Xilosa
Galgctosa OH
Glucosa —0O H

llustracién 17. Estructura de Saponina Digitonina

Fuente: (Zufiga & Rebolledo, 2015)

[1.9.13. Ensayo de Formaldehido

La reaccion de formaldehido permite reconocer los taninos pirogalicos en las mismas
condiciones dan compuestos parcialmente solubles, si precipita totalmente el tanino

pertenece a la clase de catéquica (Colina, 2016).

Acido gélico Acido elagico Catequina GalatocatequingH
H° aC )
0]
0 w OH HO 0 W o
HO
OH OH
HO OH OH O OH

llustracién 18. Unidades mondémericas de taninos condensados (catequina y galocatequina) y

taninos hidrolizables (acido gélico y elagico).

Fuente: (Rodriguez, 2017)
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[1.9.14. Ensayo de Dragendorff

Este reactivo contiene yoduro de bismuto potasio, donde reacciona Bi (NO3)3 con el
acido (HCI) y con yoduro de potasio, formando complejos de color naranja (Ochoa L. ,
2018).

| |
e NN NN _
3\|\||+ +  KBil, - | Elil \ 3Il+KI
Alcaloide  Reactivo de /N+\
Dragendorff [ \ _h

Complejo colorido

llustracién 19. Reaccién de Dragendorff

Fuente: (Ochoa L. , 2018)

11.9.15. Ensayo de Mayer

Este reactivo precipita la mayoria de los alcaloides en medio acido favoreciendo la
formacién de precipitados cristalinos de color blanco, cuando el yoduro de potasio
reacciona con el cloruro de mercurio forma un precipitado rojo de yoduro de mercurio, el
cual es soluble en exceso de iones de yoduro dando la formacién de un anién complejo
incoloro (Ochoa L. , 2018).

[HgClz + 2 | = ==— 2 CI + Hgl2]
[Hglz + | = ==— Hgl2" 4].

llustracién 20. Reactivo de Mayer
Fuente: (Ochoa L., 2018)
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11.9.16. Ensayo de Wagner

La identificacion de alcaloides se realiza mediante reacciones de coloraciéon y
precipitacion. Las reacciones de precipitacion se basan en un intercambio; que
normalmente el anion voluminoso del reactivo en accion reemplaza a los aniones

pequefios de las sales de alcaloides (Vidaurre, Querevalu, Rios, & Ruiz, 2007).

R
O o
/ W
+2
COOH

R OOH R l l

llustracion 21. Reaccion de Wagner
Fuente: (Martinez, 2012)

<4

11.9.17. Ensayo de Leucoantocianinas

La reaccién de identificacion para estos metabolitos secundarios se realiza mediante
el ensayo de antocianidinas ya que se fundamenta en el reconocimiento la presencia de

estructuras de secuencia C6:C3:C6 de los anillos de la molécula y su conjugacion (Tello,

OH OH
H H
HO O S HO, O S OH
H H
H OH H OH
leucocyaridin leucodelphiridin

llustracién 22. Estructuras de Leucoatocianinas

Fuente: (Penarreta, 2014)
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[1.9.18. Ensayo de Hidroxido de Sodio

En la reaccion con hidroxido de sodio se produce la ruptura del anillo C de un
flavonoide el cual puede ser de una flavona o una flavonona, esta ruptura produce la
formacion de una chalcona lo que se evidencia con una coloracién amarilla que puede

variar con intensidad (Rengifo, 2013).

H — Flavonoles
(quercetina)
e
) Flavanoles
. (L;?:;Zz?ml) > (naringering)
H COOH

Me

Addos Flavanoles

Hidroxicinamicos —t- -

(dcido cafeico) H (epicatequina)

Acidos H

fendlicos COOH

Compuestos ;
Fenélicos Acidos
Hidroxibenzoicos
P Flavonas
(dcido galico) " " = {apigenina) H O,
H

- Flavonoides

-y Antocianinas
(cianidina)
Estlbenos H N
" [resveratrol)
H HOQ, o)
|soflavonas

= (daidzeina)

llustracién 23. Principales familias de compuestos fendlicos

Fuente: (Duran, 2015)
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11.9.19. Test de Zinc

Es una prueba que permite reconocer flavonoides en muestras vegetales, que se
caracteriza por la formacion de un color rojo por unos minutos, los dihidroflavonoides
reaccionan para formar colores que van de rojo purpura a rojo cereza, mientras Si
presenta flavononas que estan generalmente glicosiladas por un disacarido en la posicién

7, dihidrochalconas y otros flavonoides se forman color rosa o café (Rodriguez, 2017).

HO NS

H o
naringenin taxifolin

llustracién 24. Estructura de Flavononas y flavonoles

Fuente: (Pefarreta, 2014)
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

l1I.1. TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo es de tipo explicativo con un enfoque cualitativo y cuantitativo.

l11.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo consta de las siguientes etapas:

ok~ 0N e

Certificar la planta Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.
Preparacion de extractos Acuoso y Etandlico.

Tamizaje fitoquimico preliminar orientado a compuestos fendlicos.
Determinar Polifenoles Totales por el método de Folin-Ciocalteu.
Determinar Actividad Antioxidante por el método de DPPH.

[11.3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

[11.3.1. Equipos

Balanza analitica (SHIMADZU)

Centrifuga (Z-127 Giumelli)

Bafio Maria (WBN 10 Memmert)

Estufa de secado (VWR Scientific 1350 GM)

Espectrofotometro Ultravioleta visible (SpectronicTM GENESYSTM)

[11.3.2. Material vegetal

La Raiz de la planta Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don, se recolecto en el canton

Camilo Ponce Enriquez provincia de Azuay-Ecuador. Se obtuvo un peso promedio de la

planta de 104.7g y su raiz de 10g, lo cual representa un 9.55% de su peso total.
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111.3.3. Materiales

- Tubos de ensayo

- Agitador de tubos

- Gradilla

- Probeta

- Pipetas

- Auxiliar de pipeta

- Papel filtro

-  Embudo

- Cinta de magnesio metalico
- Mascarillas

- Guantes

111.3.4. Reactivos

- Reactivo de Folin-Ciocalteu
- Solucion de DDPH

- Reactivo de Dragendorff
- Reactivo de Meyer

- Reactivo de Wagner

- Reactivo de Baljet

- Reactivo de Borntrager
- Reactivo de Fehling A

- Reactivo de Fehling B

- HCI1%

- Cloruro de Sodio

- Cloroformo

- Hidréxido de Sodio 5%

- Hidréxido de Sodio 10%
- Anhidrido Acético



- Acido sulfarico concentrado
- Polvo de Zinc

- Etanol

- Cloruro Férrico 5%

- Acetato de Sodio

- Alcohol Amilico

- Formaldehido

l11.4. RECOLECCION DE LA MUESTRA

Se recolectaron varias plantas de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. para obtener
una muestra representativa, la muestra fue recolectada de manera silvestre y se trabajo

con las raices durante los meses de octubre a diciembre del 2019.
Canton y Provincia: Camilo Ponce Enriquez provincia de Azuay.

Localizacion de las coordenadas: 3°03°'00S 97°44°00”0O ubicado en el flanco

occidental de la Cordillera de Mollepongo.

llustracién 25. Arthrostemma ciliatum Pav.ex D. Don llustracién 26. Sitio de recoleccién
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l11.5. CRITERIO DE INCLUSION Y EXCLUSION

¢ Raiz fresca de planta adulta sin dafio alguno.
e Seran descartadas las raices con parasitos, sin cuticula de planta prematura con

malezas.

llustracién 27. Raiz de la planta Arthrostemma
ciliatum Pav. ex D. Don.
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111.6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
111.6.1 PREPARACION DE EXTRACTOS ACUOSO Y ETANOLICO

Preparacion de extracto acuoso y etanélico

Material Vegetal 100 g

Extraer con 90-150 ml de éter dietilico por maceracion

durante 48 horas a temperatura ambiente.

Filtrar

Extracto etéreo Residuo sélido

Extraer el residuo con 150 ml de metanol por maceracion

durante 48 horas. ‘

Filtrar
|
Residuc|) sélido Extracto metandlico

Extraer el residuo con 150 ml de agua

por maceracion durante 48 horas.

FiItr|ar
|
Residuo sdlido Extracto acuoso (Morocho, 2009)

46



11.6.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR ORIENTADO A COMPUESTOS
FENOLICOS.

[11.6.2.1 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 Yy 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:

Solucién A: Se pesa 35g de Sulfato Cuprico hidratado cristalizado y se disuelve con

agua hasta un volumen total de 1000 ml.

Solucion B: Se pesa 1509 de Tartrato de Sodio y Potasio y 40g de Hidréxido de Sodio

y se disuelve con agua hasta un volumen total de 1000 ml.

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

Dicha mezcla es la que se adiciona a evaluar (Morocho, 2009).

[11.6.2.2 Ensayo de Baljet

Es util para reconocer la presencia de compuestos con agrupamiento lacténico, en
particulas cumarinas, aunque otros compuestos lactonicos puedan dar resultados
positivos. Si la alicuota de la muestra a probar no esté en alcohol, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en 1 ml de alcohol. Seguidamente se afade 1
ml del reactivo. La prueba es positiva, cuando aparece una coloraciéon o precipitado de

color rojo (++ y +++) respectivamente (Morocho, 2009).
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[11.6.2.3 Ensayo de Cloruro Férrico

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos 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 un alicuota del extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una

solucién de tricloruro férrico al 5% en solucién salina fisiologica (Morocho, 2009).
Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:
- Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
- Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecalicos.

- Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

[11.6.2.4 Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de Flavonoides. Si la alicuota del extracto se
encuentra en alcohol, se diluye con 1 ml de Acido 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 mezcla las fases y se dejan reposar hasta que separen. Si la
alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la
adicion del Acido Clorhidrico concentrado. El ensayo se considera positivo cuando el
alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los
casos (Morocho, 2009).

[11.6.2.5 Ensayo de Borntrager

Es util para detectar la presencia quinonas. Si la alicuota no esta en cloroformo debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1ml de cloroformo.
Se adiciona 1 ml de hidréxido de Sodio, hidroxido de Potasio o Amonio al 5%, Se agita
mezclando las fases y se deja en reposo hasta su posterior separacion. El ensayo es
positivo cuando la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado, en este caso se

reporta (++) o rojo, para cual se reporta (+++) (Morocho, 2009).
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[11.6.2.6 Ensayo de Lieberman - Buchard

Permite reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides, en ambos tipos debe
poseer un nucleo del androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicion 5-
6. Para ello, si la alicuota no se encuentra en cloroformo debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 ml de coroformo. Se adiciona 1 ml de
anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejan resbalar 2-
3 gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un

cambio rapido de coloracion.
- Rosado-azul muy rapido
- Verde intenso-visible aunque rapido
- Verde oscuro-negro-final de la reaccién

El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades
importantes de estos compuestos. Para realizar este ensayo no puede haber agua en el
medio de reaccion pues esta con el acido sulfarico reacciona de forma violenta y puede

ocurrir un accidente (Morocho, 2009).

[11.6.2.7 Ensayo de Mucilagos

Es aquel ensayo que reconoce en los extractos de vegetales la presencia de esta
estructura tipo polisacarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa que
aumenta la densidad del agua donde se extrae. Para ello una alicuota del extracto en
agua se enfria a 0-5°C, si la solucién toma una consistencia gelatinosa el ensayo es
positivo (Morocho, 2009).
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[11.6.2.8. Ensayo de Cumarinas

Las cumarinas subliminales se detectan calentando los extractos acuosos en un tubo
de ensayo tapado con papel filtro, impregnado en una solucién alcalina. Las cumarinas
se recogen en el papel. Si el papel exhibe puntos fluorescentes bajo luz UV, la prueba es

positiva. (Guerrero, 2014).

[11.6.2.9 Ensayo de Resinas

Para detectar este tipo de compuestos; se adiciona 2ml de la solucion alcohdlica, 10
ml de agua destilada. La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV indica un
ensayo positivo. (Guerrero, 2014)

[11.6.2.10 Ensayo con Vapores de Amoniaco

Una porcion de residuo etandlico de diluye con mas etanol. Una tira de papel filtro se
impregna con el extracto diluido y se deja secar a temperatura ambiente; posteriormente,
se someterd a la accion de vapores de amoniaco. El desarrollo de una coloracién amarilla

ocre se considera positiva. (Guerrero, 2014)

[11.6.2.11. Ensayo de Salkowski

Permite reconocer saponinas triterpenoides o esteroides, a 2mg de muestra se agrega
cloroformo, 5 gotas de anhidrido acético refrigerado y una gota de acido sulfarico por las
paredes del tubo, es positivo para saponinas triterpénicas al formarse un color rojo
grosella y positivo para saponinas esteroidales al formarse azul verdoso (Guerrero,
2014).
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[11.6.2.12 Ensayo de Espuma

Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como
triterpénicas. De modo que si la alicuota se encuentra en etanol se diluye en cinco 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 mas de 2 mm de
espesor o altura y si persiste por mas de 2 minutos. (Bermejo, 2014)

[11.6.2.13 Ensayo de Formaldehido

Se calienta 1 ml del extracto etandlico con 1ml del formaldehido + 2 gotas de HCI
concentrado, mantener en Bafio Maria de 3-5 minutos. Precipitado completo da positivo
para tanino clase catequética y parcialmente soluble da positivo para un tanino pirogalico
(Guerrero, 2014).

[11.6.2.14 Ensayo de Dragendorff

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota
esta disuelta en un solvente organico, debe evaporarse en bafio de agua y el residuo
disolverse en 1ml de HCI (1%). Si el extracto es acuoso a la alicuota se le afiade 1 gota
de HCI concentrado, se calienta suavemente y se deja enfriar hasta acidez. Con la
soluciébn acuosa &cida se realiza el ensayo afadiendo 3 gotas del reactivo de
Drangendorff. Si hay opalescencia de considera positivo (+), turbidez definida (+) (+),
precipitado (+) (+) (+) (Bermejo, 2014).

[11.6.2.15 Ensayo de Mayer

Permite también identificar alcaloides. A la solucion acida se le afiade una pizca de
Cloruro de sodio en polvo, se agita y se filtra. Se afiade 2 0 3 gotas de la solucién reactiva
de Mayer, si se observa la opalescencia (+), turbidez definida (+) (+), precipitado coposo
(+) (+) (+) (Bermejo, 2014).
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[11.6.2.16 Ensayo de Wagner

Se parte de una solucion acida, se afiade de 2 a 3 gotas del reactivo, clasificando los

ensayos de la misma forma (Bermejo, 2014).

[11.6.2.17 Ensayo de Leucoantocianinas

Permite reconocer en los extractos vegetales de la presencia de estas estructuras de
secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se calienta 2ml del extracto etanodlico
10 minutos con 1 ml de HCI concentrado se deja enfriar y se adiciona 1ml de agua y 2mi
de alcohol amilico. Se agita y se deja separar las dos fases. La aparicion de color rojo a
marron en la fase amilica, es indicativa de un ensayo positivo. (Guerrero, 2014).

[11.6.2.18 Ensayo de Hidréxido de Sodio

A un tubo del extracto diluido se le agregan unas gotas de hidréxido de sodio diluido.
La presencia de coloraciones amarillo o naranja se considera indicativa de la presencia

de flavonoides (Guerrero, 2014).

111.6.2.19 Test de Zinc

Se agrega al extracto polvo de zinc y luego gotas de HCI concentrado, si aparece un
color rojo por algunos minutos es positivo para flavonoides. Solo los dihidroflavonoides
reaccionan para dar colores que van de rojo purpura a rojo cereza, flavononas,

dihidrochalconas y otros flavonoides dan color rosa o café (Bermejo, 2014).
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11.6.3 DETERMINAR POLIFENOLES TOTALES POR METODO DE FOLIN-
CIOCALTEU

[11.6.3.1 Preparacion de los reactivos

Solucién patrén: Pesar 12,5 mg de acido galico en matraces volumétricos de 25 ml y
llevar a volumen con agua destilada, con una concentracion de 500 mg/l, realizar por

triplicado.

Solucion de Carbonato de Sodio al 10%: Pesar 10 g de Na2CO3 y llevar a un matraz

volumétrico de 100 ml con agua destilada en caliente, enfriar y filtrar.

Solucién de Folin-Ciocalteu: Tomar 5 ml del reactivo 2 N y llevar a volumen en un

matraz de 50 ml con agua destilada.

[11.6.3.2 Procedimiento

En un tubo de ensayo adicionar, en el orden mencionado: 40 ul de muestra, 0,5 ml del
reactivo de Folin-Ciocalteu, 2ml de solucion de carbonato sédico y completar hasta 10 ml
con agua destilada. Esperar 20 min y leer a 765nm. (Folinn, 2015).

111.6.4 DETERMINAR ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE DPPH
111.6.4.1 Procedimiento

Preparar una solucién de DPPH (SIGMA) 0,2 mg/ml en etanol grado reactivoy a 1 ml
de cada muestra, adicionar 1 ml de la solucién de DPPH preparada. Se determina la
absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro ultravioleta visible SpectronicTM
GENESYSTM, exactamente 30 minutos después de iniciada la reaccién, y se compara
la decoloracion con una solucion de la misma proporcion 1:1 (v/v) de etanol y DPPH. Una
solucion de extracto y etanol en la misma proporcion 1:1 (v/v) sirve como blanco de la
muestra para corregir su color. Los resultados se expresan como porcentaje de

decoloraciéon de DPPH utilizando la siguiente expresion:
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Am — Abm

% Decoloraciéon DPPH = (1 DPPH

)*100

Donde Am es la absorbancia de la mezcla de reaccion (DPPH + extracto), Abm la del
blanco de muestra (extracto + agua), y ADPPH la absorbancia de la solucién de DPPH
(Echabarria, Franco, & Martinez, 2009).
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

Al culminar la parte experimental de esta investigacion se pudo llegar a los siguientes

resultados:

IV.1. CERTIFICACION DE LA PLANTA

Tabla IX. Certificacion de la planta

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novék ex Takht

Orden: Mytales Juss ex Bercht & J. Prest
Familia: Melastomataceae Juss

Género: Arthrostemma Pav. Ex. D Don.
Nombre cientifico vigente: Arthrostemma ciliatum Pav. Ex. D Don.

Fuente: Herbario GUAY

copyrigh

llustraciéon 28. Herbario Guay 2019
Fuente: Herbario GUAY
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IV.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR ORIENTADO A COMPUESTOS
FENOLICOS

Tabla X. Tamizaje Fitoquimico Preliminar

RESULTADOS
ENSAYOS ,
ACUOSO ETANOLICO
Ensayo de Fehling ++++ NA
Ensayo de Baljet NA +
Ensayo de Cloruro Férrico NA +
Ensayo de Shinoda NA +
Ensayo de Borntrager _ ++
Ensayo de Lieberman — Buchard _ ++
Ensayo de Mucilagos + NA
Ensayo para Cumarinas + NA
Ensayo de Resinas NA _
Ensayo con Vapores de Amoniaco NA _
Ensayo de Salkowski _ _
Ensayo de Espuma NA +
Ensayo de Formaldehido NA _
Ensayo de Dragendorff _ +++
Ensayo de Mayer _ +++
Ensayo de Wagner _ +++
Ensayo de Leucoantocianinas _ NA
Ensayo de Hidroxido de Sodio _ _
Test de Zinc _ _

Fuente: Autores
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IV.3. Determinacién de Polifenoles Totales de Arthrostemma ciliatum Pav.
Don
Tabla XI. Extracto Etandlico de Folin-Ciocalteu
VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Polifenoles Totales de 728,06 mg/kg
Arthrostemma  ciliatum mg/kg
Pav. Ex. D Don 730,07 mg/kg
720,04 mg/kg
PROMEDIO 726.06
DES. ESTANDAR 2.015

Fuente: Autores

Tabla XIl. Extracto Acuoso de Folin-Ciocalteu

Ex.

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Polifenoles Totales de 284.54 mg/kg
Arthrostemma  ciliatum ma/k
Pav. Ex. D Don I 289.57 mg/kg

282.45 mg/kg
PROMEDIO 285.52
DES. ESTANDAR 1.23

Fuente: Autores
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Gréafico 1. Comparacion de los polifenoles totales en extractos acuoso y
etandlico de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.

IV.4 Determinacion de actividad antioxidante del Arthrostemma ciliatum Pav. Ex.
D Don

Tabla XIll. Extracto Etanélico DDPH

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Actividad Antioxidante de 5.77 pg/mL
Arthrostemma ciliatum pg/mL
Pav. Ex. D Don 5.87 ng/mL

5.01 pg/mL
PROMEDIO 5.55
DES. ESTANDAR 0.33

Fuente: Autores
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Tabla XIV. Extracto Acuoso DDPH

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Actividad Antioxidante de 10.28 pg/mL
Arthrostemma  ciliatum /mL
Pav. Ex. D Don HO 10.97 pug/mL

10.01 pg/mL
PROMEDIO 10.42
DES. ESTANDAR 0.17

Fuente: Autores
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Gréafico 2. Comparacién de actividad antioxidante en extracto acuoso
y etandlico de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.
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IV.5 DISCUSION

La presencia de polifenoles totales en el presente estudio dio como resultado en el
extracto etandlico 728.05 mgEAG/Kg y en el extracto acuoso 284.55 mg/ EAG/Kg valores
gue se acercan a la investigacion realizada por (Castillo & Vinueza, 2019) en el tallo de
la planta Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. con un resultado en el extracto acuoso
de 650mg/kg y en el extracto etandlico de 163mg/kg demostrando valores altamente
mayores que puede deberse a que la raiz presenta concentraciones mas altas que las

hojas.

El presente estudio al realizar la determinacién de polifenoles totales en la raiz churco
Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. obtuvo en el extracto etandlico 728.05mg/kg y en
el extracto acuoso 284.55mg/ EAG/Kg valores que se acercan a los de (Ocampo,
Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014) en el extracto metandlico y acuoso de las hojas de
las especies Meriania speciosa 470mg/kg; 160mg/kg y en el extracto metandlico de la

especie Meriania nobilis 400 mg/kg.

Los Polifenoles Totales en el extracto etandlico es de 728.05 mg EAG/Kg mientras que
el extracto acuoso presentd un valor de 284.55 mg/ EAG/Kg valores que se alejan a los
resultados de (Nunes, 2018) quien realiz6 un estudio para la determinacion de polifenoles
totales en la fruta liofilizada (FLLA) L. Australis, donde se presentd un contenido 44.200
mg/Kg, donde se puede demostrar que la raiz posee menor cantidad de polifenoles que

la fruta.

En el estudio realizado se obtuvieron en el extracto acuoso de 10.27ug/ml y en el
etandlico un valor de 5.76ug/ml dichos valores se alejan a los estudios realizados por
(Luliana, Purwanti, & Kris, 2016 ) de la familia Melastomatacea en la especie Melastoma
malabathricum dando como resultado en las concentraciones de 200ppm con un valor de
91.11 £ 0,5%.
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El presente estudio presentd una actividad antioxidante en el extracto acuoso de 10.28
pug/mL y en el extracto etandélico 5.77ug/mL, donde se evidencia una diferencia con los
valores obtenidos en el estudio de (Plaza, 2016) que fueron superiores al presentar una
alta concentracion de los compuestos donde se analiz6 y comparé 3 6rganos de distintas
especies de la familia Melastomataceae, en las hojas de la especie M suma un 61,3ug
/mL y los frutos verdes 89ug /mL, en sus frutos maduros un valor de 34.8 mg/mL, debido
a que es de gran importancia la especie a estudiar como la composicién quimica de la

misma.

Los valores obtenidos para la Actividad Antioxidante en el extracto acuoso de 10.28
pg/mL y etandlico 5.77ug/mL valores que se alejan a los resultados de (Castillo &
Vinueza, 2019) en el extracto acuoso presento valores de 1136.50u pug /mly etandlico un
1666.80 ug /ml, demostrando que dichos valores se encuentran superiores en relacion a

la raiz de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.

Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. fue recolectada en el cantén Camilo Ponce
Enriquez provincia de Azuay-Ecuador que crece a una altura de 1500 msnm, mientras
que en el estudio de (Ocampo, Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014) se colecto en el
municipio de Caldas (Antioquia), a una altitud de 1500 metros sobre el nivel del mar para
la especie M nobilis y la especie Meriania speciosa, en el corregimiento de Pance (Valle
del Cauca) a una altura de 1700 msnm con una temperatura de 25°C, en el estudio de
(Plaza, 2016) las muestras fueron recolectadas en el paramo de Calderitas a una altura
de aproximadamente de 3300-3400 msnm con temperaturas de 10°C a 18°C, siendo asi
estos factores motivo para generar polifenoles y otros compuestos con gran variedad que

se reflejan en los resultados de las investigaciones.
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Ademéas en el presente estudio se realizé un tamizaje fitoquimico preliminar
obteniéndose como positivo la presencia de cumarinas, compuestos fendlicos, quinonas,
triterpenos o esteroides, flavonoides, mucilagos, saponinas, alcaloides y azucares
reductores los cuales coinciden con las investigaciones realizadas por (Soto, Soto,
Santos, & Moncayo, 2015) en la raiz de Rumex cripus L. encontrando positivo para
triterpenos y esteroides , saponinas, quinonas, compuestos fendlicos, flavonoides y
alcaloides, y coincide también con el estudio de (Mencias, 2015) realizado en la especie
del extracto etandlico de las hojas de Colca (Miconia pseudocentrophora) donde se
encontrd positivo para fenoles, flavonoides, alcaloides, quinonas, esteroides, triterpenos
y azUcares reductores. Asi mismo con el tamizaje fitoquimico en hojas y frutos de las
especies Miconia summa, Miconia elaeodides, Miconia sp de la familia de
Melastomataceae realizado por (Plaza, 2016) encontrando positivo para fenoles,

flavonoides, alcaloides, quinonas, triterpenos y esteroides y azucares reductores.

Cabe recalcar que nuestras muestras fueron en la raiz al contrario de los otros estudios
que se analizé en 6rganos como hojas, tallos, frutos, se puede realizar la comparacion al

pertenecer a la misma familia o divisién de su taxonomia.
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V.[.6 CONCLUSIONES

e Se certificé la muestra churco Arthrostemma ciliatum Pav. Ex. D Don en el
Herbario GUAY de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de

Guayaquil.

e Se identific6 de manera cualitativa los tipos de compuestos presentes en
los extractos acuoso y etandlico de la raiz del Arthrostemma ciliatum Pav. ex D.
Don realizando un tamizaje fitoquimico preliminar orientado a compuestos
fendlicos y se detecto la presencia de cumarinas, compuestos fendlicos, quinonas,
triterpenos o esteroides, flavonoides, mucilagos, saponinas alcaloides y azucares

reductores.

e Se determiné la concentracion de polifenoles totales en los extractos
acuoso y etandlico con valores de 284.55 mg/kg y 728.05 mg/kg por el método de

Folin-Ciocalteau.

e Se evalud la actividad antioxidante por el método del radical de DPPH con
valores de 10.27 pg/mL para el extracto acuoso y 5.76 pg/mL para extracto
etandlico, siendo el extracto etandlico el que presento un IC50 mas bajo por lo

tanto mejor actividad antioxidante.
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V.I.7 RECOMENDACIONES

e Identificar y cuantificar los compuestos encontrados como cumarinas,
compuestos fendlicos, quinonas, triterpenos o esteroides, flavonoides, mucilagos,

saponinas alcaloides y azUcares reductores en el tamizaje fitoquimico preliminar.

e Determinar la presencia de vitamina C en la Arthrostemma ciliatum Pav. ex

D. Don debido que posee un sabor &cido.

e Realizar futuras investigaciones de actividad antimicrobiana de la especie

Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.
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GLOSARIO

e Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.-Es una planta tropical con pétalos que
se cae con el menor movimiento, es comun en orillas de caminos y sitios
perturbados, es un género de plantas herbiceas perteneciente a la familia
Melastomataceae.

e Aterosclerosis.- La aterosclerosis es una enfermedad de los seres humanos que
comienza con el propio origen de la vida, porque cuando el espermatozoide
penetra al 6vulo para la concepcion del nuevo ser, en ese mismo momento se le
estan incorporando las caracteristicas genéticas y hereditarias del padre y la

madre.

e Alicuota.- es una parte que se toma de un volumen (alicuota liquida) o de una
masa (alicuota sodlida) iniciales, para ser usada en una prueba de laboratorio,
cuyas propiedades fisicas y quimicas, asi como su composicion, representan las
de la sustancia original. Normalmente las alicuotas son el resultado de repartir un
volumen inicial en varias partes iguales. Se suele medir en mililitros (mL) o gramos
(9)-

e Actividad farmacolo6gica. - es una expresion que se emplea para describir los
efectos benéficos o0 adversos que produce una droga sobre la materia viva.

e ABTS: es un compuesto quimico utilizado para observar la cinética de reaccion
de encimas especificas.

e Biodisponibilidad: Término que hace referencia a la velocidad y a la cantidad con
las cuales un farmaco es absorbido y alcanza su punto de accién en el organismo.

e Compuestos fendlicos: son compuestos organicos cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido al
menos a un grupo hidroxilo.

e Capacidad o actividad antioxidante: habilidad que poseen los compuestos
antioxidantes para captar y estabilizar los radicales libres.

e DPPH: Compuesto quimico organico 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl.
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Etnofarmacologia: El estudio cientifico de los usos tradicionales de plantas y
otros organismos con fines médicos. La etnofarmacologia es una especializacion
dentro de la etnobiologia, que es un campo interdisciplinario de la investigacion
llevada a cabo por personas capacitadas en la antropologia cultural, la biologia y
la medicina.

Estrés oxidativo: es un proceso quimico que ocurre en nuestro cerebro, una
alteracién bioquimica. Uno de los factores que contribuyen a esta alteracion se
produce tras la produccion excesiva de radicales libres debido a la insuficiencia
antioxidante del sistema de respuesta.

Metabolitos: Son compuestos generalmente organicos que participan en las
reacciones quimicas que tienen lugar a nivel celular. ElI conjunto de estas
reacciones bioquimicas, junto a los procesos fisico-quimicos intracelulares,
constituye el metabolismo celular, la base molecular de la vida.

Método DMPD: Se trata de un mecanismo donde el radical libre se produce a
partir de DMPD que al encontrarse presente a una solucién de oxidante de cloruro
férrico, y a pH acido se convierte a un radical catidnico colorado y estable.
Polifenoles: Son micronutrientes con actividad antioxidante, que se encuentran
en abundancia en los alimentos como especias secas, frutas, vegetales, vino tinto
y cocoa.

QCNE: El Herbario Nacional del Ecuador.

Solucidén patron: Es un reactivo de concentracion conocida con exactitud. Estas
disoluciones desempefian una funcidon principal en todos los métodos
volumétricos.

Tamizaje fitoquimico: Es una de las etapas la cual permite determinar
cualitativamente los grupos que se encuentran presentes en una planta y a partir
de ello orientar la extraccion de los extractos para el aislamiento de los grupos de

mayor interés.
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ANEXOS

Anexo B. Peso de la muestra para extracto Acuoso y Etandlico
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Anexo C. Extractos Acuoso y Etandlico de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don

Anexo D. Identificacion de metabolitos secundarios mediante Tamizaje Fitoquimico Preliminar
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Anexo E. Ensayo de Dragendorff, Meyer y Anexo F. Ensayo de Dragendorff, Meyer y
Wagner en Extracto Etandlico Wagner en Extracto Acuoso

Anexo G. Ensayo de Baljet en Extracto Acuoso Anexo H. Ensayo de Borntrager en
Extracto Acuoso y Etandlico
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Anexo |. Ensayo de Lieberman — Buchard Anexo J. Ensayo de Fehling en Extracto
en Extracto Acuoso y Etanolico Acuoso

Anexo K. Ensayo de Leucoantocianidinas Anexo L. Testde Zinc en Extracto Acuoso y
en Extracto Acuoso Etandlico
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Anexo M. Ensayo de Salkowski en Extracto Anexo N. Ensayo de Shinoda en Extracto
Etandlico Acuoso y Etandlico

Anexo O. Ensayo de Cloruro Férrico en
Extracto Acuoso y Etandlico

79



Herbario GUAY

Facultad de Ciencias Naturales
Universidad de Guayaquil

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novék ex Takht.
Orden: Mytales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia: Melastomataceae Juss.

Género: Arthrostemma Pav. ex D. Don.

Nombre cientifico vigente: Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.

Descripcion taxonomica:

Herbdcea trepadora; tallo escandente, tetragonal, verde, glabro. Hojas simples, opuestas,
lamina ovada, plinervia, margen finamente aserrado. Inflorescencias paniculas, terminales.
Corola de 4 pétalos, libres, lila. Caliz de 4 sépalos, verde. Ovario infero, 4 |6culos. Fruto
abayado.
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