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churutensis X. Cornejo”
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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad antioxidante del extracto
etandlico obtenido de las hojas de la especie endémica Eugenia churutensis X. Cornejo.
Los resultados de los parametros fisicoquimicos que se realizaron a las hojas de esta
especie fueron: humedad residual (6,34%), cenizas totales (11,83%), cenizas insolubles
en acido clorhidrico (8,47%), en la extracciébn por maceracion se obtuvieron los
resultados de sustancias solubles (17,82% extracto etandlico; 23,67% extracto acuoso)
y en la extraccion en caliente con etanol se obtuvo como resultado 18,51%. El tamizaje
fitoquimico demostré un alto contenido de fenoles y flavonoides. La cuantificacion de
fenoles y flavonoides totales se determind mediante espectrofotometria UV y sus
resultados fueron 17,3 mg de fenoles por cada gramo de hojas secas y 7,52 mg de
flavonoides por cada gramo de hojas secas. La actividad antioxidante que presentan 1
g de hojas secas de E. churutensis frente a DPPH es comparable con la que poseen

0,60 mg de acido galico.

Palabras claves: Eugenia churutensis X. Cornejo, tamizaje fitoquimico, fenoles,

flavonoides, actividad antioxidante
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"EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE LEAVES OF Eugenia

churutensis X. Cornejo"

Author: Kenia Mariela Baque Paredes

Tutor: Lcdo. Pablo A. Chacén Morales, Ph. D.

ABSTRACT

The aim of this work is to evaluate the antioxidant activity of the ethanolic extract obtained
from the leaves of the endemic species Eugenia churutensis X. Cornejo. The results of
the physicochemical parameters that were made to the leaves of this species were:
residual moisture (6,34%), total ash (11,83%), ash insoluble in acid hydrochloric (8,47%).
In the extraction by maceration the soluble substances were obtained (17,82% ethanolic
extract and 23,66% aqueous extract) and by extraction with heating in ethanol the
soluble substances were obtained (18,51%). Phytochemical screening showed a high
content of phenols and flavonoids. The determination of total phenolics and flavonoids
were carried out by UV spectrophotometry and the results obtained were 17,3 mg of total
phenols per gram of dried leaves weight and 7,52 mg of total flavonoids per gram of dried
leaves weight. The antioxidant activity of 1 g of dried leaves of E. churutensis against

DPPH is comparable to that of 0,60 mg of gallic acid.

Keywords: Eugenia churutensis X. Cornejo, phytochemical screening, phenols,

flavonoids, antioxidant activity
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INTRODUCCION

A través del tiempo se ha considerado a las especies vegetales como una fuente de
productos medicinales. La industria farmacéutica y los avances en farmacologia
desplazaron el uso de medicinas naturales y la fitoterapia, aunque en la Ultima década
ha habido un retorno al conocimiento etnoboténico. La terapia con plantas medicinales
tiene como finalidad curar, prevenir o mitigar enfermedades, ademas de presentar
diversas ventajas, entre las cuales se encuentran: disminucion de efectos secundarios,
menores contraindicaciones y mejor tolerancia por el organismo (Baulies, G. & Torres,
R., 2012).

Myrtaceae es una gran familia que comprende alrededor de 3500-5800 especies
agrupadas en 140 géneros distribuidos principalmente en los bosques tropicales de
América del Sur, Sudeste de Asia y Australia (Frauches, Amaral, Largueza & Teodoro,
2016; Musthafa et al., 2017). Dentro de esta gran familia se encuentran candidatos
prometedores como plantas medicinales, algunas con importancia econoémica y
comercial, como la guayaba (Psidium spp.) y clavo de olor (Syzygium aromaticum). La
mayoria de las frutas tropicales de Myrtaceae pueden crecer bajo condiciones
ambientales adversas, tales como: sequias, inundaciones y altas temperaturas,
representando una rica fuente de metabolitos secundarios involucrados en la defensa
de planta y/o en la adaptacion al estrés climatico. Entre los productos naturales
reportados en esta familia destacan los polifenoles biolégicamente activos (Reynertson
et al., 2008).

El género Eugenia es uno de los mas extensos de la familia Myrtaceae con casi 1000
especies distribuidas principalmente en los bosques tropicales del continente americano
(Mabberley, 1990). Este comprende un gran numero de especies con diversas
aplicaciones terapéuticas (Ogunwande et al., 2005). Tal es el caso de las hojas de E.
uniflora que es usada en la medicina popular para disminuir los niveles de glucosa en
sangre (Matsumura, T., 2000), también como antipirético, antirreumatico,
antiinflamatorio y contra enfermedades estomacales (Kanazawa, A., Patin, A., &
Greene, A., 2000).



Estudios previos sobre la composicion quimica de aceites esenciales de los miembros
de este género demostraron que muchas de las especies de Eugenia se caracterizan
por la abundancia de monoterpenos (Raj, George, Pradeep, & Sethuraman, 2007;
Suksamrarn & Brophy, 1987; Alves, Alegrio, Castro & Godoy, 2000); sesquiterpenos
(Apel et al., 2005; Martins, Alegrio, Castro & Godoy, 1999; Fischer Limberger, Henriques
& Moreno, 2005); y algunas otras mono- y sesquiterpenos oxigenados (Vila, R. et al.,
2004; Apel, Sobral, Schapoval & Henriques, 2004; Costa, TR., 2000; Pino, J.A. et al.,
2005).

A numerosas especies del género Eugenia se atribuyen numerosas propiedades
terapéuticas, tales como agente diurético (Auricchio & Bacch, 2003), antidiarréico
(Galheigo et al., 2015), antifungico (Gayoso et al., 2005), antiparasitario (Rodrigues et.
al. 2013; Faqueti et. al., 2013), antibacteriano (Benfatti et al., 2010) y antioxidante
(Victoria et. al., 2012; Siebert et al., 2015). Esto es congruente con la extensa variedad

de metabolitos secundarios que han sido reportados para este taxon.

En Ecuador, este género se encuentra representado aproximadamente por 29 especies,
las cuales se hallan en los bosques andinos (Ulloa & Jorgensen, 1993), y las demas
estan distribuidas en las diferentes provincias del pais, como la provincia de Loja,
Manabi, Cotopaxi, Carchi, Sucumbios, Bolivar, Napo, y finalmente en la provincia de
Guayas donde se encuentran dos especies endémicas E. concava B. Holst & M.L.

Kawas y E. churutensis X. Cornejo (Fernandez-Fernandez et al., 2015).

Estudios realizados a E. churutensis X. Cornejo determinaron que la composicién
guimica del aceite esencial obtenido de las hojas presenta como principales
constituyentes sesquiterpenos oxigenados (48.3%), sesquiterpenos hidrocarbonados
(26.4%), monoterpenos hidrocarbonados (13.8%) y aldehidos (11.6%). Por otro lado, el
tamizaje fitoquimico realizado a extractos en agua y etanol demostraron un alto
contenido de alcaloides, azucares reductores, triterpenos, esteroides, taninos,

saponinas, flavonoides y fenoles (Sornoza & Morales, 2018).

Las investigaciones sobre radicales libres han permitido establecer que estos poseen
una relacion directa con el desarrollo de diversas enfermedades de tipo

neurodegenerativo, carcinogénesis, y el envejecimiento. Actualmente, debido a los
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efectos perjudiciales de estas sustancias, se han realizado numerosos estudios a
compuestos con potencial actividad antioxidante, pues se ha sugerido que los
mecanismos de accidén de estas moléculas podrian disminuir los efectos biol6gicos de

los radicales libres en el organismo (Gonzéalez, 2000).

Con la finalidad de ampliar los estudios de investigacién sobre la especie endémica E.
churutensis X. Cornejo, se decide analizar la posible actividad antioxidante presente en

las hojas de esta especie vegetal.



PROBLEMA

De acuerdo con los antecedentes recogidos a modo de introduccion se establece el

planteamiento del problema de investigacion:

FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Presentaran las hojas de Eugenia churutensis X. Cornejo potencial actividad

antioxidante?

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Un radical libre es un atomo o molécula que contiene un electrén desapareado, que
durante el metabolismo aerobio hace que se produzcan sustancias oxidantes, tales
como el anion superoxido y peroxido de hidrogeno, entre otras, que también se pueden
generar por otras fuentes exdgenas. La produccion excesiva de estas sustancias
oxidantes favorece al estrés oxidativo el cual esta relacionado con los procesos
inflamatorios y disfuncién endotelial, considerado como el factor de riesgo principal de

enfermedades cardiovasculares (Méndez, 2010).

Al estrés oxidativo se le han relacionado diversas enfermedades tales como los cambios
endocrinos en la menopausia, la pérdida de masa muscular (Zacarias-Flores M, et al.,
2018), obesidad (Gutiérrez L, et al., 2015), envejecimiento prematuro (Harman, D.,
2001), cancer (Llacuna & Mach, 2012), enfermedades cardiovasculares (Delgado &
Martinez, 2009) e incluso dafios provocados a nivel del ADN, tales como mutaciones
sométicas y posiblemente transformaciones malignas (Gonzéalez-Torres, Betancourt-
Rule & Ortiz-Mufiiz, 2000).

Actualmente, existen evidencias de que la diabetes se debe principalmente a un
desequilibrio bioguimico en la produccion excesiva de radicales libres, lo que provoca
dafno oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes de defensa (Ramos, Batista, Gomez & Zamora, 2006). Seguin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a escala mundial se calcula que 422 millones
de adultos tenian diabetes en 2014, en comparacion con 108 millones en 1980. Desde
1980 la prevalencia mundial de la diabetes ha ascendido a casi el doble del 4,7% al

8,5% en la poblacién adulta. En el dltimo decenio, la prevalencia de diabetes ha
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aumentado con mas rapidez en los paises de ingresos medianos que en los de ingresos
altos (OMS, 2016).

En Ecuador, la diabetes afecta a la poblacién con tasas cada vez mas elevadas. Segun
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT), la prevalencia de diabetes en la
poblacién de 10 a 59 afios es de 1.7% aproximadamente. Esa proporcion aumenta a
partir de los 30 afios de edad, y a los 50, uno de cada diez ecuatorianos ya padece
diabetes (OPS, 2016)

Para contrarrestar las afecciones ocasionadas por los radicales libres y el estrés
oxidativo, diversos estudios proponen el consumo de especies vegetales ricas en
metabolitos que ejercen actividad antioxidante, tal es el caso de los carotenoides como:
el licopeno, B-carotenos presentes en el tomate crudo y zumo fresco, sandia, pomelo
rosado, papaya, albaricoque rojo y guayaba rosada (Platz & Giovannucci, 2006; Key et
al., 2007; Giovannucci, 2002; Kim et al., 2003); flavonoides o fitoestrégenos como:
genisteina, quercetina, fisetina, presentes en cebolla, ajo, granada, brécoli, manzana,
uva (Chan, Lok & Woo, 2009); polifenoles como: carnosol, curcumina, resveratrol,
presentes en el romero, hierbabuena, tomillo, orégano, piperita, poleo, entre otros
(Johnson, 2011).

Gracias a previos ensayos fitoquimicos, se estima que la especie a estudiar posee un
alto contenido de componentes que presentan potencial actividad antioxidante, por lo
que se decide realizar la evaluacion de esta actividad en las hojas de la especie E.

churutensis X. Cornejo

HIPOTESIS

Presentard el extracto etandlico obtenido de las hojas de Eugenia churutensis X.

Cornejo potencial actividad antioxidante.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la actividad antioxidante del extracto etandlico obtenido de las hojas de

E. churutensis X. Cornejo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los parametros fisicoquimicos de las hojas de E. churutensis X.
Cornejo.

2. ldentificar mediante tamizaje fitoquimico la presencia de fenoles y flavonoides
en el extracto etandlico obtenido de las hojas de E. churutensis X. Cornejo.

3. Cuantificar los porcentajes de fenoles y flavonoides totales presentes en el
extracto etandlico obtenido de las hojas de E. churutensis X. Cornejo.

4. Evaluar la actividad antioxidante por medio de la captura del radical liore DPPH

en el extracto etandlico obtenido de las hojas de E. churutensis X. Cornejo.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

I.1 Taxonomia, Morfologia Y Distribucién Geogréafica de Eugenia churutensis X.
Cornejo

Eugenia es un género perteneciente a la familia Myrtaceae y se encuentra distribuido
en todo el mundo. Aproximadamente 2000 especies estan distribuidas a lo largo de
zonas tropicales y subtropicales (McVaugh, 1963; Sanchez, 1990). En Ecuador, han
sido registradas 29 especies del género Eugenia, pero se estima que existen 30
especies que aun no han sido reportadas (Ledn, 1999). En la Tabla 1 se observa la

posicién taxon6mica de la especie en estudio.

Tabla 1: Taxonomia de E. churutensis X. Cornejo

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Mirtales
Familia Myrtaceae
Género Eugenia

Especie Eugenia churutensis X. Cornejo

Fuente: Cornejo, 2017

En cuanto a su morfologia (Figura 1), se presenta como un arbol de 7 m de altura, de
corteza exfoliante, cuyas ramas terminales se caracterizan por ser glabras. Sus hojas
son cartaceas, que van de elipticas a lanceoladas y oscilan entre 13 a 18 x 5a 8 cm
aproximadamente. Estas son acuminadas en el apice, y redondeadas en la base, la
vena central esta acanalada longitudinalmente hacia arriba, en la cual se observan entre
9-10 venas laterales en cada lado. La floracién ocurre una vez por afio en el mes de
febrero, por dos semanas aproximadamente. Se presentan de 8 a 30 flores blancas, sus
brotes son bracteados, contraidos, parecen ramificados y fasciculados. No se observan
frutos (Cornejo, 2005).



Figura 1: E. churutensis X. Cornejo, A: Ramas terminales con inflorescencias
ramiflorosas en flor; B: Primer plano de una inflorescencia

Fuente: Cornejo, 2005

La especie E. churutensis X. Cornejo se encuentra en las zonas mas bajas de la Reserva
Fundacion Andrade, una empresa privada propiedad adyacente a la Reserva Ecoldgica
Manglares Churute (Figura 2). En ambas reservas se encuentra la misma vegetacion
forestal ya que estas crecen en bosques tropicales secos, caducifolios, con vegetacion

secundaria, en suelos basicos, sedimentarios (Cornejo, 2005).
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I.2 Parametros fisicoquimicos

Determinacién de Humedad Residual

Para determinar el contenido de humedad en material vegetal, debe establecerse limites
de aceptacion. Esto es importante especialmente para aquellas especies vegetales que
absorben la humedad facilmente o se deterioran rdpidamente en presencia de agua. La
prueba de pérdida de agua en el secado es uno de los analisis que determina tanto el
agua como la materia volatil, este secado puede llevarse a cabo calentando a
temperaturas de 100 a 105 °C en una estufa (Figura 3) o en un desecador durante un

periodo de tiempo especificado segun las normas establecidas (WHO, 2011).

Figura 3: Determinacion de Humedad por el Método gravimétrico de estufa.

Fuente: Franco, 2011

Determinacién de Cenizas

Las cenizas que se obtienen después de la ignicion (Figura 4) de los materiales
vegetales pueden determinarse por tres diferentes métodos que miden la ceniza total,
las cenizas insolubles en acido y las cenizas solubles en agua. EI método de cenizas
totales esta disefiado para medir la cantidad total de material restante después de la
ignicion, esto incluye tanto "ceniza fisioldgica", que se deriva del tejido de la planta en
si, y la ceniza "no fisiolégica", que es el residuo de la materia extrafia (por ejemplo, arena
y tierra) que se adhiere a la superficie de la planta. La ceniza insoluble en acido es el
residuo que se obtiene después de la ebullicion de la ceniza total diluida acido

clorhidrico, esto mide la cantidad de silice presente, especialmente como arena y tierra



silicea. La ceniza soluble en agua es la diferencia en peso entre la ceniza total y el
residuo después del tratamiento de la ceniza total con agua (WHO, 2011).

Figura 4: Determinacion de Cenizas

Fuente: Cruz, 2012

Sustancias solubles

Este método determina la cantidad de componentes activos extraidos de una cantidad
dada de material vegetal con diferentes solventes (WHO, 2011). El fundamento se basa
en gque una sustancia es mas soluble en un disolvente cuando sus estructuras estan
intimamente relacionadas, de acuerdo a su peso molecular, o su polaridad (Brieger,
1970). En relacion a la polaridad tiene que ver con el hecho de que hay moléculas
asimétricas en las que, debido a la concentracion de electrones en sus atomos
constituyentes, existird una mayor posibilidad de formar un dipolo, de esta manera las
moléculas con simetria espacial no forman dipolo y por lo tanto las sustancias por ellas
formadas no son polares, lo cual explica gran parte de los fenédmenos de solubilidad
(Nufez, 2008).

1.3 Métodos de extraccion

Los métodos de extraccion con Soxhlet y maceracion son los mas utilizados para
determinar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios a través del
tamizaje fitoquimico (Hemalatha, Nivetha, Mohanapriya, Sharmila, Muthukumaran &
Gopinath, 2015).
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Maceracion

Se entiende por maceracion al contacto del material vegetal con un solvente
determinado, entre los més utilizados se pueden mencionar, el agua, etanol, metanol,
hexano, acetona, entre otros. Constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado
en el cual el solvente actla simultdneamente sobre todas las proporciones de la droga,
circulando a través entodas las direcciones y sentidos, disolviendo sus principios activos
hasta producirse una concentracion en equilibrio con la del contenido celular, durante
un tiempo prolongado que puede variar de horas a dias, segun lo establezca el
investigador (Carrifio & Garcia, 2010).

Extraccién en caliente

Consiste en la interaccion de fases, entre el producto a extraer y el disolvente,
volviéndose mas factible que la maceracion debido a que se utiliza calor para acelerar
el proceso. Aunque una desventaja de esta extraccién hace que se destruya ciertas
propiedades del material vegetal, por lo cual es importante conocer el punto de ebullicion

del solvente a utilizar para evitar llegar a este. (Fernarolis, 1975).

I.4 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o "screening" fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales
grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta y, a partir de alli, orientar la
extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de
mayor interés. Este estudio consiste en la extraccion de las diferentes partes de la planta
con disolventes apropiados y la aplicacion de reacciones de coloracion. Estos
procedimientos permiten la evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles
y de bajo costo, los resultados del tamizaje fitoquimico constituyen Gnicamente una
orientacion y deben interpretarse en conjunto con los resultados del "screening"
farmacoldgico (Sharapin, N. et al.,, 2000). En la tabla 2 observamos el tamizaje

fitoquimico general:
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Tabla 2: Tamizaje fitoquimico general

ENSAYO METABOLITO
Sudan Compuestos grasos
Dragendorff Alcaloides
Wagner Alcaloides
Balje agrupamento lactonic
Borntrager Quinonas
Liebermann-Buchard Triterpgnos
Esteroides
Catequinas Catequinas
Resinas Resinas
Fehling Azlcares reductores
Espuma Saponinas
Cloruro -
Férrico Compuias:]?nsofsenohcos
(FeCls)
Shinoda Flavonoides

Antocianidinas

Mucilagos

Estructuras de secuencia

C6-C3-C6 del grupo de los
flavonoides

Estructura tipo polisacéarido

Fuente: Miranda, M. & Cuéllar, A., 2001

1.5 Espectrofotometria

La espectrofotometria es una técnica analitica que permite determinar la concentraciéon
de un compuesto, basandose en la absorcion de las radiaciones electromagnéticas. Las
longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia
con la que se absorben dependen de la estructura atomica y de las condiciones del
medio. En espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta de
195-400 nmy el visible 400-780 nm (Figura 5) (Abril-Diaz, et al., 2010).
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Figura 5: Espectro Electromagnético

Fuente: Abril-Diaz, et al., 2010

Espectrofotometro

El espectrofotémetro UV (Figura 6) es un instrumento para desarrollar analisis
espectroscopicos basados en las absorciones de radiacién UV que tienen lugar en el
analito, debido a las transiciones electrénicas que este puede experimentar
[principalmente de 200 a 400 nm (UV cercano)]. Estos equipos pueden estar equipados
con un solo detector o un detector multicanal, configurados por medidas con un solo
rayo (SB) o doble rayo (DB) y designados para la medicion de una longitud fija o para

adquirir un espectro de absorcién completo (Arenas & Lépez, 2004).

Figura 6: Espectrofotometro UV Visible

Fuente: Autora

Componentes del espectrofotometro

Pese a la variedad de los disefios de este equipo, se puede indicar que los principales

componentes de un espectrofotémetro son (Figura 7):
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Una fuente de energia radiante, por lo general puede ser una lampara de deuterio y
tungsteno. Un monocromador para la seleccion de radiaciones de una determinada
longitud de onda compuesto por filtros, prismas, redes de difraccién. Un compartimento
gue contenga la muestra, las cuales van a estar colocadas en cubetas que pueden ser
de vidrio, cuarzo o plastico transparente. Un detector de luz y un amplificador que se
encarga de convertir las sefiales luminosas en sefiales eléctricas. Y finalmente un

registrador o sistema de lectura de datos (Abril-Diaz, et al., 2010).
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Figura 7: Componentes de un espectrofotometro.

Fuente: Abril-Diaz, et al., 2010

1.6 Actividad Antioxidante DPPH

Es uno de los andlisis de captacion de radicales libres, la molécula 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre estable debido a la deslocalizacién
de un electrén desapareado sobre la molécula completa. Cuando la solucién de DPPH
reacciona con el sustrato antioxidante, que puede donar un atomo de hidrégeno, el

color violeta se desvanece.(Tovar, 2013)
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CAPITULO Il. MARCO METODOLOGICO

1.1 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

El método empleado para el desarrollo de este proyecto es de tipo experimental y
descriptivo, el cual se basé en la obtencidn de evidencias reales mediante la utilizaciéon
de una serie de técnicas ya establecidas con la finalidad de conocer los parametros
fisicos-quimicos tales como la humedad, cenizas, solidos solubles, asi como también la
actividad antioxidante de las hojas de Eugenia churutensis X. Cornejo. Estas técnicas
fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de Quimica Orgénica Il y Laboratorio de

Andlisis Orgéanico de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Guayaquil.

1.2 EQUIPOS, APARATOS, MATERIALES Y REACTIVOS

11.2.1 EQUIPOS

e Balanza Analitica marca BOECO BBL-31
e Estufa marca TREAS
e Mufla marca ELEKTRO

e Espectrofotdmetro marca Shimadzu

11.2.2 APARATOS

e Hornilla eléctrica marca IMACO

e Soporte universal

11.2.3 MATERIALES

e Crisoles de 50ml

e Espatulas

e Beackers

e Balon de 500ml

¢ Condensador de serpentina
e Matraces de 100mly 250ml
¢ Tubos de ensayo

e Pipetas graduadas

15



e Pipetas volumétricas

¢ Micropipetas (100 uL)

e Pipeta pasteur

e Auxiliares de pipetas

¢ Fiolas elenmeyer

e Embudos

o Papel filtro

e Probeta graduada (50 mL y 100 mL)
e Vidrio reloj

e Mangueras

e Pinzas

I1.2.4 REACTIVOS

e Agua destilada

e Etanol

e Cloruro férrico al 5%

e Acetato de sodio

e Acido clorhidrico al 10%
e Folin Ciocalteu

e Cloruro de aluminio al 10%
e Carbonato de sodio

e Quercetina

e Acido galico

e DPPH

1.3 MUESTRA

La muestra utilizada, son las hojas de Eugenia churutensis X. Cornejo las cuales fueron
previamente recolectadas en la Reserva Ecoldgica Andrade, Km 43 via Guayaquil
Machala, a su vez esta especie fue identificada y descrita por el M.Sc. Xavier Cornejo,

quién reportd por primera vez la especie endémica.

Las hojas fueron cortadas, secadas y pulverizadas para los posteriores analisis

realizados.
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1.4 TECNICAS Y METODOS
I1.4.1 Determinacion de parametros Fisicoquimicos
I1.4.1.1 Humedad residual

Se emple6 el método gravimétrico, utilizando el material vegetal previamente secado,
se peso un crisol vacio y posterior a ello tarando se peso6 2 g de muestra en una balanza
analitica y fue llevado a una estufa durante 5 horas a 105 °C. Pasado el tiempo
indicado, la capsula se retird de la estufay se coloc6 en el desecador, donde se dejé
enfriar a temperatura ambiente, se pesé y se volvid a colocar en la estufa durante
1 h, asi sucesivamente hasta obtener una masa constante. Repetir el ensayo por
triplicado. Expresion de los resultados:

%H = %xwo

—
Donde:

% H = pérdida en peso por desecacion (%)

M2 = masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M1 = masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)

M = masa de la cdpsula vacia

100 = factor matematico

11.4.1.2 Cenizas Totales

Se pesan 2 g de muestra vegetal en un crisol de porcelana (previamente pesado), se
procede a incinerar en una mufla a una temperatura entre 550-600 °C hasta obtener
residuo de color blanco o grisaceo (3 a 4 h aproximadamente). Se deposita el sistema
(crisol-muestra) en un desecador para que se enfrié a temperatura ambiente y se vuelve
a pesar (Miranda & Cuellar 2000), en este se determind el residuo inorganico que queda
después de calcinar las drogas. El procedimiento se realiza por triplicado. Las masas

determinadas son sustituidas en la siguiente ecuacion:

N
%C = P x100
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Donde:
N= gramos de cenizas
P= gramos de la muestra

100= factor matematico

I1.4.1.3 Cenizas Insolubles en Acido Clorhidrico

Para la determinacion de sustancias minerales insolubles en acido clorhidrico se utilizd

igualmente el método gravimétrico para las cenizas totales y estas se disuelven en 25

mL de HCI. Calentar en bafio hirviente por 5 minutos. Filtrar cuantitativamente a través

de papel filtro libre de cenizas, enjuagar la capsula y el filtro con agua caliente. Colocar

el filtro en la capsula e incinerar. Para los célculos se utiliza la ecuacion:

M, — M
%C. HCIl = ﬂXlOO

1

Donde:

% C. HCI= porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base hidratada
M:= masa del crisol con la porcion de ensayos (g)

M = masa del crisol vacio (g)

M2= masa del crisol con las cenizas acido clorhidrico (g)

100= factor matematico

11.4.2 Determinacion de sustancias solubles

11.4.2.1 Maceracion

Se pes6 1 g del material vegetal molido, luego se colocé en un recipiente de vidrio

con tapa, se adiciono 10 mL del disolvente, macerar durante 6 horas con agitacion

constante luego se dejo reposar durante 18 horas a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo, se procedio a filtrar, el filtrado se llevé a una estufa a 40°C y

se evaporo hasta sequedad, se enfrid y se peso para calcular el contenido de materia

extraible.
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11.4.2.2 Extraccion en caliente

Se pes6 aproximadamente 20 g de material vegetal molido, en un balén de vidrio, se
adiciond 300 mL de etanol y se dejé reposar durante 1 hora. Luego se conecto el balon
a un condensador y se calent6 durante 1 hora sin llegar a ebullicién. Se dej6 enfriar y
se filtré rapidamente a través de un papel de filtro. El filtrado se llevé a una estufa a 40°C
y se evaporo hasta sequedad, se enfrid y se pesé para calcular el contenido de materia

extraible. Para ambos extractos se tomd en cuenta la siguiente ecuacion:

R
%SSZM x 100

Donde:

%SS = porcentaje de sustancias solubles
R= masa del residuo

M= masa de la muestra utilizada

100= factor matematico

I1.4.3 Tamizaje Fitoquimico

En el extracto obtenido por maceracién, se realizaron diferentes ensayos cualitativos,
tales como el ensayo de Cloruro Férrico al 10% y Shinoda los cuales consisten en
reacciones quimicas de identificacion, mediante las cuales se dan cambios de
coloracién o formaciéon de precipitados, con la finalidad de determinar la presencia
de metabolitos secundarios como fenoles y flavonoides que puedan estar presentes
en el material vegetal. Las pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de Andlisis
Organico de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Guayaquil.
(Miranda, M. & Cuéllar, A., 2001). En la Tabla 3 se observa el procedimiento que se

llevara a cabo para estos andlisis

Tabla 3: Tamizaje fitoquimico para determinar fenoles y flavonoides

Ensayo Metabolito Procedimiento Observacion
Si el extracto es acuoso se Coloracion
Cloruro Compuestos _ _ _
. . aflade acetato de sodio para roja — vino,
Férrico fenolicos

_ neutralizar y 3 gotas de una verde intenso,
(FeCls) taninos .
solucion de FeClzal 5% en azul
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solucion salina fisiologica. A
una alicuota del extracto
alcohdlico se adiciona el
reactivo.

Si la alicuota del extracto se Cuando la fase

encuentra en alcohol, se diluye del alcohol
con 1 mL de HCI concentrado amilico se
y un pedacito de cinta de colorea de
Shinoda Flavonoides magnesio metélico, se espera amarrillo,
5 minutos, se afiade 1ImL de naranja,

alcohol amilico, se mezclan carmelita o rojo;

las fases y se deja reposar intenso entodos

hasta que se separen. los casos.
Fuente: Miranda, M. & Cuéllar, A., 2001

11.4.4 Determinacion de Fenoles totales

Se determind el contenido de fenoles totales segun lo descrito por (Samaniego, 2006)

para lo cual se propone la siguiente metodologia.

Preparacion de los reactivos

Solucién patrén: se pesaron 12,5 mg de acido galico en matraces volumétricos de 25
mL y se llevé a volumen con agua destilada, la concentracion fue de 500 mg/L esto se
realizé por triplicado.

Solucién de Carbonato de Sodio al 10%: se pes6 10 g de Na,COs y se llevo a un
matraz volumétrico de 100 mL con agua destilada en caliente, se enfrid y se filtro.
Solucién de Folin-Ciocalteu: se tomd 5 mL del reactivo 2 N y se llevé a volumen en

un matraz de 50 mL con agua destilada.

Preparacion de la muestra

A partir de 20 g de las hojas secas y pulverizadas, mediante la extraccién en caliente se
obtuvieron 3,721 g de residuo del extracto etandlico, el cual se procedié a concentrar a
65400 mg/L. De este extracto se realizaron diferentes diluciones a concentraciones de
3270 mg/L, 2616 mg/L, 1962 mg/L, 654 mg/L y 65,4 mgl/L.
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Curva de calibrado

Se prepar6 a partir de la solucion madre de acido galico, tomando volimenes de 1, 2,
3, 5y 7 mL llevandolos a volumen en matraces de 10 mL hasta enrase. Las
concentraciones de estas soluciones son de 50, 100, 150, 250 y 350 mg/L
respectivamente. De cada una de estas soluciones se tom6 100 pL y se llevé a un
matraz aforado de 10 mL, se adiciona 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu, y 2 mL de
Na.COz al 20%, se agito bien y se llevd a volumen con agua destilada. Se dej6 reposar

por 30 minutos y se ley6 su absorbancia a 725 nm usando agua destilada como blanco.

Muestra problema

Se tomd 100 pL de la solucidn preparada para la muestra y se llevd a un matraz
volumétrico de 10 mL, se adiciono 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu, 2 mL de
Na.CO; al 20% y se enraso con agua destilada, se dej6 reposar por 30 minutos y se
ley6 su absorbancia a 725 nm, por triplicado. Los resultados se expresan como acido

galico en mg/mL

11.4.5 Determinacion de flavonoides

Se determiné la concentracion de flavonoides segun lo descrito por (Pourmorad et al.,

2006) para lo cual se propone la siguiente metodologia.

Preparacion de los reactivos

Solucién patréon: se pesaron 80 mg de quercetina en un matraz volumétrico de 100 mL
y se llevé a volumen con etanol al 96%, la concentraciéon fue de 800 mg/L.

Solucién de Tricloruro de Aluminio al 10%: se pesé 10 g de AICI; y se llev6 a un
matraz volumeétrico de 100 mL con etanol.

Solucién de Acetato de Potasio 1 M: se pes6 9,8 g de acetato de potasio y se llevo a

un matraz volumétrico de 100 mL con agua destilada.
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Preparacion de la muestra

A partir de 20 g de las hojas secas y pulverizadas, mediante la extraccién en caliente se
obtuvieron 3,721 g de residuo del extracto etandlico, el cual se procedi6é a concentrar a
65400 mg/L. De este extracto se realizaron diferentes diluciones a concentraciones de
2616 mg/L, 1962 mg/L, 654 mg/L y 65,4 mg/L.

Curva de calibrado

Se prepararon a partir de la solucién madre de quercetina seis (6) soluciones, tomando
volimenes de 1, 3, 5, 10, 30 y 40 mL llevandolos a volumen en matraces de 100 mL
hasta enrase con etanol al 96%. Las respectivas concentraciones de estas soluciones
son 8, 24, 40, 80, 240 y 320 mg/L. De cada una de estas soluciones se tomé 500 uL y
se llevé a tubos de ensayos, se adiciono 1,5 mL de etanol al 96%, mas 100 uL de la
solucion de AICI; al 10%, 100 pL de la solucion de Acetato de potasio 1 M, por ultimo,
se agregaron 2,8 mL de agua destilada, se agito y se dej6 reposar por 30 minutos. Se

ley6 su absorbancia a 415 nm usando etanol como blanco.

Muestra problema

Se tomaron 500 pL de la dilucién preparada para la muestra y se llevé a un tubo de
ensayo se adiciono 1,5 mL de etanol al 96%, mas 100 ul de la solucién de AICl; al 10%,
100 pL de la solucion de acetato de potasio 1 M, por Ultimo se agrega 2,8 mL de agua
destilada se agito y se dejo6 reposar por 30 minutos. Se ley6 su absorbancia a 415 nm

se realiz6 el andlisis por triplicado.

11.4.6 Actividad Antioxidante in vitro

En esta metodologia se busca evaluar mediante la capacidad captadora del radical
DPPH, la capacidad antioxidante de los extractos. Se propone la utilizacion de la

metodologia descrita por (Cruzado, Pastor, Castro, & Cedrén, 2013)

Preparacion de los reactivos

Solucion patrén: se pesaron 2,5 mg de acido galico en un matraz volumétrico de 50
mL y se llevo a volumen con etanol al 96%, la concentracion fue de 50 mg/L.
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Solucién de DPPH: se pesé 3 mg de DPPH y se llevé a un matraz volumétrico de 50

mL con etanol.

Preparacion de la muestra

A partir de 20 g de las hojas secas y pulverizadas, mediante la extraccidon en caliente se
obtuvieron 3,721 g de residuo del extracto etandlico, el cual se procedio a concentrar a

65400 mg/L. De este extracto se realiz6 una dilucion a una concentracion de 3270 mg/L.

Curva de calibrado

Se prepararon a partir de la solucibn madre de acido galico cinco (5) soluciones,
tomando volimenes de 1, 2, 3, 4, y 5 mL llevandolos a volumen en matraces de 10 mL
hasta enrase con etanol al 96%. Las respectivas concentraciones de estas soluciones
son 5, 10, 15, 20, y 25 mg/L. De cada una de estas soluciones se tomé 200 uL y se llevo
a tubos de ensayos, se adiciono 2 mL de la solucién de DPPH, se agito y se dejo reposar

por 30 minutos. Se leyd su absorbancia a 517 nm usando etanol como blanco.

Muestra problema

Se tomaron 200 pL de la dilucion preparada para la muestra y se llevé a un tubo de
ensayo se adiciono 2 mL de la solucion de DPPH, se agito y se dej6é reposar por 30

minutos. Se leyé su absorbancia a 517 nm se realiz6 el analisis por triplicado.

23



CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSIONES

Ill.1 Determinacién de los pardmetros fisicoquimicos

A las hojas de la especie se le determinaron los parametros fisicoquimicos como:
humedad residual, cenizas totales, cenizas insolubles en acido clorhidrico, sustancias

solubles en etanol y agua.

Humedad Residual

Para el analisis de humedad residual de las hojas de E. churutensis X. Cornejo, se
procedié a secarlas al ambiente por tres dias y después en una estufa a 40 °C por tres
dias. Después se trituraron manualmente y se utiliz6 el método gravimétrico para su

andlisis donde se pesaron inicialmente 2 g aproximadamente de las hojas.

Estudios realizados a la especie Eugenia clarensis muestran que el porcentaje de
humedad residual es 5.33% (Puerto, 2014), para la especie Eugenia uniflora el resultado
es 8% (Morel, 2017), Las Normas y Farmacopeas establecen, en dependencia del
material vegetal, un contenido de humedad residual entre 8 y 14 % (LouZhi-cen,
1980), comparando los resultados obtenidos para E. churutensis y lo descrito en la
bibliografia el porcentaje de humedad residual se encuentra dentro de estos valores
reportados para especies del mismo género. En la Tabla 4 se refleja el resultado de
humedad residual, el cual se realizé por triplicado, se calculd la media y coeficiente de

variacion respectivamente.

Tabla 4: Humedad Residual de hojas de E.churutensis X.Cornejo

N° Humedad (%)
1 6,33
2 6,23
3 6,47
Promedio 6,34
CV (%) 1,92

Elaborado por: Autora
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Cenizas totales e insolubles en acido clorhidrico

Las cenizas restantes, obtenidas después de la igniciébn de los materiales a base de
hierbas incluyen cenizas fisioldgicas, que se deriva del tejido de la planta en si, y la
ceniza no fisiolégica, que es el residuo de la materia extrafia; por ejemplo, arena y tierra
gue se adhiere a la superficie de la planta. Las cenizas insolubles en acido miden la

cantidad de silice presente, especialmente como arena y tierra silicea (WHO, 2001).

Los analisis realizados a la especie Eugenia clarensis muestra que el valor de cenizas
totales es 2.350% y las cenizas insolubles en HCIl es 0.594% (Puerto, 2014). En los
andlisis realizados a otras especies pertenecientes familia Myrtaceas para la especie
Myrciantes halli muestra que sus resultados de cenizas totales es 8,82 % y en cenizas
insolubles en acido clorhidrico es del 1,07 % (Chavez, 2016). Las Farmacopeas
plantean un indice de cenizas totales hasta el 5 % y para cenizas insolubles en
acido clorhidrico es alrededor del 2 % para plantas medicinales (Louzhi-cen, 1980; WHO
1998), comparando los resultados obtenidos para la especie E.churutensis sobrepasa
los valores tomados como referencias en la bibliografia. En la Tabla 5 se reflejan los

resultados obtenidos para las cenizas totales y cenizas insolubles en &cido clorhidrico

Tabla 5: Porcentaje de Cenizas en hojas de E. churutensis X. Cornejo

Parametro Porcentaje
Cenizas totales 11,83%

Cenizas insolubles en
acido clorhidrico

Elaborado por: Autora

8,47%

Sustancias solubles

Para la determinacion de sustancias solubles se realiz6 una maceracion acuosa y
etandlica a temperatura ambiente y los solventes se llevaron a evaporacion completa en
una estufa a 40 °C y por célculos de diferencia se obtuvieron los resultados. En la tabla
6 y 7 se reflejan los resultados obtenidos para los diferentes extractos, se calcul6 la
media y coeficiente de variacién respectivamente, estos analisis se realizaron por

triplicado, a excepcion del extracto etandlico caliente el cual solo se realiz6 una vez.
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Tabla 6: Sustancias Solubles obtenida por maceracion de hojas de E.churutensis

X.Cornejo
Maceracion
N° Sustancias Solubles (%)
Etandlico Acuoso

1 17,94 23,55

2 17,71 23,78

3 17,81 23,68
Promedio 17,82 23,67

Ccv 0,64 0,49

Elaborado por: Autora

Tabla 7: Sustancias Solubles del extracto etandlico caliente de hojas de E.churutensis

X.Cornejo
Extraccién en Sustancias
caliente solubles (%)
Etandélico 18,51

Elaborado por: Autora

Los valores obtenidos para las sustancias solubles obtenidas a partir de maceracion
acuosa y etandélica muestran que el porcentaje de materia extraible en las hojas es de
naturaleza muy polar dando como resultado 23,67% en comparacion de las sustancias
solubles del extracto etandlico caliente que tiene como resultado 17,82%.
Paradéjicamente se puede indicar que estos resultados obtenidos se dan debido a la

falta de desecacion del extracto acuoso.

I11.2 Tamizaje fitoquimico

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de los extractos acuoso y etandlico
de las hojas de E. churutensis X. Cornejo se muestran en la Tabla 8. El andlisis
cualitativo de los metabolitos secundarios para los ensayos de Cloruro Férrico y Shinoda

mostro la presencia o la ausencia de estos en los diferentes tipos de extractos.

Se puede evidenciar que en el tamizaje de los extractos acuoso y etandlico para la

especie de E. clarensis tiene como resultado tres cruces para los ensayos de FeCl; y
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Shinoda (Nguyen et al., 2016). Otro andlisis realizado a la misma especie evidencia
como resultado de su tamizaje fitoquimico frente a dichos ensayos en extracto etandlico

tres cruces y en acuoso una cruz (Puerto, 2014).

Tabla 8: Tamizaje fotoquimico de los extractos de E.Churutensis X. Cornejo

Maceracion
Ensayo Metabolito
Acuosa Etandlica
. Azul violeta Verde intenso
FeCls Fenoles y/o Taninos (+++4) (++4)
Shinoda Flavonoides Carmelita (++) (-)

Elaborado por: Autora

111.3 Determinacién de Fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se realizé una curva de calibrado con &cido
galico como estandar obtenido diferentes absorbancias para cada una de las
concentraciones que se establecieron. En la tabla 9 se puede observar los datos de la
curva de calibrado de &cido galico y en el grafico 1 se puede apreciar curva de la

calibrado.

Tabla 9: Datos de la curva de calibrado de Acido Galico

Alicuotas Concentracion .
Absorbancia

(mL) (mg/L)
1 50 0,09
2 100 0,16
3 150 0,25
5 250 0,41
7 350 0,54
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Curva de Calibrado de Acido Galico
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Grafico 1: Curva de calibrado para Fenoles Totales

Se determiné la cantidad de fenoles totales presentes en el extracto etandlico en caliente
de las hojas de E. churutensis, por la interpolacion de las absorbancias de la muestra
en la ecuacion de la curva de calibrado. Se establecié que la concentracion de fenoles
totales en la muestra era de 243,33 mg/L. El valor de la concentracion total de la muestra
era de 2616 mg/L (obtenida a partir del extracto etandlico luego de la remocion del
solvente). Asi pues, la relacién entre los fenoles y la muestra es de 93,0 mg de fenoles
por cada gramo del crudo etandlico llevado a sequedad. Tomando en consideracion que
el extracto etandlico (3,721 g) se preparé a partir de 20 g de muestra de material vegetal
(seco y molido) y asumiendo que todos los derivados fendlicos presentes en las hojas
resultaron solubles en etanol, se puede afirmar que hay una cantidad aproximada de
17,3 mg de derivados fendlicos por cada gramo de material vegetal seco. En la tabla 10
se puede apreciar las absorbancias de la muestra.
Tabla 10: Absorbancia de la muestra problema

Lecturas | Absorbancias

1 0,3829

2 0,3829

3 0,3831

Promedio 0,3830
CVv 0,03

Comparando el resultado obtenido con otros estudios de determinacién de fenoles
totales para el género Eugenia, se observa que en la especie Eugenia clarensis se
reporta un contenido de fenoles totales de 41,90 mg/g de extracto etandlico (Avalos,
2017). Para Eugenia jamboolana, la cantidad de derivados fendlicos totales reportada

varia de acuerdo a los extractos evaluados (3,98 mg/g en éter de petrbleo; 24,27 mg/g
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en tolueno; 5,82 mg/g en acetato de etilo; 6,07 mg/g en acetona y 40,94 mg/g en agua)
de material vegetal seco (Sukmasari et al., 2018). En la Eugenia polyantha fue reportado
un valor de 8,20 mg de derivados fendlicos totales por cada por gramo de material
vegetal seco extraido con etanol (Othman et al., 2014). Para la especie Eugenia uniflora

se reportaron 269,65 mg por gramo de extracto etanélico (Suhendi & Hanwar, 2011).

Como puede observarse en los datos anteriormente expuestos, luego de comparar los
resultados se observa que la cantidad de fenoles totales depende fundamentalmente de
dos factores: la especie estudiada y el extracto estudiado. El resultado obtenido para E.
churutensis (17,3 mg/g de hojas secas 0 93,0 mg/g de extracto) esta ubicado entre el
rango de los valores sefalados en la bibliografia para E. jamboolana; es superior a la
cantidades reportadas para la especie E. polyantha y E. clarensis e inferior al de E.

uniflora.

111.4 Determinacion de Flavonoides totales

Para la determinacién de flavonoides totales se realizd6 una curva de calibrado con
guercetina como estadndar obtenido diferentes absorbancias para cada una de las
concentraciones que se establecieron. En la tabla 11 podemos observar los datos de la

y en el grafico 2 se puede apreciar curva de la calibrado.

Tabla 11: Datos de la curva de calibrado de Quercetina

Alicuotas | Concentracion .
Absorbancia

(ml) (mg/L)
1 8 0,01
3 24 0,06
5 40 0,11
10 80 0,34
30 240 0,98
40 320 1,81
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Curva de Calibrado de Quercetina
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Grafico 2: Curva de calibrado para Flavonoides Totales

Para expresar la cantidad de flavonoides totales presentes en el extracto etandlico de
E. churutensis X. Cornejo, se tomo en cuenta la ecuacion de la curva de calibrado y con
las absorbancias obtenidas, se determin6 mediante interpolacion de datos la
concentracion de flavoniodes totales la cual dio como resultado 79,28 mg/L. Entonces,
se puede afirmar que por cada 1962 mg/L (concentracién de la muestra) hay 79,28 mg/L;
es decir que por cada gramo de extracto hay 40,41 mg de flavonoides equivalentes a
guercetina. Finalmente, por cada gramo de material vegetal seco hay 7,52 mg de
flavonoides equivalentes a quercetina. En la tabla 12 se puede apreciar las

absorbancias de la muestra.

Tabla 12: Absorbancias de la muestra para Flavonoides Totales

Lecturas | Absorbancias

1 0,3403

2 0,3379

3 0,3412

Promedio 0,3398
CVv 0,50

En la bibliografia se reporta para Eugenia jamboolana, una cantidad de flavonoides
totales que varia entre 1,11 y 42,90 mg por cada 100 gramos de material vegetal seco
dependiendo del extracto estudiado [1,11 mg en éter de petrdleo; 42,90 mg en tolueno;
27,03 mg en acetato de etilo; 26,85 mg en acetona y 2,78 mg en agua (Sukmasari et al.,
2018)]. En la Eugenia polyantha se reporta un valor de 12 mg de flavonoides totales por

cada por gramo de material vegetal seco extraido con etanol (Othman et al., 2014), al
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contrastar este valor con el resultado obtenido para E.churutensis (7,52 mg/g de hojas
secas), se hace evidente que el contenido de flavonoides totales duplica al de la especie
en estudio. Para la especie Eugenia uniflora se reportaron 87,81 mg de flavonoides
totales por gramo de extracto etandlico (Suhendi & Hanwar, 2011), al igual que en el
caso anterior, la presencia de flavonoides en esta especie duplica al taxdn en estudio.
(40,41 mg/g de extracto etandlico). Es notorio que en las especies E. jamboolana y E.
uniflora la cantidad de flavonoides totales es menor que la cantidad de derivados

fendlicos totales, tal como se ha establecido para E. churutensis.

111.5 Determinacion de la Actividad Antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las hojas de E.
churutensis se procedié a realizar una curva de calibracién (Tabla 13, Grafico 3) que
relaciona diferentes concentraciones acido galico con su capacidad para decolorar el
radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH). La decoloracion del DPPH se expresa como
porcentaje de inhibicidn. Finalmente, por interpolacion de datos, se establecié que la
muestra evaluada de concentracion 3270 ppm (absorbancia 0,2891), tiene un
porcentaje de inhibicién (Q%) de 17,46% (equivalente 10,53 mg de &cido gélico). En
concordancia con lo descrito en la literatura (Cruzado et al., 2013), se puede afirmar que
1 g de extracto etandlico de hojas de E. churutensis tiene una actividad antioxidante

comparable con 3,2 mg de 4cido galico.

Tabla 13: Datos de la curva de calibrado de acido gélico (solucién estdndar) a 515 nm

L0, nosoromcn | JSSORONCH | RELAOON
(PPM) DPPH ABSORBANCIA

0 0,0353 1,6558 0,0000 0
5 0,0359 1,5063 0,1495 9,03
10 0,0364 1,3524 0,3034 18,32
15 0,0370 1,2901 0,3657 22,09
20 0,0375 1,1314 0,5244 31,67
25 0,0381 0,9454 0,7104 42,90
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Curva de calibrado de acido galico Vs. DPPH
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Gréfico 3: Curva de Calibrado del 4cido galico para hallar inhibicién del DPPH

Segun Sukmasari y colaboradores el porcentaje de inhibicion de DPPH (Q) de Eugenia
jamboolana oscila entre 0,20 y 16,39% dependiendo del extracto estudiado a
concentraciones de 2000 mg/L (Sukmasari et al., 2018) y Othman y colaboradores han
reportado un Q de 60% para el extracto etandlico de Eugenia polyantha a una
concentracién de 2000 mg/L (Othman et al., 2014). El valor de actividad antioxidante
obtenido para para las hojas de E. churutensis, esta dentro del intervalo de valores
reportados para Eugenia jamboolana, tomando en cuenta que el experimento de la
presente investigacion se desarrollé con una concentracion 63,5% mas elevada (3270
mg/L), si se efectuara una dilucién a 2000 mg/L, el porcentaje de inhibicién deberia

disminuir a un valor de 10,68% aproximadamente.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo se puede concluir lo

siguiente:

¢ La humedad residual se encuentra dentro de los parametros establecidos para

este género el cual dio como resultado una media de 6,34 %.

¢ Ladeterminacion de cenizas totales y las cenizas insolubles en &cido clorhidrico

sobrepasan los niveles de aceptacion.

e Los extractos analizados, mostraron que el extracto acuoso fue el que presentd

el mayor porcentaje de sdlidos solubles con un promedio de 23,67%.

e Eltamizaje fitoquimico demostrd que los extractos etandélico y acuoso poseen un

alto contenido de fenoles y flavonoides.

e La concentracion de fenoles totales expresados como &cido galico fue de 17,3

mg por cada gramo de material vegetal seco.

e La concentracion de flavonoides expresados como quercetina fue de 7,52 mg

por cada gramo de material vegetal seco.

e Un gramo de hojas secas de E. churutensis frente a DPPH es comparable con

0,60 mg de acido galico.

e Este trabajo es la linea base de la actividad antioxidante presente en la especie
E. churutensis.
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

Realizar un estudio mas minucioso de las cenizas de la especie E.

churutensis.

Realizar un estudio cromatografico amplio que permita aislar y caracterizar

los metabolitos secundarios mayoritarios de especie E. churutensis.

Realizar estudios comparativos con extracto de diferente polaridad.

Desarrollar otros ensayos para la evaluacion de la actividad antioxidante ( 3-

caroteno, ORAC, entre otros)
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Glosario de términos utilizados

Acido galico: es un polifenol y pertenece precisamente al grupo de taninos
hidrolizables.

Antifungico: que evita el desarrollo de hongos, los destruye o detiene su
crecimiento.

Antiinflamatorio: que reduce o combate los sintomas y los signos de la
inflamacion

Antioxidante: Sustancia que impide la formacién de 6xidos los antioxidantes
mas frecuentes son aminas y fenoles convenientemente tratados; los
antioxidantes impiden las reacciones de oxidacién que alteran los alimentos
Antipirético: sustancia que sirve para reducir la fiebre

Diurético: sustancia, medicamento que facilita o aumenta la eliminacién de orina
DPPH: compuesto quimico organico 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. Es un polvo
cristalino de color oscuro compuesto de moléculas estables de radicales libres.
Endémica: que se repite frecuentemente o que esta muy localizado en un lugar.
Estrés oxidativo: es el proceso de deterioro celular dependiente de la
produccion de radicales libres.

Farmacologia: ciencia que estudia la composicion, las propiedades y la accion
terapéutica de los medicamentos.

Fitoterapia: tratamiento médico de algunas enfermedades basado en el
empleo de plantas y sustancias vegetales.

Fenoles: son compuestos quimicos llamados aromaticos. Las sustancias
provienen de los alcoholes aromaticos. Existen varios tipos de fenoles: los acidos
fenoles, las flavonas, los taninos y las antocianinas.

Flavonoides: los flavonoides son pigmentos vegetales con un marcado poder
antioxidante, que previenen el envejecimiento celular y los procesos de oxidacion
Maceracion: proceso de extraccion, el cual los metabolitos se encuentran
en la materia sélida y la parte liquida se realiza la extraccion.

Metabolitos: son compuestos, generalmente organicos, que participan en las
reacciones quimicas que tienen lugar a nivel celular.

Prevalencia: es la proporcién de individuos de una poblacién que presentan el
evento en un momento, o periodo de tiempo, determinado.

Radicales libres: es un &tomo o molécula que contiene un electrén desapareado
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Tamizaje fitoquimico: proceso cualitativo de reacciones sencillas por el cual se
determina los principales grupos quimicos presentes en una planta.
Quercetina: Flavonol que se encuentra presente en altas concentraciones tanto
en frutas como en verduras, en especial en la cebolla.

Somaticas: son las que conforman el crecimiento de los tejidos y érganos de
un ser vivo pluricelular, las cuales proceden de células madre originadas durante
el desarrollo embrionario.
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ANEXOS

ANEXO I: IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DE LA ESPECIE-HERBARIO GUAY

Herbario GUAY

Facultad de Ciencias Naturales
Universidad de Guayaquil

De: MSc. Xavier Cornejo, curador asociado

Para: Dra. Carmen Bonifaz, Decana Fact. CCNN y Directora Herbario GUAY
Fecha: Viernes, 8 de Diciembre de 2017

Asunto: Identificacion de 1 espécimen y descripcion.

Registro GUAY de identificacion: 52

Saludos cordiales. Por medio de |a presente se entrega la identificacion y descripcion de
un especimen de planta vascular proveniente de la reserva Andrade, entregados por Carolina
Santiago Dugarte en la Facultad de Ciencias Naturales de 12 Universidad de Guayaquil el 6 de
Dicsermmbre de 2017.

Atentamente,

MSc. Xavier Cornejo obd DEg
Curador > ) Y\
Herbario GUAY S eyl =

Adj.: Identificacion B, =
cc. Herbario GUAY oy Crau Ny

Av. Juan Tanca Marengo y Av. Gomez Lince s.n.
P.O. Box 09-01-10634
Guayaquil-Ecuador

44



Herbario GUAY
Facultad de Ciencias Naturales
Universidad de Guayaquil
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex. Takht.
Superorden: Rosanae Takht,
Orden: Myrtales Juss. ex Bercht, & J. Presl
Familia: Myrtaceae Juss.
Género: Eugenio L.
Nombre cientifico: Eugenia churutensis Cornejo

Nombre vernaculo: No registrado
Estatus de conservacidn: En Peligro, EN B2abliii)

Descripcian taxonomica:

Arbol de talla baja. Hojas simples, opuestas; limina cartdcea, eliptica hasta corto-lanceolada,
13-18x 5-8 cm, base cuneada hasta redondeada, apice obtuso a corte-acuminado, glabra. Flores
y frutos no vistos.

Av. Juan Tanca Marengo y Av, Gémez Lince s.n. - \f}’;,? i
P.0. Box 09-01-10634 Noeh
Guayaquil-Ecuador 5
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ANEXO Il: DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE Eugenia
churutensis X.Cornejo
Humedad residual

2. Determinacién de humedad
método gravimétrico

1. Peso dela muestra

Cenizas

3. Mufla para cenizas 4. Muestra en la mufla 5. Muestra en el desecador

Sustancias solubles

6. Maceracidn acuosa en frio 7. Extracto acuoso en frio
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8. Maceracién etandlica en frio 9. Extracto etandlica en frio

ANEXO Ill. RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO, ENSAYOS DE
CLORURO FERRICO Y SHINODA

P o ——ae

Cloruro Férrico

11. Ensayo de Cloruro 12. Ensayo de Cloruro
Férrico (Extracto Férrico (Extracto
acuoso) etandlico)
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Shinoda

13. Ensayo de Shinoda 14. Ensayo de Shinoda
(Extracto acuoso) (Extracto etandlico)

ANEXO IV. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

gélico para curva de a diferentes determinar fenoles totales

calibrado concentraciones

ANEXO V: DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES

18. Soluciones de Quercetina para curva de calibrado
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20. Espectrofotémetro usado para la
determinacion de flavonoides

19. Curva de calibrado y muestras
para determinacidon de flavonoides

ANEXO VI: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO

21. Soluciones de Acido Galico para la curva de
calibrado

22. Solucién de DPPH 23. Preparacion de la curva y muestra para
evaluar actividad antioxidante
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