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resultado de fenoles totales del extracto de las hojas fue de 0,06675 mgGAE/qg.
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RESUMEN

Podemos atribuir a la presencia excesiva de radicales libres en el cuerpo
humano como la causante al crecimiento de tumores cancerigenos, debido a que
genera un estrés oxidativo provocando la degeneracion celular, provocandonos
el desarrollo de enfermedades cronicas. Por ello trabajamos en estudios de la
Artemisia Absinthium para asi tratar de prevenir este tipo de patologias. El
presente trabajo de titulacion tiene como objetivo principal determinar la
capacidad antioxidante mediante el método DPPH, como también determinar el
contenido de fenoles totales por método de Folin-Ciocalteu y ademas determinar
la presencia de metabolitos secundarios mediante tamizaje fitoquimico preliminar
de los extractos hidroalcohdlico de las hojas y tallos de la Artemisia Absinthium.
En la determinacién de metabolitos secundarios del extracto de las hojas dieron
como resultados positivos: Triterpenos/Esteroles, Flavonoides, Taninos/Fenoles.
Mientras que el extracto de tallos nos arrojé un resultado positivo en:
Triterpenos/Esteroles, Flavonoides, Taninos/Fenoles. Se logré evaluar la
actividad antioxidante en el extracto del tallo, dando como resultado 447,05
mg/ml ICso, por otro lado, el resultado de actividad antioxidantes del extracto de
las hojas dio un resultado de 436,94 mg/ml. En los andlisis para la determinacion
de fenoles totales para el extracto del tallo, nos arrojé un resultadode 0,07038
MgGAE/G, por otro lado, el resultado de fenoles totales del extracto de las hojas
fue de 0,06675 mgGAE/g.

Palabras clave: Artemisia absinthium, ajenjo, actividad antioxidante, fenoles

totales, tamizaje fitoquimico, método Folin-Ciocalteu, método DPPH.



XIX

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

ANALISIS COMPARATIVO DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES Y
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS HOJAS Y TALLOS DE LA Artemisia
Absinthium (AJENJO)

Autores: CHIQUI TOMALA JOEL ANTONIO Y MORLAS LOPEZ FERNANDO
ARTURO

Tutor: Q.F. FRELLA SORAYA GARCIA LARRETA

We can attribute the excessive presence of free radicals in the human body
as the cause of the growth of cancerous tumors, because it generates
oxidative stress causing cell degeneration, causing the development of
chronic diseases. That is why we work on studies of Artemisia Absinthium
in order to try to prevent this type of pathology. The main objective of this
titration work is to determine the antioxidant capacity by means of the DPPH
method, as well as to determine the content of total phenols by the Folin-
Ciocalteu method and also to determine the presence of secondary
metabolites by preliminary phytochemical screening of the hydroalcoholic
extracts of the leaves and stems of the Artemisia Absinthium. In the
determination of secondary metabolites of the leaf extract, the following
results were positive: Triterpenes/Sterols, Flavonoids, Tannins/Phenols.
While the stem extract gave us a positive result in: Triterpenes/Sterols,
Flavonoids, Tannins/Phenols. It was possible to evaluate the antioxidant
activity in the stem extract, resulting in 447.05 mg/ml 1C50, on the other
hand, the result of antioxidant activity of the leaf extract gave a result of
436.94 mg/ml. In the analyzes for the determination of total phenols for the
stem extract, it gave us aresult of 0.07038 mgGAE/G, on the other hand, the
result of total phenols of the leaf extract was 0.06675 mgGAE/g.

Summary: Keywords: Artemisia absinthium, wormwood, antioxidant activity,

total phenols, phytochemical screening, Folin-Ciocalteu method, DPPH method.



INTRODUCCION

El Ajenjo es una planta medicinal y aromética, también conocida como
Artemisia absinthium, con un potencial de uso bastante interesante para la
industria farmacologica. La Artemisia, parte de la familia Asteraceae tiene 500
especies que han sido en su mayoria domesticadas y cultivadas de manera
controlada (Julio, y otros, 2017). Es una planta con una altura aproximada de un
metro de altura que posee una raiz axonomorfa, tallo de aspecto lefioso y hojas
alternadas y compuestas que emiten un olor a salvia y contienen un sabor
amargo. Por otro lado sus flores son tubulares y de color amarillo (Fernandez &
Pérez, 2019).

El ajenjo ha sido largamente utilizado como planta medicinal en Europa y
se introdujo a Mesoamérica durante la conquista espafola, comenzando a ser
utilizado por su parecido medicinal a la planta estafiate, de uso mexicano.
Adicionalmente, desde el apogeo del imperio griego, se conocia de sus usos para
el sistema digestivo, ademas de ser diurético (Beltran, y otros, 2017). Otrosusos
incluyen la estimulacion del apetito, limpieza del higado y vesicula biliar, ayudar
a estimular la menstruacion. Finalmente, se ha demostrado su bioactividad como
nematicida, insecticida, antifUngico y anticancerigeno (Fernandez & Pérez,
2019).

Los andlisis del ajenjo y sus extractos también han incluido el estudio de
sus propiedades en contra de los radicales libres que se producen en el
organismo humano, a causa de la presencia del oxigeno, asi como los causados
por factores exdgenos como la mala alimentacion, el estrés, etc.; ayudando asi
a detener el desarrollo de un sinnumero de enfermedades (Ministerio de Salud
de Chile, 2022).

A pesar del amplio uso del Ajenjo para fines medicinales, dentro de nuestro
entorno ha sido incipiente el estudio de las propiedades antioxidantes deesta
planta, sobre todo de su tallo. Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo
desarrollar un estudio comparativo sobre el contenido de los fenoles totales y
metabolitos secundarios de las hojas y tallos de la Artemisia absinthium,por medio
de espectrofotometria, determinando asi el alcance de su actividad antioxidante.
Para el efecto se realizaran varios estudios: Tamizaje fitoquimico para determinar

los metabolitos secundarios presentes, método Folin-Ciocalteu



para determinar los fenoles totales y el método DPPH para determinar la

actividad antioxidante de las mencionadas partes de la planta.

CAPITULO I: PROBLEMA

l.1 Planteamiento y Formulaciéon del Problema.

La presencia de radicales libres dentro del organismo humano es
constante, debido al metabolismo normal, derivado de la presencia del oxigeno.
La presencia excesiva de radicales libres en el organismo humano se ha
vinculado con un riesgo mas alto de sufrir ateroesclerosis, debido a que el estrés
oxidativo originado por ellas, degenera en desordenes celulares. En ellos, las
especies reactivas de oxigeno (ERO) u oxiradicales oxidan a las LDL (colesterol

malo), promoviendo la disfuncion endotelial (Hernandez, y otros, 2020).

Otros factores que ayudan a la proliferacion de radicales libres son estrés
cronico, conflictos emocionales recurrentes, estrés postraumatico, depresion
subclinica y sustancias que oxidan el glutation (GSH). También los procesos
inflamatorios, traumatismos, y la dieta hipercaldrica, ademas del fenbmeno de
isquemia y reperfusion y efectos adversos a farmacos (De la Pefia, 2018).
Algunos ejemplos de radicales libres causantes del estrés oxidativo son el
perdxido de hidrogeno, anién superdxido y el radical hidréxilo, los mismos que,
mediante la lipoperoxidacion fragmenta la membrana celular, causando el dafio
celular irreversible. Es la proliferacion de estas moléculas inestables llenas de
oxigeno, denominadas ROS, las que se han encontrado en la mayoria de células
del parénquima pulmonar, cuyo dafio puede causar sindrome de distrés
respiratorio o SDRA (Garcia U. , 2018).

Por otro lado (Rodriguez, Pefia, Gomez, Santisteban, & Hernandez,
2015), hablan también de como algunas enfermedades no transmisibles, son
originadas por el exceso de estrés oxidativo (proliferacion de radicales libres):
Con respecto al cancer, se relaciona la presencia de radicales libres como
contribuyentes al crecimiento de tumores. En el caso del cancer de pulmén el
riesgo es aun mayor, ya que aqui los radicales libres, como los éxidos de
nitrégeno, presentes en el alquitran, forman con las proteinas carcin6genos como
las nitrosaminas. Ademas, la muerte celular que se da en el sistema nervioso es
ocasionada también por la alta produccion de radicales en el proceso de

transporte electronico de las mismas. Esta pérdida neuronal se vincula
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directamente a la enfermedad de Huntington, Alzheimer, Parkinson y ataxias
espinocerebelosas. Finalmente, pacientes que padecen Ataxia por deficiencia de
vitamina E, son vinculados también a la presencia de radicales libres, debido a
la poca proteccion antioxidante que el cuerpo humano desarrolla a falta de esta

biomolécula.

La oxidacion generada por radicales libres tiene varias fuentes. Por
ejemplo, todos los alimentos que se componen principalmente de aceites y
grasas son altamente oxidantes (Kemin, 2022). Ademas, se han identificado

otros factores que propician la generacion de radicales libres:

- Fumar: el humo del tabaco produce un gran sinnimero de sustancias
cancerigenas y una gran cantidad de variedades de radicales libres, que
son los principales generadores del estrés oxidativo, debido a que
especies reactivas de oxigeno, también llamadas (ERO), aumentan su
produccion por el humo del tabaco (Sosa, Aicardo, & Valez, 2022).

- Exposicion al sol: la toma excesiva del sol, puede causar reacciones
guimicas u oxidacion celular dando asi la produccion del estrés oxidativo
gue sabemos es presencia excesiva de radicales libres (actaFarma,2018).

- Mala alimentacién: La falta de una dieta equilibrada es un factor
determinante para que se produzcan radicales libres en altas
concentraciones, o para la falta de presencia de antioxidantes, sustancias
gue ayudan a neutralizarlos. Las dietas ricas en grasas, el consumo de
aceites vegetales refinados o el consumo de alimentos con aditivos
guimicos, son uno de los principales factores alimenticios que provocan
radicales libres. La margarina, las grasas de la leche o las grasas de la
carne son los principales alimentos generadores de radicales libres (Crear
Salud, 2022).

El ajenjo, también llamada Artemisa absinthium, es también conocida
como hierba santa, es una planta de origen europeo, es introducida y cultivada
en Ecuador (Daza M. , 2018). A pesar del amplio uso y estudio que se ha
generado en torno a la Artemisa absinthium, no existen estudios a la fecha que

hagan referencia a los fenoles totales presentas en esta planta, sobre todo en



los extractos obtenidos de sus hojas y tallos, ni de su potencial antioxidante, por

lo que resulta imperioso estudiarlos (Daza M. G., 2018).
Formulacion del Problema

¢, Como incide la presencia de fenoles totales y metabolitos secundarios
en la actividad antioxidante de las hojas y tallos del ajenjo (Artemisia

absinthium)?

1.2 Justificacion

El aceite esencial de la Artemisia absinthium ha sido historicamente usado
por su accion colerética, antihelmintica, antibacteriana y favorecedora de
funciones digestivas. Ademas, la infusion que se genera de sus hojas y tallos es
conocida por tener propiedades que controlan malestares del estbmago y del
higado, regulan el ciclo menstrual y ayuda al tratamiento de resfrio con tos.
Dentro de sus contraindicaciones se encuentran sus facultades abortivas para
mujeres en periodos de embarazo y sus dafios a la lactancia y su contribucion a
la epilepsia (Ministerio de Salud de Chile, 2022).

Ademas las propiedades antipiréticas de sus hojas se han utilizado en
conjuntivitis, y se ha aplicado en mordeduras de serpientes. Por otro lado, su tallo
se ha usado como analgésico dental y ha ayudado a la infertilidad femenina,
dismenorrea, paludismo, diabetes y Ulceras estomacales (Castillo, Martinez, &
Villar, 2016). Finalmente, sus extractos acuosos Yy aceites esenciales han
comprobado poseer una fuerte actividad antioxidante in vitro, ademas de ser un
efectivo antibacterial contra la Escherichia coli, Salmonella enteriditis y
Pseudonomas aeruginosa (Hernandez, 2018). La falta de estudios sobre las
propiedades terapéuticas de los tallos de la Artemisia Absinthium, es lo que
acentla la necesidad de compararlas con las propiedades contenidas por las

hojas de las mismas plantas.

.3 Hipotesis
Los fenoles totales y metabolitos secundarios presentes en las hojas y

tallos de Artemisa absinthium le confieren actividad antioxidante a la planta.



.4 Objetivos

1.4.1 General
Realizar el analisis comparativo del contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante de las hojas y tallos de la Artemisa absinthium mediante

métodos espectrofotomeétricos.

1.4.2 Especificos

e Determinar la presencia de metabolitos secundarios en las hojas y los
tallos de la Artemisa absinthium, a través del método de tamizaje
fitoquimico preliminar.

e Determinar la cantidad presente de fenoles totales en hojas y tallos
mediante método de FOLIN — CIOCALTEU.

e Evaluar la actividad antioxidante en hojas y tallo de la artemisa absinthium
mediante método de DPPH.

CAPITULO II: MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes

[1.L1.1 Tamizaje fitoguimico en hojas.

De acuerdo a (Daza M. G., 2018), las hojas de la Artemisia absinthium
mostraron presencia de alcaloides, a través de un precipitado rojo ladrillo, por el
reactivo de Dragendorff, precipitado blanco amarillento, por el reactivo de Mayer.
Ademas se identifico flavonoides en los extractos estudiados, a través de un
preparado de color rojo obtenido por la reacciéon de Shinoda, Por otro lado se
comprobd también la existencia de taninos no hidrolizables, mediante la reaccion
de cloruro férrico, lo que no sucedié en las muestras analizadas de extractos
preparados a partir de jarabes y tabletas. Otras reacciones negativas fueron para
las reacciones de Zack (medio &cido para antocianinas), contrastando con los
resultados investigados por (Chonate & Figueroa, 2018) donde se dieron
resultados positivos para deteccion de alcaloides, flavonoides, taninos y

esteroides en el extracto etandlico de las hojas de Artemisia absinthium.

Otro estudio muestra que el extracto hidroalcohdlico de la Artemisia
absinthium, obtenido a través de una muestra secada bajo sombra y macerada
en laboratorio con alcohol al 70° en un periodo de 15 dias en total oscuridad. El

extracto presenta un color verde oscuro y olor suigéneris, presentando reaccion



positiva a flavonoides, grupos de aminos libres, grupos fendlicos, triterpenos y
esteroides y catequinas; mientras tanto, se presentan resultados negativos en

taninos, quinonas y alcaloides (Garcia, y otros, 2022).

Por otra parte en el estudio realizado por (Beizaga & Guilia, 2019), en la
muestra hidroalcohdlica de hojas de Artemisia absinthium se obtuvieron
metabolitos secundarios obteniendo resultados positivos en alcaloides,
flavonoides, fenoles/taninos, aminoacidos libres y catequinas. Mientras que en
el extracto hidroalcohdlico de los tallos de la Artemisia Absinthium se identifico
metabolitos secundarios, obteniendo resultados positivos en Alcaloides,

Flavonoides, Taninos/o Fenoles, Flavonoides.

[1.L1.2 Determinacién de Fenoles y actividad antioxidante en hojas y
tallos

El trabajo de investigacion de (Garcia, y otros, 2022) confirmé como el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de la Artemisia absinthium dando como
resultados en Polifenoles totales dando un resultado de 63,3ug EAG/g del
extracto, mientras que para el analisis de la actividad antioxidante mediante

DPPH arrojo un valor de ICsode 2,16 mg/mL.

En el estudio realizado por (Alina, y otros, 2019) se estudiaron los
contenidos de fenoles totales en extractos etandlicos de las hojas de ajenjo, en
donde mostraron valores de 54,68 mg GAE/g mientras tanto en el extracto
etanolico del tallo dando con un valor de 44,15 mg GAE/g. El mismo estudio
determino como total de actividad antioxidante por el medio DPPH, con una
muestra para acido ascorbico, una lectura de IC50 = 0.03191 mg/mL. Asi mismo,
para el extracto de hojas de ajenjo la muestra determiné una lectura de IC50 =
0,4993 mg/mL, mientras que para tallos de ajenjo el extracto mostré lecturas de
IC50 = 0,4865 mg/mL.

Por otro lado se obtuvieron los siguientes resultados en los extractos de
ajenjo, trabajados a partir de extractos acuosos y de acetatos etilicos (Hbika, y
otros, 2022).

- Extractos acuosos: Fenoles totales 31,53 mg GAE/g,
- Extractos Acetato etilico: Fenoles totales 69,01 mg GAE/g, DPPH
0,167 ICso mg/mL.



1.2 Fundamentacion tedérica

[1.2.1. Generalidades y usos de la Planta ajenjo (origen,
distribucion)

El ajenjo o Artemisia absinthium L. es una planta de tipo medicinal que
perteneciente a la especie asteraceae o asteraceas. Esta especie es autdctona
de las areas templadas de Africa del norte y Eurasia y ha sido introducida en
Norteamérica (Estados Unidos y Canada) alcanzando actualmente superficies
extensas como Europa, sobre todo en la parte meridional de Espafia, ademas de

Africa del Norte, sin contar su amplio cultivo en Latinoamérica.

El ajenjo es ampliamente usado para producir la bebida alcohélica llamada
Absinth, Palirna, Zeleneho Stromu o Hada Verde. Ademas, esta planta toma
distintos nombres, dependiendo del lugar de cultivo, algunos de los cualesson:
absenta, absintio ajencio, ajenjo, ajenjo comun, ajenzos, alosna, anjenjo,
artemisa, ortemisa, huelemanos, assensio, axenjos amargos, axenxio, axenxos,
cazaponte, etc (Ceron, 2018). Se sabe que crece de manera natural a lo largo de
los caminos y dentro de ecosistemas de bosque tropical, montafia de encino,
pino, bosque espinoso, encino-pino y pino-encino. Finalmente, para su
crecimiento se considera 6ptimo un clima de tipo céalido, semicélido y templado,
contando precipitaciones comprendidas entre 290 y poco mas de 3.000 msnm
(Quinche, 2019).

Figura 1 Artemisia absinthium L. (Asteraceae).




El ajenjo tiene muchos determinados usos conocidos en la actualidad. En
el @mbito farmacoldgico, los compuestos fitoquimicos de la Artemisa absinthium
L. se indica para desordenes digestivos, inflamatorios, depresivos, ademas de
contener fuertes propiedades antioxidantes, antisépticas, antibacterianas,
antifingicas y antiparasitarias y ser un potente diurético debido a sus altas

concentraciones de potasio (Osorio, y otros, 2022).

Finalmente, también se reconocen sus propiedades obstétricas, al ser
usado para facilitar las labores de parto en mujeres, regular la menstruacion e
inducir el aborto, ademas de tener, sus subespecies como la Artemisia mexicana,

efectos antiespasmadicos (Osorio, y otros, 2022).

11.2.1.1 Descripcion botanica

El ajenjo, tal como es conocido en Ecuador, crece como un arbusto que
puede alcanzar tamafios de 1.50 metros y tiene un aroma particular y bastante
intenso. Sus hojas tienen un aspecto sedoso y peciolado, con color verde
grisaceo y I6bulos de 6mm de ancho. Ademas, tiene un tallo color blanco cenizo
debido a la presencia de pelos glandulares blanquecinos y sedosos. Por otro
lado, en los Andes Sudamericanos, puede alcanzar los 15 o 20 metros de altura,
con un follaje verde persistente, hojas alternas, compuestas y glabras. Las flores,
en este caso, se muestran en paniculas muy alargadas, cuyas ramas cuelgan a
lo largo de toda la planta. Finalmente, sus frutos tienen un mesocarpio con sabor
dulce y picante, con forma de drupa, mientras su exocarpio es rojo cuando esta
maduro, semillas de color negro y redondas con aspecto rugoso. El ajenjo es
conocido por tener hojas y cortezas que producen resines con un particular y
potente aroma (Acra & Coyuri, 2022).

[1.2.1.2 Taxonomia
Algunas caracteristicas que se tienen en consideracion para clasificar

taxonémicamente al ajenjo se presentan en las Tablas 1y 2:



Tabla 1 Taxonomia y Nomenclatura de la Artemisia absinthium L.

Artemisia absinthium L.

NUmero de serie taxondmica; 435445

Reino: Plantae

Rango taxonomico: Especies
Artemisia absintio var.

o ajenjo L.

Sinénimos: o o
Artemisia absintio var.
insipida stechmann
ajenjo [inglés]
ajenjo [Espafiol]

Nombres comunes: = .
ajenjo sagewort [Espafiol]

salvia comun [Espariol]

Fuente: (Sistema Integrado de Informacién Taxondémica - ITIS, 2022)

Tabla 2 Jerarquia taxondmica de la Artemisia absinthium L.

Artemisia absinthium L.

NUmero de serie taxondmica; 435445

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Infrareino: Streptophyta
Superdivision: Embriofita
Divisién: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Asteranae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género Artemisia L.
Especies: Artemisia absinthium L.

Fuente: (Sistema Integrado de Informacion Taxondmica - ITIS, 2022).



[1.2.1.3 Composicion quimicay nutricional.

El ajenjo es poseedor de numerosos componentes quimicos con variada
naturaleza: poliacetilenos, flavonoides, oligasacéaridos, liganos de tipo
tetrahidrofuranicos. Se ha identificado ademas presencia de aminoacidos y
cumarinas que tienen actividad alelopatica, tal como la scopoletin y
umbelliferona. Se conoce también que el aceite esencial de la Artemisia
absinthium L., extraido de sus hojas y tallos, se compone de felandreno, a-
pineno, a-tuyona, b-tuyona, artemisa cetona, mirceno, acetato de trans-sabinilo,
acetato de crisantemilo, b-pineno, sabineno, 1,8-cineol, camazuleno, tuyol y sus
derivados (alcohol, isovalerato, canfeno, palmitato, bisaboleno, cadineno,
felandreno, nerol y azuleno) (Fernandez & Pérez, Investigando los remedios
populares elaborados a partir de especies vegetales: infusion de ajenjo
(Artemisia absinthium L.), 2019).

En otro punto, la infusion de las hojas y tallos del ajenjo, obtenida a través
de la extraccion de los compuestos mas hidrosolubles de sus partes al
someterlas a agua en altas temperaturas, han probado contener cumarinas,
aminoécidos, acido hidroxicinamico, ademas de flavonoides presentes en las
partes aéreas de la planta u analizados mediante cromatografia de capa fina
(Fernandez & Pérez, Investigando los remedios populares elaborados a partir de

especies vegetales: infusion de ajenjo (Artemisia absinthium L.), 2019).

A través del proceso de saponificacién sus compuestos quimicos pueden
resultar acido férmico y salicilico. Otros compuestos que se han reconocido en
esta especie son absintina, artametina, acido absintico, anabsintina, artabsina,
inulobiosa, sesquiterpenlactona, pipecdlico y succinico,. También se ha indicado
la presencia de una lactosa tipo glucésido en sus partes verdes, ademas de

cantidades de grasa, con un 33,4%; proteina, con un 25,8% y ceniza (6,6%).

Finalmente, es importante mencionar que el principal principio activo es la
tuyona o tujona, el mismo que resulta convulsivante y analéptico. Entre los

beneficios conocidos de este principio sobre la salud humana esta su estimulo
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en el sistema digestivo, aumenta el apetito (contraindicado para Uulceras),
disminuye el cansancio y alivia las molestias menstruales (Cerén, 2018). El aceite
esencial de ajenjo tiende a ser venenoso normalmente; sin embargo, en las
medidas correctas puede usarse Utilmente como expectorante, antihelmintico,

antibidtico, antifangico y espasmolitico.

Se reconoce que las hojas de la Artemisia absinthium L. se usan en
enfermedades del sistema nervioso y hepatico, desinfecta laceraciones y granos.
Ademas trata tumores, artritis reumética o gotosa y es parte de tratamientos
antiinflamatorios. Sirve para aumentar la secrecion biliar, siendo un colerético de
alta incidencia para desinflamar y estimular las funciones hepéticas, sobre todo
en la recuperacion de casos como los de la hepatitis virica (Caceres & Ramirez,
2019).

[1.2.1.4 Preparacion de Extracto (Etandlico)

El extracto etandlico es considerado un liquido que se puede obtener de
una especie vegetal, cuyos hoja, tallo son sometidos a un proceso de secado y
trituracion, para posteriormente macerarlos en frascos de vidrio, utilizando como
solvente el etanol (considerando la respectiva proporcion entre material vegetal
y liquido etanol usado para la mezcla) y dejandolo reposar en total oscuridad por
un periodo de 48 horas a temperaturas bajas (Pérez, Sanchez, Murillo, &Méndez,
2017).

Figura 2 Ejemplo de extracto etandlico obtenido de una especie vegetal.

Fuente: (Huaytalla, Galvez, Carhuapoma, Alvarez, & Lopez, 2018).
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Algunos otros ejemplos muestran como a través de las pulpas y las
semillas también se puede obtener este extracto, los mismos que deben ser
secados a temperaturas promedios de 40°C, para luego triturarlas, puede ser con
mortero 0 molino de cuchillas, para finalmente mezclarlo con etanol al 96%.
Posteriormente, los frascos con este contenido, conservados en oscuridad por
un periodo de entre 48 a 168 horas (7 dias), pueden ser también filtrados usando

papel Whatman (Cardenas, 2017).

11.2.1.5 Screening fitoquimico

El screening fitoquimico es un procedimiento que permite determinar de
manera cualitativa cuales son todos los elementos y/o grupos quimicos que estan
contenidos en una especie vegetal, con el propésito de segregar cuéles son los
grupos quimicos de interés para el analisis realizado y a partir de ahi extraerlos

ylo fraccionarlos (Balseca Mata, 2017).

Esta técnica quimica de trabajo en laboratorios es de facil ejecucion,
evaluacién rapida, bajo costo y tiene reacciones de alta sensibilidad y
reproduccion. El llamado también “tamizaje fitoquimico” permite determinar la
presencia de compuestos quimicos precipitados y libres (forma de glicésidos),
por un proceso de reaccion de color y es considerado como un analisis

complementario al screening farmacolégico (Balseca Mata, 2017).

[1.2.1.6 Actividad Antioxidante

En la actualidad, diversas técnicas espectrofotométricas ayudan a
determinar la capacidad antioxidante de compuestos contra sustancias
cromoégenas. Un antioxidante es un producto que previene la formacion y
reproduccion en cantidades perjudiciales, de las especies reactivas de oxigeno
gue pueden afectar al organismo humano, a través del uso de compuestos
guimicas que disminuyen la accion de los radicales libres (Abanto & Tocas,
2018). Esta capacidad de los compuestos quimicos puede determinarse por sus

efectos dentro de un proceso de oxidacidén controlada (Naspud, 2018).
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De acuerdo a (Matute & Tello, 2020), las moléculas con capacidades
antioxidantes estan presentes en alimentos e inhiben la degradacién oxidativa de
otras moléculas, sobre todo las especies reactivas al oxigeno (ROS), deteniendo
los efectos dafiinos en la fisiologia humana, sobre todo disminuyendola posibilidad
de desarrollar enfermedades como el cancer y una diversidad de enfermedades
degenerativas. Algunos compuestos con actividad antioxidante son los
polifenoles, en donde se incluyen los &cidos fendlicos, estilbenos, los flavonoides,
lignanos, ademas de los alcoholes fendlicos, entre otros compuestos
(Abuashwashi, 2018).

Se reconocen varios tipos de compuestos con esta capacidad, que actian
en distintos niveles: Las peroxidasas y proteinas quelantes metéalicas son la
primera linea de defensa antioxidante del oxigeno, deteniendo la generacién de
radicales libres. Luego, vitaminas, como la C y E, eliminan los radicales libres al
detener el progreso de procesos de oxidacion y evitando que se reproduzca en
el organismo. Ahora bien, se reconoce a las enzimas del novo, como tercera linea
de defensa, ya que reparan membranas, ADN y membranas dafadas por los
radicales libres (Abuashwashi, 2018).

Figura 3 Interaccion del antioxidante con el radical libre.

y - — Anhoxldante

l
‘ /
electron \

Radnca! Libre

Fuente: (Trujillo, 2019).

Se dice que una de las principales fuentes de actividad antioxidante son
los alimentos vegetales y hace referencia a la suma y/o sinergia del potencial
antioxidante de una serie de compuestos, unidos para actuar en este sentido.
Entre estos compuestos se encuentran los ya mencionados pero se adicionan

los carotenoides, terpenoides, compuestos de Maillard y minerales traza. De ahi
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el principio que indica que una dieta con fuerte presencia de frutas y vegetales
ayuda a la disminucion significativa del estrés oxidativo y de la mortalidad total
(Pesantes & Tejada, 2021).

Para determinar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales de
plantas, frutas, etc, se realizan ensayos in vitro o in vivo, trabajadas a través de
métodos directos, en donde se involucran sustratos oxidables y donde se estudia
la capacidad biol6gica de moléculas o extractos naturales; y los indirectos, que
estudian la capacidad molecular para neutralizar la actividad de radicales libres
estables que presentan un mecanismo de transferencia electronica (Truijillo,
2019).

[1.2.1.8 Radicales libres

Se reconoce al radical libre como una sustancia quimica estructurada por
uno o mas electrones libres (e), volviéndolos altamente reactivos y propicios para
reproducirse de manera rapiday peligrosa. ¢ Cémo lo hacen? Robando elelectron
gue les falta de una molécula adyacente, convirtiendo a esta en un radical libre
con el mismo poder de afectar a moléculas cercanas. Esta reaccionen cadena

puede afectar hasta a un millén de moléculas (Abanto & Tocas, 2018).

Los atomos o moléculas con uno o mas electrones desapareados en sus
orbitales externos son conocidos como Radicales Libres (RL), y tienden a
compensar el desequilibrio electronico a atrapar electrones de moléculas a su
alrededor, produciendo finalmente enfermedades y envejecimiento. Se han
identificado ademas, como tipos de radicales libres, los ROS y RNS. En el caso
de los primeros, son originados biolégicamente por el cuerpo humano y su
exceso causa el dafno de las estructuras celulares, inclusive de manera
irreversible. Algunas fuentes de ROS son los complejos NADH oxidasa (NOX),
reticulo endoplasmatico y xantina oxidasa. También se encuentran entre las

especies radicales, el anion superéxido, entre otros (Abanto & Tocas, 2018).
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Figura 4 Tipos de radicales libres y metabolitos asociados
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Fuente: (Garcia C. , 2018).

Por otro lado, los RNS poseen un potente efecto proinflamatorio y causan
dafio tisular por medio de la peroxidacion lipidica y de las proteinas modificadas.
Algunos tipos de RNS son el 6xido nitrico (NO), 6xido nitrico sintasas (NOS),
NOS inducible (iNOS o NOS2), NOS neuronal (NOS1), diéxido de nitrégeno
(NO2), peroxinitrito (ONOO- ), NOS endotelial (eNOS o NOS3), entre otros
(Garcia C. , 2018).

[1.2.1.9 Estrés oxidativo

Conocido como el desequilibrio quimico producido en el organismo por la
produccion y presencia excesiva de radicales libres que se complementa con la
falla en el funcionamiento de los sistemas antioxidantes para contrarrestar su
reproduccion y accion. Asociado de igual manera a un exceso de ERO (formas
reducidas del oxigeno) que al reaccionar con componentes celulares como

lipidos, proteinas y acidos nucleicos, produciendo dafio celular (Alvarez, 2018).

Es importante mencionar que el principal elemento que forma el estrés
oxidativo es el oxigeno, compuesto que también es un elemento necesario para
la vida. Las moléculas de oxigeno (O2), pueden producir radicales libres (RL) y
especies reactivas de oxigeno (ERO), que dafian la estructura celular hasta
incluso causar su muerte. Entonces, el estrés oxidativo se hace presente cuando

el desequilibrio entre los mecanismos antioxidantes, exdgenos y endoégenos, y
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la toxicidad por oxidacion, es evidente, teniendo la oxidacion mayor presencia en

este desequilibrio (Abanto & Tocas, 2018).

Es el estrés oxidativo el responsable de enfermedades degenerativas
como patologias gastricas, cardiacas, 0seas, producidas por el dafio morfo
fisiolégico y muerte de sus células a causa de los radicales libres (Abanto &
Tocas, 2018).

11.2.1.10 Compuestos fendlicos

De acuerdo a (Navarro, Periago, & Garcia, 2017), dentro de los tipos mas
importantes de metabolitos secundarios se encuentran los compuestosfendlicos,
los mismos que estan presentes en las plantas cumpliendo funciones fisioldgicas,
ayudando a su crecimiento y reproduccion, siendo parte de la defensa contra
patdgenos, predadores o radiacion ultravioleta. Se conoce que actualmente
existen alrededor de 8.000 compuestos de este tipo, ya estudiadosy clasificados
bajo el nombre de flavonoides, entre los que podemos encontrar: flavanoles,
flavanonas, flavonoles, flavonas, isoflavonoides y antocianinas. También se
incluyen compuestos denominados no flavonoides: acidos hidroxibenzoicos y

acidos hidroxicindmicos (Navarro, Periago, & Garcia, 2017).

Los compuestos fendlicos ayudan a las especies vegetales y alimentos a
obtener su color, sabor y textura. Ademas tienen una estructura molecular entre
los que se cuentan ésteres, metil-ésteres, glicésidos, como grupos funcionales.
Algunas de las moléculas simples que se encuentran en los compuestos
fendlicos con los acidos benzoicos, y también cuentan con polimeros complejos,

como ligninas y taninos (Navarro, Periago, & Garcia, 2017).

Los compuestos fendlicos deben ser parte de la dieta humana y se
encuentran actualmente en alimentos como la cerveza, vino, té negro o verde,
soya, tomate, ajo, varios tipos de col, zanahoria, coliflor, remolacha roja, cacao,
arandanos, zarzamoras, uvas y algunos tipos de citricos, ya que son una fuente

importante de antioxidantes (Navarro, Periago, & Garcia, 2017).
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11.2.1.10.1 Agente quelante

Segun (Cedefio, 2020), los quelantes son compuestos heterociclicos que
se forman de la reaccion de un ion central, que es metélico, junto a dos o mas
grupos funcionales del mismo ligando. Ademas, se conoce que agentes
guelantes como el EDTA (acido etilendiaminotetraacético) que atrapan y vuelven
solubles los metales, a través de procesos como fitoquelacion. Otros agentes
guelantes como el EDTA, de tipo sintético, y también los denominados
“tensioactivos”, como el acido etilenbis (oxieltilenitrilo), tetraacético (EGTA), el
acido citrico, acido 1,2-ciclohexilendinitrilotetraacético (CDTA), el &cido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), los que son especialmente efectivos para
absorber metales pesados, también llamados HM, que los vuelve especialmente

biodisponibles para todo tipo de especie vegetal (Sanchez Quiroz, 2021).

Otras fuentes reconocen a estos elementos como compuestos de tipo
organico con alto peso molecular, los mismos que forman una estructura de anillo
con el par de electrones en los atomos de oxigeno o nitrégeno del reactivo,
posterior a la reaccion con iones de magnesio. Los agentes quelantes
constituyen compuestos que secuestran metales pesados, junto a iones

metalicos, consiguiendo eludir los efectos toxicos de estos metales (Trejo, 2018).

Por otro lado, dentro de los agentes quelantes se reconocen también que
a nivel intracelular, los metales forman complejos con un ligando, sea sintetizado
0 existente. Algunos de estos pueden ser acidos organicos, aminoacidos,
metalotioneinas y fitoquelatinas (Cedefio, 2020). Los agentes quelantes son
conocidos por tener la funcién de remediar la toxicidad causada por la presencia
de ciertos elementos, a través de su capacidad movilizadora y eliminadora de

estos elementos toxicos, destruyendo los iones metalicos (Trejo, 2018).

1.2.1.11 Método DPPH

El método DPPH es un reconocido ensayo mediante la cual se puede
determinar la actividad antioxidante de especies vegetales, como legumbres,

frutas, etc (Martins, y otros, 2019). Este método se usé por primera vez en los
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afios cincuenta con la intencion de determinar la cantidad de electrones que los
productos naturales pueden donar y luego se le dio el uso por el que es

reconocido en la actualidad.

El nombre completo de este ensayo es 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo que
hace referencia a un radical de nitrdgeno organico, estable y soluble en alcohol
o cualquier otro medio orgénico, e insoluble en medio acuoso, ademas de
encontrarse disponible comercialmente. Tiene ademas un electron de valencia
no pareado en un atomo de puente de hidrégeno, en donde es de color parpura
y tiene un rango de absorcidon de entre 515 y 520 nm. Los cambios de color en
este método ocurren cuando el atomo de hidrégeno de DPPH recibe electrones
de elementos antioxidantes, como en el caso de que la solucién con radical se
torna amarilla, indicando que esta presente un componente donante de

electrones (Galvez & Zaldafa, 2020).

[1.2.1.12 Método Folin-Ciocalteu.

El ensayo denominado Folin-Ciocalteu, o también conocido como FC, es
reconocido como en método para la determinacibn de los compuestos
polifendlicos en extractos de especies vegetales. Inicialmente, en los afios
sesenta se uso para cuantificar la tirosina en proteinas pero a pesar del cambio
de uso no ha sido modificado desde entonces. Determinar y cuantificar la
presencia de compuestos fendlicos en matrices vegetales ayuda a determinar la
capacidad antioxidante de estas frutas y hortalizas y finalmente considerar las
etapas de maduracion, condiciones de almacenamiento de éstos alimentos y su

proteccion contra radicales libres (Cortez, Faican, Pirovani, & Piagentini, 2018).

El reactivo principal de “FC” es una mezcla de acidos fosfotungstico y
fosfomolibdico, amarillos que luego producen iones de molibdato y tungsteno,
siendo principalmente los iones de molibdato los que mejor funcionan como
agentes reductores. Esta reaccion se desarrolla con un pH 10 (condiciones
basicas) generando un ion de fenolato que finalmente reduce el ensayo FC a

través de una reduccion de tipo 6xido/reduccién que se presenta a través de la
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formacion de un complejo de Mo(V) con color azul y que tiene un grado de

absorvancia en longitud de onda de 765nm (Mufioz, y otros, 2017).

Sobre el proceso de determinacion de los fenoles totales a través del
método FC, (Radice, y otros, 2017) indican que el ensayo trabajo sobre la
determinacion espectrofotométrica y a 765nm de longitud de onda, de
absorbancia en forma reducida de un reactivo conformado por la mezcla de
ramato sédico y molibdato sédico en acido fosforico. Cuando este reactivo se
pone en contacto con los compuestos fendlicos de la especie vegetal analizada,
se genera un color azul de gran intensidad y cuya absorbancia dependera de
cuanto se concentren los antioxidantes fendlicos y polifendlicos, generando
finalmente un conteo de la actividad antioxidante total de las muestras

analizadas.
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODO

[1.1. Tipo de Investigacion

Este presente trabajo de investigacion es de caracter explicativo con un

enfoque cuantitativo.

l.2. Equipos, Materiales y Reactivos.

l1.2.1. Equipos.

Cromatografo liquido alta resolucion HPLC (marca: Thermo Fisher
Scientific/Modelo: Finnigan Thermo Surveior plus).

Espectrofotometro (Marca: Shen Jia / Modelo: 721).
Balanza Analitica (Marca: Ohaus/ Modelo: Adventurer Pro).

Micropipetas (Marca: Labnet / Modelo: Biopette).

I11.2.2. Materiales.

Vaso de Precipitaciéon 250Ml
Matraces Volumétricos 10mL
Pipetas Graduadas 10mL
Pipetas Graduadas 5MI
Tubos de ensayos

Cubetas de quarzo

111.2.3. Reactivos.

Acido Ascérbico SIGMA ALDRICH

Fosfato dibasico de sodio G.R.

Acido metafosforico

Acido fosforico G.R.

Etanol G.R.J.T. Baker

DPPH(2,2-difenil-1-pricril hidrazina) SIGMA ALDRICH
Acido Galico SIGMA ALDRICH

Etanol G.R.J.T. Baker

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Solucién de Carbonato de Sodio 20%

Reactivo de Liebermann-Burchard
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¢ Reactivo de Mayer

e Reactivo de Wagner

e Cloruro Férrico G.R.

e Hidréxido de Sodio NaOH G.R.
e Ninhidrina

e FehlingAyB

[l1.3. Muestra.
La muestra es de origen vegetal que esta constituida por hojas y tallos de

la Artemisia Absinthium (ajenjo).

[1l.4. Recoleccion de Muestra
La muestra de este estudio se la recolecto en el “Mercado Municipal
Central” de la cuidad de Guayaquil provincia del Guayas, ubicado en la calle 6

de Marzo, entre 10 de Agosto y Clemente Ballen.

Figura 5 Ubicacion del Mercado Municipal Central.
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Fuente: Google Maps.

l11.5. Metodologia Experimental

[11.5.1. Proceso de Secay extraccion metandlica al 75%

Las muestras humedas fueron sometidas a un proceso de secado a bajas
temperaturas por largos periodos de tiempo (esto se lo realizé para garantizar la
conservacion de los compuestos vegetales activos), se sometié a un secado de

45°C por 72 horas en un desecador de alimentos con temperaturas controlada.
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Se realizé el extracto hidroalcohdlico por procesos de maceracion del
material seco obtenido, durante 48 horas y finalmente filtrado para eliminar

materiales extranos.

[11.5.2. Tamizaje Fitoquimico Preliminar.

Se emplearon técnicas simples, rapidas y selectivas para la determinacion
de los diferentes metabolitos secundarios, lo cual se determind en el extracto
hidroalcohdlico y acuoso de los compuestos organicos que de acuerdo a su

solubilidad podian ser extruidos en estos solventes.

Se realizaron los ensayos: Mayer y Wagner (alcaloides), Liebermann-
Burchard (triterpenos o esteroides), espumas (saponinas), Cloruro férrico
(taninos y fenoles), shinoda (flavonoides). Se utiliz6 el sistema de cruces, como

criterio de medida, para la identificacion de los metabolitos secundarios.

Tabla 3 Metabolitos secundarios que se obtienen por medio del Tamizaje
Fitoquimico Preliminar

Triterpenos/Esteroles

Reactivo Liebermann- Burchard +/-
Alcaloides
Reactivo Mayer +/-
Reactivo Wagner +/-
Flavonoides
Prueba Shinoda +/-
Taninos/Fenoles
Cloruro férrico +/-
Saponina
Prueba Espuma +/-

AzuUcares Reductores

Fehling +/-
Quinonas
Borntrager +/-

Fuente: (SSV Consulting, 2023).
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[11.,5.2.1 Ensayo Reactivo Liebermann-Burchard (triterpenos o
esteroides).

Se afiade una solucidn reciente de una gota de acido sulftrico en 1mL de
anhidrido acético frio, al residuo desecado del extracto (entre 1 a 10 mg) disuelto
en cloroformo. La prueba es positiva si se observa cambio de coloracion entre

2,5,20 y 60 minutos luego de mezclar.

[11.5.2.2 Ensayo de Mayer (alcaloides).
A 1mL del extracto se les afiade a 3 gotas de reactivo de Mayer, la

formacion de precipitado color blanco indica la presencia de alcaloides.

l11.5.2.3. Reactivo Wagner (alcaloides).
A 1mL del extracto se le afiade 3 gotas de Reactivo Wagner, la formacion

de un precipitado color rojo pardo/café oscuro indica la presencia de alcaloides.

[1.5.2.4. Reactivo de Shinoda (flavonoides).

A 1mL del extracto se afiadio una limadura de magnesio y 3 gotas de acido
clorhidrico concentrado. Se observa un intenso burbujeo por la reaccién de la
limadura y la solucién adquiere una débil coloracidn naranja al principio;
conforme va reaccionando la coloracién naranja se va intensificando, lo que

indica la presencia de flavonoides.

l1.5.2.5. Cloruro férrico (taninos/fenoles).
Se afadié 2 gotas de cloruro férrico al extracto. La aparicién de un color

verde negruzco indica la presencia de compuestos fendlicos.

[11.5.2.6. Prueba Espuma (Saponinas).
El extracto se sometié a una agitacion vigorosa durante 30 segundos. La
presencia de las saponinas es indicada por la formacion de una espuma

persistente durante 3 minutos.

[11.5.2.7 Fehling (AzUcares Reductores).
Se aflade 1 mL de sol Ay 1 mL de sol B a 0.5 mL del extracto se calienta
en bafio maria por 10 min, la aparicién de un precipitado rojo oscuro cuproso se

reporta como positivo para Azucares Reductores.
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[11.5.2.8. Borntrager (Quinonas).

Se calienta 1mL del extracto con hidréxido de sodio al 5%, se deja enfriar
y se agrega benceno, luego se agita se separa la capa organica y se afiade gotas
de Hidréxido de Amonio concentrado, la aparicion de un color rojo indica la

presencia de Quinonas.

[11.5.3. Evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH).

Para la determinacion cuantitativa se utilizo el método del radical libre
DPPH, la cual reduce el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en la 2,2-
difenil-1-picril hidrazina por la accién antioxidante de compuestos que contienen

grupos -OH que decoloran dicho reactivo.

Se preparo una solucion de DPPH 0,2 mg/mL en etanol grado reactivo y
a 1 mL cada muestra se le adiciono 1 mL de la solucién de DPPH preparada. La
absorbancia a 517 nm fue determinada en un espectrofotdmetro Shen Jia 721,
exactamente 30 minutos después de iniciada la reaccion, y la decoloracién fue
comparada con una solucién que contenia la misma proporcion 1:1 (v/v) de etanol
y DPPH. Una solucién de extracto y etanol en la misma proporcién 1:1 (v/v) sirvio

como blanco de la muestra para corregir su color.

l1.5.4. Compuestos Fendlicos Totales (Folin-Ciocalteu).
La concentracion de fenoles totales en los extractos fue medida por
espectrofotometria, basandose en una reaccion colorimétrica de Oxido-

reduccion. El agente oxidante utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Para la curva de calibracion se utilizé una solucién estandar de acido
galico, de la cual se prepararon cuatro concentraciones de 1 a 9 mg/mL con agua

destilada.

A la solucidon estandar y a las muestras previamente preparadas se les
adicionaron 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1N. posteriormente se
adicionaron 120 pL de Na2COs al 20% y se dejé reposar durante horas. La

absorbancia fue medida a 760 nm.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSIONES.
IV.1 Resultados.

El presente estudio se realiz6 el analisis del contenido de Polifenoles Totales,
Actividad Antioxidante y un ensayo preliminar de Screening Fitoquimico de

contenido de las hojas y tallos de la Artemisia Absinthium (ajenjo).

Tabla 4 Screening Fitoquimico.

Extracto Hidroalcohdlico de las Hojas del Ajenjo (Artemisia Absinthium).

TIPO EXTRACTO

Triterpenos/Esteroles

Reactivo Liebermann- +
Burchard

Alcaloides

Reactivo Mayer -

Reactivo Wagner -

Flavonoides

Prueba Shinoda +

Taninos/Fenoles

Cloruro férrico +

Saponina

Prueba Espuma -

Catequinas -

Aminoacidos

Ninhidrina -

Quinonas

Borntrager -

Nota: (+) determina presencia de metabolitos; (-) determina ausencia de
metabolitos.
Fuente: Chiqui y Morlas, 2023
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Tabla 5 Screening Fitoquimico

Extracto Hidroalcohdlico del tallo del Ajenjo (Artemisia Absinthium).

TIPO EXTRACTO

Triterpenos/Esteroles

Reactivo Liebermann- +
Burchard

Alcaloides

Reactivo Mayer -

Reactivo Wagner -

Flavonoides

Prueba Shinoda +

Taninos/Fenoles

Cloruro férrico +

Saponina

Prueba Espuma -

Catequinas -

Aminoacidos

Ninhidrina -

Quinonas

Borntrager -

Nota: (+) determina presencia de metabolitos; (-) determina ausencia de
metabolitos.
Fuente: Chiqui y Morlas, 2023
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e Contenido de Polifenoles Totales.

Tabla 6 Determinaciéon Cuantitativa del Contenido de Polifenoles totales.

Extracto Hidroalcohdlico de Hojas de Ajenjo (Artemisia Absinthium).

PARAMETROS METODO DE RESULTADOS UNIDAD
REFERENCIA
Determinacion Folin Ciocalteu N1:67,11 mg
de Polifenoles Espectrofotometria N2: 66,40 GAE/1000G
Totales

POLIFENOLES TOTALES

Numero de Réplicas mg/g
0,06711
0,06640
Promedio 0,066755

Fuente: Chiquiy Morlas, 2023.

Tabla 7 Determinacién Cuantitativa del Contenido de Polifenoles totales.

Extracto Hidroalcohdlico del Tallo de Ajenjo (Artemisia Absinthium).

PARAMETROS METODO DE RESULTADOS UNIDAD
REFERENCIA
Determinacion Folin Ciocalteu N1: 70,73 Mg
de Polifenoles Espectrofotometria N2:70,03 GAE/1000G
Totales

POLIFENOLES TOTALES

Numero de Réplicas mg/g
0,07073
0,07003
Promedio 0,07038

Fuente: Chiqui y Morlas, 2023.
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e Actividad Antioxidante

Tabla 8 Determinacién Cuantitativa de la Actividad Antioxidante

Extracto Hidroalcohdlico Hojas de Ajenjo (Artemisia Absinthium).

PARAMETROS METODO DE RESULTADOS UNIDAD
REFERENCIA
Determinacion DPPH Method N1:437,31 mg/mL
de Actividad Espectrofotometria. N2: 436,56 IC50 (Ac. Gélico)
Antioxidante

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Numero de Réplicas

mg/mL
IC50 (Ac. Galico)

437,31

436,56

Promedio

436,94

Fuente: Chiqui y Morlas, 2023.

Tabla 9 Determinacién Cuantitativa de la Actividad Antioxidante

Extracto Hidroalcoholico Tallo de Ajenjo (Artemisia Absinthium).

PARAMETROS METODO DE RESULTADOS UNIDAD
REFERENCIA
Determinacion DPPH Method N1: 447,07 mg/mL
de Actividad Espectrofotometria. N2: 447,02 IC50 (Ac. Galico)
Antioxidante
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Numero de Réplicas mg/mL
IC50 (Ac. Gélico)
447,07
447,02
Promedio 447,05

Fuente: Chiqui y Morlas, 2023.
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e VitaminaC

Tabla 10 Determinacion Cuantitativa del contenido de Vitamina C

Extracto Hidroalcohdlico Hojas de Ajenjo (Artemisia Absinthium).

PARAMETROS METODO DE RESULTADOS UNIDAD
REFERENCIA
Vitamina C USP NF 40 N1: 320,19 mg/Kg
Acido HPLC-UV N2: 324,97
Ascorbico
VITAMINA C
Numero de Réplicas mg/Kg
320,19
324,97
Promedio 322,58
Fuente: Chiqui y Morlas, 2023
Tabla 11 Determinacion Cuantitativa del contenido de Vitamina C
Extracto Hidroalcohdlico del Tallo del Ajenjo (Artemisia Absinthium).
PARAMETROS METODO DE RESULTADOS UNIDAD
REFERENCIA
Vitamina C USP NF 40 N1:1032,86 mg/Kg
Acido HPLC-UV N2:1048,13
Ascorbico
VITAMINA C
Numero de Réplicas mg/Kg
1032,86
1048,13
Promedio 1040,5

Fuente: Chiqui y Morlas, 2023.
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IV.2 Discusion

Una vez finalizado los analisis se logré determinar los metabolitos
secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de hojas de la Artemisia
Absinthium (ajenjo): con presencia positiva (+) en Triterpenos/Esteroles,
Flavonoides y Taninos/Fenoles, resultados semejantes a los obtenidos por(Daza
M. G., 2018), quien en su estudio determind, mediante un analisis fitoquimico,
resultados positivos (+) en alcaloides, triterpenos/esteroides, Flavonoides y
Taninos. Sin embargo en el estudio realizado por (Garcia, y otros, 2022)
obtuvieron resultados positivos de metabolitos secundarios: Flavonoides,
Triterpenos/o Esteroides, los mismos que se asemejan a los resultados obtenidos

en el presente analisis.

En cuanto a los analisis realizados en nuestro extracto hidroalcoholico de
tallos dio resultados positivos (+) de metabolitos secundarios en
Taninos/Fenoles, Flavonoides, y Triterpenos/o Esteroles; sin embargo, otros
estudios, como los realizados por (Beizaga & Guilia, 2019), en donde también se
detectaron metabolitos secundarios en extracto hidroalcohdlico, se obtuvieron
resultados positivos (+) en Alcaloides, Flavonoides, Taninos/o Fenoles. Esto
difiere con el resultado negativo en Alcaloides detectado en nuestro extracto
analizado. Una de las razones por las cuales no se logré dar positivo en
Alcaloides fue el tipo de método usado, el estado ambiental de las plantas o del

habitat donde fue cultivada.

Ahora bien, en lo que se refiere a analisis para determinar la cuantificacion
de polifenoles totales en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Artemisia
Absinthium por el método de Folin Ciocalteu dando un valor de 0,06675 mg
GAE/g en contenidos de fenoles totales. En comparacion con los estudios
realizados por (Garcia, y otros, 2022) en un extracto alcohdlico por hojas de
Artemisia Absinthium, obtuvieron como resultado de sus analisis netos para
determinacién de fenoles totales, un 0,0636 mg GAE/g en peso seco de extracto

de hojas.

Mientras tanto en el analisis presente de extracto hidroalcohdlico de tallos
de ajenjo, reflejando un resultado de 0,07038 mg GAE/g. Esto se compara con

el resultado obtenido en el estudio realizado por (Alina, y otros, 2019) en un
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extracto de hidroalcohdlico del tallo del ajenjo, donde el resultado arrojé un valor
de 44,15GAE/qg.

Al mismo tiempo se realizé la determinacién de Actividad Antioxidante del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Ajenjo dando un valor de 436,94mg/mL ICso.
Esto se compara con los resultados obtenido por (Hbika, y otros, 2022) dando un
valor de 0,167 ICso mg/mL para la determinacion de Actividad Antioxidante,
mientras que en el analisis del extracto hidroalcohdlico del tallo se obtuvo un valor
de 447,05mg/mL ICso dicho resultado se compra con los resultados obtenidos en
la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlicos de las hojas,debido que no

hay estudios recientes de la actividad antioxidante de los tallos.

Finalmente para complementar el estudio de la actividad antioxidantes de
la Artemisia Absinthium se realizo la cuantificacion de acido ascorbico la cual se
determind la cantidad de vitamina C en los extractos de la planta, lo cual es
fundamentar ya que en nuestro organismo debe tener un equilibrio quimico tanto
de radicales libres como de antioxidantes ya que la vitamina C es muy
fundamental este equilibrio siendo asi dando como un resultado en el extracto de
las hojas un valor de 322,58 mg/kg y en el extracto de los tallos un valor de 1040,5
mg/kg se puede llegar a que mayor contenido de vitamina C va a contenerel

extracto de los tallos.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
V.1 CONCLUSIONES

Se logré determinar la presencia de metabolitos secundarios en los
extractos de hojas y tallos del Ajenjo (Artemisia Absinthium) dando un
resultado positivo en: triterpenos y Esteroles, Flavonoides, Taninos y
Fenoles de metabolitos secundarios en el extracto de las hojas, y como
resultado en el extracto de los tallos dio positivo en: triterpenos y
Esteroles, Flavonoides, Taninos y Fenoles.

De acuerdo al estudio realizado en actividad antioxidante mediante el
método DPPH en las hojas de la Artemisia Absinthium presenté un
resultado de 436,94mg/mL mientras en el analisis del tallo presento un
valor de 447,05mg/mL lo cual indica la presencia de actividad antioxidante
dando como mayor concentracidon de actividad antioxidante al extracto de
las hojas de Artemisia Absinthium siendo asi que las hojas tienen mayor

contenido actividad antioxidantes que los tallos.

Por otra parte en el estudio para la determinacién de fenoles totales por
el método de Folin-Ciocalteu se logré obtener un valor de los extractos de
las hojas dando como resultado un valor de 0,0667mgGAE/g y en el
extracto de tallos reflejando un valor de 0,070mgGAE/g dando como
mayor contenido de fenoles totales al extracto de tallos de la Artemisia
absinthium.

Como estudio comparativo teniendo mayor cantidad de actividad
antioxidante en las hojas que los tallos, debido a que los resultados son
mayores, en el caso de fenoles totales se obtuvo un mayor valor de

contenido de fenoles totales en el tallo de la planta.
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V.2 RECOMENDACIONES

Investigaciones farmacoldgicos y fitoquimicos sobre el ajenjo (Artemisa
absinthium.) complementando el estudio de la planta con los diferentes
perfiles como son flores y raices puesto a que existe poca informacion de

la misma.

Se recomienda que antes de seleccionar la muestra que vamos analizar
identificar las temporadas o tiempo de cosecha ya que numerosas de
estas plantas son estacionarias.

Llevar a cabo de manera completa el tamizaje fitoquimico para analizar
e identificar de forma cualitativa los metabolitos secundarios de la planta

a investigar.
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GLOSARIO.

10.

Radicales libres: Sustancia quimica estructurada por uno o mas
electrones libres, volviéndolos altamente reactivos y propicios para
reproducirse de manera rapida y peligrosa.

Ateroesclerosis: Es un desarrollo patoldgico que se dan en las diversas
manifestaciones clinicas de la enfermedad cardiaca.

Nitrosaminas: las nitrosaminas conforman el género mas notorio de los
compuestos N-nitroso, identificadas como sustancias carcinogénicas.
Alquitran: sustancia que posee varias de las sustancias quimicas que
generan cancer a su vez contiene otras sustancias peligrosas que
provienen del humo del cigarrillo.

Extracto acuoso: Sustancia extraida de un elemento natural u organico
utilizando normalmente un solvente como agua o etanol para su
obtencion.

Polifenoles: son un grupo diferente de moléculas las cuales conllevan una
cualidad de que su estructura contenga diferentes grupos bencénicos
remplazados por funciones hidroxilicas.

Flavonoides: son un conjunto de diferentes compuestos que conllevan
una gran variedad de fitonutrientes presentes en las frutas, vegetales y
especias, gracias a ello podemos conocer los componentes que influyen
en las diferentes actividades fisioldgicas y aportaciones para nuestra
salud.

Tetrahidrofurano: sustancia liquida incolora de baja viscosidad es
utilizado como solvente de polaridad media y en la elaboracion de
plasticos.

Saponificacion: En un método en el que se transforma una grasa en
jabon.

Antioxidantes: Es una molécula que tiene la capacidad de hacer aplazar
la oxidacion de otras moléculas, estas pueden ser de origen natural o
hechas por el hombre la cual van a interactuar con los radicales libres

neutralizando el dafio celular.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Peroxidasas: Tienen la capacidad de realizar una actividad enzimatica,
catalizando la reduccion de perodxidos.

Proteinas modificadas: Mejorias que se les realizan a las proteinas para
aumentar su aporte nutritivo y fisioldgicamente sean mas asimilables.
Estrés oxidativo: Conocido como el desequilibrio quimico producido en
el organismo por la produccién y presencia excesiva de radicales libres
gue se complementa con la falla en el funcionamiento de los sistemas
antioxidantes para contrarrestar su reproduccion y accion.
Fitoquelacion: Son péptidos ricos en cisteina y glutamato como glutation
(GSH), FITOQUELATINAS (PCs) o metaloproteinas (MTs), los cuales
disminuyen la unién de los iones a las proteinas.

Acido gélico: Es un compuesto polifendlico con propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antifungica, antibacteriana, etc. Esta la
podemos encontrar en diferentes fuentes organicas y son solubles en
agua.

Saponina: Compuesto organico solubles en agua que ser agitado forma
espumas las podemos encontrar en una variedad de plantas y alimentos.
Mesocarpio: Es la parte comestible de una fruta esta se encuentra en la
capa intermedia de la misma, la que recubre a la semilla. Es la parte
comestible de la fruta.

Carminativo: Es todo medicamento o planta con propiedades que ayudan
a eliminar gases, alivian la distensién abdominal, estos pueden ser la
menta, el tomillo, la salvia, etc.

Lipoperoxidacion: Es el proceso por el cual existe un dafio oxidativo en
membranas celulares u otras conformaciones que contengan lipidos.
Ajenjo: También conocida como hierba santa, es una planta de origen
europeo, es introducida y cultivada en Ecuador, estas son usado
histéricamente por su accion colerética, antihelmintica, antibacteriana y

favorecedora de funciones digestivas.
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ANEXOS

Anexo A. Muestras de hojas y tallos de Ajenjo (Artemisa absinthium.)
debidamente separados.

Autores

Anexo B. Elaboracion extracto Alcohdlico

Autores

Anexo C. Evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH)

Autores
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Anexo D. Contenido de Compuestos Fendlicos totales (Folin-Ciocalteu)

Reaccidn de coloracién luego de
adicion de carbonato de sodio

Autores
Anexo D. Pruebas de Tamizaje

Prueba de Borntrager (Quinonas)

Anexo E. Curvas de Extractos para determinacién DPPH
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Anexo E. Curva de determinacion POLIFENOLES TOTALES

Regresion Lineal

Cuentas de area/Densidad Optica
g 5 g

o'ooooo 100 200 300 400 500 600 7,00 800 900
Concentracion
Lectura Conc. en Vial Concentracidn
Peso muestra
Muestra [yl [X] FD (mL) @ ppm
0.59 6,71 100,0 10,0000 7.1
TALLO 0,58 6,64 100,0 10,0000 6640
062 707 100,0 10,0000 70,73
HOJA 061 7,00 100,0 10,0000 70,03

SSV Consulting (2023)

Anexo E. Curva de determinacion ACIDO ASCORBICO

Regresion Lineal
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L]
ACIDO ASCORBICO 199174
4
Vo

10 15 20 25 ao as 4“0 a8 so
Name Retention Time Area Co i
ACIDO ASCORBICO 2673 199174 6,469
l99174[ 6.469
CROMATOGRAMA HOJA

| ACIDO ASCORBICO 17053¢
Y
8
Vo

10 15 20 25 30 35 40 45 50

Minutes
Name R ion Time Area Concentration
ACIDO ASCORBICO 2672 170538 5.364
170538 5.364
Cuentas de Area | Conc. en Vial Concentracion
Peso muestra
Muestra [yl [X] FD (ml) (@) ppm

199174,00 10,69 100,0 3334 320,19

TALLO 201020,00 10,79 100,0 3314 324,97

170538,00 922 500,0 4,4652 1032,86

HOJA 172935,00 9,35 500,0 4,4588 1048,13

SSV Consulting (2023)
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