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RESUMEN

El tratamiento post cosecha que las plantas medicinales reciban intervienen en
sus caracteristicas organolépticas y farmacolédgicas, dentro de este ambito el
método de secado influye directamente en la estabilidad de los metabolitos
secundarios, por lo tanto nuestro estudio se bas6 en la comparacion de dos
métodos de secado: estufa y liofilizacién, mediante la cuantificacién de fenoles
totales, flavonoides y la evaluacion de la actividad antioxidante a través de las
técnicas de DPPH (2, 2 — diphenyl — 1 — picrylhydrazyl) y poder reductor,
planteando que el método de secado por liofilizacion favorece la estabilidad de los

polifenoles, en comparacién con el método de secado en estufa.

La estimaciébn de la estabilidad de los polifenoles se realizé mediante la
cuantificacion espectrofotométrica de los metabolitos en los extractos secos
obtenidos, comparando sus concentraciones en funcion del tiempo. Se realizaron

cinco determinaciones en los tiempos 0, 1, 2, 4 y 6 meses.

A través de la cromatografia de capa fina se realizo la identificacion de los
metabolitos presentes en Jungia rugosa, siendo los principales los polifenoles, los
cuales presentaron una mayor intensidad al ser analizados bajo fluorescencia, en

las plantas sometidas a secado por liofilizacion.

Mediante un analisis estadistico se establecié que a medida que pasa el tiempo
existe una disminucidon en la concentracién de fenoles totales, flavonoides y
disminucién de los valores de AAEAC para las técnicas de DPPH y poder
reductor.
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Por otro lado, también se determiné que en el método de secado por liofilizacion

se obtienen mayores concentraciones que en el método de secado por estufa.

Palabras claves: Jungia rugosa, estufa, liofilizacién, flavonoides, fenoles totales,
DPPH, poder reductor.
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ABSTRACT

The post harvest treatment applied to medicinal plants get directly involved in their
organoleptic and pharmacological characteristics. Within this field, drying methods
directly influences on the stability of secondary metabolites, therefore our study
was based on the comparison of two methods of drying: stove and lyophilization.
By quantifying total phenols, flavonoids and by the evaluation of antioxidant activity
through techniques such as DPPH (2, 2 - diphenyl - 1 - picrylhydrazyl) and
reducing power, suggesting that the method of drying by lyophilization promotes

stability of the polyphenols in comparisson to the method of drying oven.

The estimation of the stability of polyphenols was performed by spectrophotometric
quantification of metabolites in the dry extracts obtained by comparing their
concentrations versus time. Five determinations at times 0, 1, 2, 4 and 6 months

were made.

Through thin layer chromatography, metabolites present in Jungia rugosa were
identifying. The main present compounds were polyphenols, which showed a

higher intensity under fluorescence in plants subjected to freeze-drying.

By statistical analysis established that as time goes on there is a decrease in the
concentration of total phenols, flavonoids and decrease values AAEAC techniques
for reducing power and DPPH. Furthermore, it was also determined that the freeze

drying method are obtained higher concentrations than in the oven drying method.

Keywords: Jungia rugosa, stove, lyophilization, flavonoids, total phenolics, DPPH,

reducing power.
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INTRODUCCION

El Ecuador cuenta con miles de plantas medicinales, las cuales han sido utilizadas
con fines curativos. Antiguamente estas plantas eran utilizadas en forma empirica,
mientras que en la actualidad han llamado la atencién de los investigadores, con el
fin de descubrir sus principios activos y asi justificar sus usos terapéuticos. Una de
las plantas utilizadas ancestralmente por la poblacion del Ecuador es Jungia
rugosa, conocida comunmente como carne humana, la cual ha sido utilizada por
sus diversos efectos terapéuticos: cicatrizante, antiinflamatorio, antioxidante,

antimicrobiano, etc.

Se sabe por algunas publicaciones (Enciso E.; Arroyo J.) que los polifenoles son
altamente responsables de la actividad antioxidante y antiinflamatoria que
presenta Jungia rugosa, sin embargo no existen datos sobre la estabilidad de
estos elementos cuando nos referimos a un extracto. La no disponibilidad de datos
sobre la degradacion de estos elementos, plantea la necesidad de interesarse en
proyectos para evaluar el efecto que tiene la aplicacion de diferentes métodos de

secado y el deterioro natural, por si mismo, sobre los polifenoles.

Tedricamente se sabe que los polifenoles presentes en los vegetales son
compuestos que presentan inestabilidad frente a diferentes factores, tales como:
el tratamiento térmico excesivo para su extraccion, presencia de humedad o
actividad enzimatica durante el almacenamiento, o tiempos largos de contacto con
elevada temperatura para el secado, lo que influye de manera directa en su

presencia o concentracion en los extractos obtenidos a partir de una planta.

La estandarizaciéon de los procesos a fin de conseguir el control o la reduccion de
la influencia de las variables antes mencionadas es de gran relevancia para la
consecucion de extractos vegetales que preserven estas moléculas naturales con
reconocida actividad farmacoldgica. El secado de las drogas vegetales constituye

el primer paso en la cadena metodolégica que permite la obtencién de extractos
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de secado, evaluadas a partir de su capacidad conservadora de moléculas labiles
como los polifenoles es de relevancia para el campo profesional de un

farmacéutico.

El presente estudio propone analizar la concentracion de metabolitos secundarios
del tipo polifenol en extractos metandlicos obtenidos a partir de la planta Jungia
rugosa Less, como criterio evaluador de conservacién posterior a la aplicacién de
dos metodicas de secado para plantas medicinales como son la liofilizacion y el

secado en horno a temperatura controlada.

Con este estudio se pretende valorar la estabilidad de los polifenoles mediante la
aplicacion de estos dos métodos de secado, utilizando como herramienta analitica
su actividad antioxidante, y los estudios fitoquimicos que revelen su composicion.
Ademas, se espera evaluar la estabilidad de estos elementos a través del tiempo

por un lapso de 6 meses.
La hipotesis planteada para este estudio fue:

La estabilidad de los polifenoles, que son facilmente oxidables, se va a ver
favorecida cuando se utiliza la liofilizacibn como método de secado, debido a que
esta mantiene la temperatura a niveles bajos durante todo el proceso, en
comparacion con el método de secado en estufa que aumenta la temperatura
hasta los 40°C.

Se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo general:

e Evaluar la estabilidad de los polifenoles presentes en extractos de Jungia

rugosa obtenidos mediante diferentes procesos de secado.
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Objetivos especificos:

e Someter la planta (Jungia rugosa) procesada a diferentes métodos
estandarizados de secado: secado en estufay liofilizacion.

e Obtener diferentes extractos metandlicos de la planta sometida a cada uno
de los procesos de secado.

o Determinar la cantidad de polifenoles totales presentes en cada uno de los
extractos en relacion al tiempo de conservacién durante un periodo de 6
meses.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos como herramienta

complementaria para la evaluacion de los mismos.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1.1 PLANTAS MEDICINALES
1.1.1 Generalidades

Durante miles de afos las plantas medicinales han ocupado vital importancia en la
vida del hombre, en diferentes épocas y culturas han sido y son en la actualidad
utilizadas en la prevencion y tratamiento de diversas dolencias.

En su articulo acerca de la importancia de las Plantas Medicinales (Teolinda
Carrillo & Moreno, 2006) dice que aproximadamente el 60-80% de la poblacién
mundial todavia depende en gran parte de los tratamientos tradicionales que
implican el uso de extractos de plantas o de sus principios activos.

Refiriéndonos al uso de las plantas medicinales en el Ecuador podemos decir que
su uso se evidencia principalmente en algunas comunidades de zonas rurales
donde existe dificultad para recibir atencibn meédica y a tener acceso a
medicamentos, ya sea por su ubicacion lejana o por falta de recursos econémicos,
los pobladores recurren a la medicina ancestral. Asi mismo en algunas
comunidades, donde grupos étnicos utilizan la fitoterapia popular entre sus
terapéuticas ancestrales, las plantas medicinales forman parte de su acervo
cultural, a mas de esto es importante resaltar que el conocimiento médico
ancestral en nuestro pais es inmenso y que éste ha sido transmitido de generacién
en generacion durante centenares de afios (De la Torre, Alarcon S., Kvist, &
Salazar Lecaro, 2008)

Debido a que la medicina tradicional sigue vigente en varios sectores de la
poblacion, este conocimientos se ha ido perfeccionando a lo largo del tiempo,

tamizado por el rigor cientifico de ensayos quimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos
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y clinicos que busca los principios activos para explicar en forma racional el uso
terapéutico de una planta y que permite ademas la vigencia de su empleo (Mufioz,
Montes, & Wilkomirsky, 2001) (Teolinda Carrillo & Moreno, 2006) (De la Torre,
Alarcon S., Kvist, & Salazar Lecaro, 2008).

Para entender la importancia del uso que desde tiempos pasados se le da a las
plantas medicinales es necesario presentar algunos conceptos basicos como los

expuestos a continuacion:

Droga: Es todo material de origen natural, ya sea en bruto (por ejemplo, las hojas,
la corteza de un arbol) u obtenido por sencillas operaciones (por ejemplo, los
extractos) que contienen los principios activos con actividad farmacolégica para su
uso directo o para la elaboracion de medicamentos.

Droga vegetal: Es la parte de la planta que contiene el o los principios activos y
que se utiliza en terapéutica, rara vez se emplea la planta completa, lo normal es
seleccionar la parte que tiene el interés farmacologico (raiz, tallo, hojas, flores,
frutos, semillas) enteros o fragmentados, sin procesar, generalmente desecados o
en algunas ocasiones también en estado fresco.

Planta medicinal: Es todo vegetal que contiene en sus Organos sustancias que
pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o preventivos, 0 que se pueda
emplear como prototipo para obtener nuevos farmacos por hemisintesis (Perales ,
2008).

Principio activo: Sustancia quimica pura (aislada de la droga) responsable de la
actividad farmacologica y del uso terapéutico que se le atribuye a una droga.
Medicamento: Toda sustancia medicinal (natural o sintética) con propiedades
para prevenir, curar, diagnosticar una enfermedad: se prescribe a una dosis y se

ha elaborado de una forma correcta para su administracion. (Osorio, 2009)

1.2. FARMACOERGASIA
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Se encarga del estudio del cultivo, recoleccion, secado y almacenamiento de las
plantas. Estos son los denominados factores implicados en la produccién de
drogas. (Osorio, 2009)

1.2.1 Cultivo

Durante mucho tiempo las necesidades de plantas medicinales han sido cubiertas
mediante la recoleccion de plantas silvestres, es decir de aquellas plantas que
crecen espontaneamente, este método es utilizado cuando se necesita recolectar
especies que son relativamente abundantes en la naturaleza; sin embargo, hay
que tener en cuenta que para llevar a cabo una recoleccion de este tipo se
necesita de una planificacion y control , para evitar la recoleccién indiscriminada
que pueda poner en peligro la especie de interés o que impida el desarrollo de
otras especies. (Martin & Woodcock, 1983)

Es por esto que en la actualidad se prefiere cultivar las plantas medicinales de
interés, ya sea porgue permite un mayor control en los factores que afecten el
crecimiento (control de suelos, poda, control de insectos) y por ende la produccién
de los metabolitos de interés o también porque dan mayores facilidades para el
tratamiento tras la recoleccion. (Osorio, 2009) (Fuentes Fiallo, Lemes Hernandez,

Rodriguez Ferrada, & Germosén Robineau, 2000)
1.2.1.1 Factores que influyen en la calidad de las plantas medicinales

La accién medicinal de las plantas se debe a ciertas sustancias que éstas poseen
denominadas metabolitos primarios y secundarios; a los segundos, se les atribuye
la mayoria de acciones curativas sobre las diferentes enfermedades; el potencial
medicinal que cierta especie posea por ende, depende mayoritariamente del

mayor o menor contenido de metabolitos secundarios que una planta posea.
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(Fuentes Fiallo, Lemes Hernandez, Rodriguez Ferrada, & Germosén Robineau,
2000)

Existen ciertos factores tanto internos como externos que afectan la produccién de
estos metabolitos. Entre los factores internos estan aquellos que se relacionan
directamente con la planta e influyen directamente en su desarrollo como: la edad
de la planta, estadio de desarrollo o el 6rgano de la planta.

Al ser las plantas seres vivos, van a estar en un constante intercambio de energia
y nutrientes con el medio que las rodea, de modo que los factores externos
también son importantes en el momento que una planta produzca o no ciertos
metabolitos secundarios, es asi que factores como el suelo, la temperatura,
duracién del dia (incluyendo la calidad de la luz) y altitud también afectan la
produccion de metabolitos secundarios porque las plantas toman agua y
nutrientes del suelo, asimilan la luz solar, liberan oxigeno, etc. (Osorio, 2009)
(Fuentes Fiallo, Lemes Hernandez, Rodriguez Ferrada, & Germosén Robineau,
2000)

1.2.2 Recoleccion

El momento de cosecha o recoleccion de las plantas medicinales y/o aromaticas
depende de cada especie y del 6rgano en el cual se encuentran los principios
activos que le confieren su condicibn medicinal. (Banchero, Carballo, & Telesca,
2008)

1.2.3 Transporte

El transporte de la droga se hace en recipientes bien aireados, tales como bolsas
de malla, sacos harineros limpios o papel periédico. Hay que evitar el uso de
bolsas de polietileno (plastico), porque provocan un comienzo de pudriciébn en

pocas horas debido al agua de condensacién. (Astudillo Machuca, 2011)
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1.2.4 Conservacion

Dado que es trascendental conservar la droga hasta el momento de su empleo o
procesamiento, debemos tener muy presente que una vez que la planta es
arrancada de su medio natural, se va a alterar su equilibrio metabdlico y esto va a
desencadenar una serie de reacciones y fenbmenos que degradan la droga
vegetal recolectada lo que va a influir directamente en la actividad terapéutica de
la misma (Osorio, 2009). Estas alteraciones pueden ser internas o externas.
Dentro de las alteraciones internas tenemos a las que son causadas
principalmente por las enzimas propias de las plantas, las cuales catalizan
reacciones de naturaleza enzimatica tales como la hidrdlisis de los glucidos, de
ésteres, oxidaciones, condensaciones, entre otras. Esta degradacién enzimatica
principalmente es causada por la presencia en la droga de cantidades de agua
superiores al 70%, esta alteracion a mas de afectar los principios activos, va a
favorecer los procesos de putrefaccion y enmohecimiento que afectan también la
calidad de la droga. Otra causa de alteracion interna son las autooxidaciones y las
reacciones entre diferentes componentes de la planta. (Abril Novillo & Calle Lopez,
2012)

Entre las causas de alteracion externa tenemos el calor, las radiaciones, la
humedad, el ataque de insectos, parasitos y microorganismos, estos factores
deben ser controlados muy minuciosamente durante el almacenamiento de la
muestra. (Osorio, 2009)

Existen dos procesos fundamentales para evitar la accion enziméatica y con esto la

degradacion de las drogas vegetales:

Inhibiciéon enziméatica: Se basa fundamentalmente en la eliminacion del agua

presente en la planta hasta llegar a valores inferiores al 10%, con esto logramos
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que la accion de las enzimas se paralice, queden inhibidas y la droga se conserve,
al mismo tiempo se evita la proliferacion de los hongos y bacterias.

Es importante destacar que cuando tratamos a la droga conservada con agua, las
enzimas pueden recuperar su actividad catalitica, por lo que es un proceso
reversible. (Osorio, 2009) (Abril Novillo & Calle L6pez, 2012)

Inactivacion enzimética: Es un proceso irreversible que consiste en la
destruccion completa de las enzimas que pierden asi su capacidad catalizadora y
asi evitar la degradacion de la droga (Osorio, 2009). En este proceso se utilizan
vapores liquidos como el agua, alcoholes o calor seco, siempre buscando el mejor
mecanismo para nho alterar los principios activos de interés presentes en la planta
medicinal. (Abril Novillo & Calle Lépez, 2012)

1.2.5 Procesamiento Post Cosecha

La calidad del producto que se obtenga a partir de una droga vegetal dependera
en gran parte del tratamiento post cosecha que este reciba (Acosta de la Luz,
2006)

Una vez que la materia vegetal es recolectada debe protegerse de la lluvia, de la
humedad, de su exposicion a la luz solar directa y otras circunstancias que
pudieran ocasionar su deterioro; para que de esta manera la materia prima
vegetal conserve sus caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas vy
farmacoldgicas. Asi mismo es importante que el material fresco se procese de
manera inmediata para evitar la fermentacién microbiana y la degradacion térmica,
con esto obviar perdidas innecesarias y lograr un producto de 6ptima calidad (Del
Cid Vasquez, 2004) (Acosta de la Luz, 2006).

1.2.5.1 Seleccién
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La seleccion consiste en la eliminacion de materias extrafias, tales como otras
partes de la misma planta, impurezas. Es necesario seleccionar las drogas para
gue cumplan con los requisitos de calidad. En el caso de hojas debe eliminarse el
exceso de ramas y rizomas. La tierra y la arena se separan por tamizacion o por

medio de corrientes de aire. (Rubio Taipe, 2013)

1.2.5.2 Lavado

Consiste en aplicar en primer lugar una corriente de agua potable a la parte de la
planta que se va a deshidratar con el propdsito de eliminar la tierra y otros
materiales extrafios, para finalmente enjuagar con agua destilada, al 6rgano

vegetal seleccionado (Bagué & Alvarez, 2012).
1.2.5.3 Secado

Dentro del procesamiento post cosecha, la etapa mas importante es el secado que
consiste en la reduccion de la humedad en el material vegetal recolectado hasta
niveles inferiores al 10%, lo que permite su conservacion prolongada sin que
exista un deterioro en la calidad del material y asi el producto esté en condiciones
de comercializarse, consumirse y conservarse por periodos prolongados, (1 — 2
anos las hojas y flores y 2 — 3 afios las cortezas y rizomas), ademas el secado fija
los constituyentes y facilita la trituracion y la molienda. (Del Cid Vasquez, 2004)
(Fuentes Fiallo, Lemes Hernandez, Rodriguez Ferrad4, & Germosén Robineau,
2000).

1.2.5.3.1 Objetivos del secado
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e Reducir el contenido de agua en la droga para lograr una reduccion
sustancial de su peso y volumen. (Fuentes Fiallo, Lemes Hernandez,
Rodriguez Ferrada, & Germosén Robineau, 2000)

e Con la reduccién del agua disponible, se disminuird la actividad de agua y
la velocidad de las reacciones en el producto y se impedira el desarrollo de
los microorganismos.

e Interrumpir los procesos de degradacidbn causados por enzimas o
fermentos, ademas de las reacciones de oxidacion y de hidrélisis. (Acosta
de la Luz, 2006)

« Estabilizar el color, el olor, el sabor, la textura y/o la composicion quimica.
En este sentido, el proceso mas critico es la melanosis 0 amarronamiento
de las partes verdes, provocada por la destruccion de la clorofila y
numerosas reacciones de oxidacidbn generadas por las fenoloxidasas

presentes en las plantas. (Bagué & Alvarez, 2012)

Existen varios métodos de secado: al aire libre (protegidas de la exposicién al sol,
a la sombra), colocadas en capas delgadas sobre bastidores de secado, salas de
secado, secadores solares, hornos de secado, liofilizacion, microondas o
dispositivos infrarrojos (OMS, 2003). Hay que tener presente que cuando en el
proceso de secado se utiliza calor (natural o artificial) existe la posibilidad de que
se presenten pérdidas en compuestos volatiles como los aceites esenciales,

ademds de la degradacion de sustancias termolabiles. (Acosta de la Luz, 2006)
1.2.5.3.2 Temperatura de secado

Para determinar una temperatura éptima a la que se debe llevar a cabo el secado
es importante tener en cuenta las caracteristicas de la planta tales como el érgano
gue se va a desecar, composicion de la droga vegetal, la sensibilidad del producto

a la temperatura, este ultimo factor es importante debido a que la mayoria de los
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componentes secundarios de las plantas son termolabiles imposibilitando asi el
elevar la temperatura por temor a ocasionar dafios en la calidad de la droga.
(Fuentes Fiallo, Lemes Hernandez, Rodriguez Ferrada, & Germosén Robineau,
2000)

Debido a que el método y la temperatura influyen considerablemente en la calidad
de las drogas vegetales, se debe mantener, en lo posible, un registro de las
condiciones de secado, de temperatura y un control de humedad para evitar el
dafo a los compuestos quimicos activos. (Otazu Larrasoafia, 2010)

El secado artificial es el que mayormente se utiliza, éste se realiza en secadores
de conduccion de aire caliente forzado a baja humedad relativa. En funcion de la
sensibilidad de los componentes de las plantas, se determina la temperatura

Optima del aire de secado (Acosta de la Luz, 2006).
1.2.5.3.2 Equipos de secado

v' Secado en estufa
En este método se emplea una temperatura de 30 - 40°C, ya que si la temperatura
es muy alta solamente se produce una evaporacion rapida superficial y se forma
una costra que impide que la desecacion progrese, para cortezas la temperatura
oscila entre 60 — 70 °C, o también puede variar dependiendo del principio activo.
(Mufioz & Sarmiento, 2010)

El equipo consta de un espacio cerrado en cuyo interior se sitlan unas bandejas
perforadas en las que se coloca el producto a desecar. El aire entra del exterior
aspirado por una turbina, este pasa a través de un filtro y a través de un sistema
de calefaccion que lo calientan a la temperatura deseada circulando por el recinto,
secando el producto, este equipo presenta la desventaja de que el secado no es
uniforme ni homogéneo a mas de que el proceso es muy lento. (Fauli i Trillo, 2000)

v" Tunel de secado
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Consiste en un recinto de determinada longitud por donde circulan vagones
provistos de aire filtrado y calentado, cuya funcion es la de desecar la droga
vegetal. La ventaja que presenta es que la desecacién es gradual, evitando asi la

formacion de costras (Fauli i Trillo, 2000)

v' Estufa al vacio
Empleados para la desecacion de productos termolabiles a baja temperatura entre
20 — 35 °C. (Mufioz & Sarmiento, 2010)

1.2.5.3.3 Liofilizacién

Es el método que mas reduce la cantidad de agua de una droga. Consiste en
congelar rapidamente la droga a temperaturas muy bajas, entre -40° Cy -80° C, y
luego sublimar el agua aplicando vacio y una energia necesaria para que se
produzca el trabajo, es decir, la sublimacién del solvente. El agua pasa
directamente del sélido a vapor, y la droga queda con una cantidad de agua muy

baja y adquiere una consistencia esponjosa. (Osorio, 2009)

La sublimacion ocurre cuando la presién de vapor y la temperatura de la superficie
del hielo se encuentran por debajo del punto triple del agua. La liofilizacion se
considera uno de los mejores métodos de conservacion de las propiedades
organolépticas y nutricionales de productos biolégicos. Los productos liofilizados
se caracterizan por su baja actividad de agua, bajos cambios de volumen y de
forma, alta capacidad de rehidratacion, aumento en su porosidad y por presentar
un estado vitreo. La porosidad influye fuertemente en la capacidad de
rehidratacion de los vegetales deshidratados; a mayor porosidad mayor capacidad
de rehidratacion. (Ayala A., Serna C., & Mosquera V., 2010)

Ventajas
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v' Se obtienen productos de redisolucion rapida.

v La forma y caracteristicas del producto final son esencialmente las
originales.

v La baja temperatura de trabajo impide la alteracién de productos
termolébiles.

v' Los constituyentes oxidables estan protegidos.

v" Contenido muy bajo de humedad final.

v' Compatible con la elaboracién en medio aséptico. (Bermejo, 1999)

Inconvenientes

v Alto coste de instalaciones y equipos.
v Elevado gasto energético.

v Operacion de larga duracién (entre 4 y 10 h/ciclo secado). (Bermejo, 1999)

1.2.5.4 Almacenamiento

Cuando nos referimos al almacenamiento de drogas vegetales ya desecadas; y
nos hemos asegurado de seguir cuidadosamente los pasos anteriormente
mencionados para asegurar un producto vegetal seco de buena calidad, es
necesario que exista una adecuada conservacidn ya que el periodo de
almacenamiento puede muchas veces ser prolongado. Si el producto se almacena
adecuadamente, se garantizard su estabilidad y permitira conservar todas sus

propiedades.

En el texto de Aspectos Basicos de Farmacognosia su autor (Osorio, 2009) indica
que las condiciones de almacenamiento de las drogas, dependen de las

caracteristicas propias de cada especie y de la parte de la planta utilizada.

Del almacenamiento, ademas, depende que el producto no vuelva a absorber

humedad del ambiente, lo que favoreceria el crecimiento de moho. Por otro lado,
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el almacenamiento adecuado contribuira a que el producto no esté en contacto
con otros factores que lo arruinen como sol, polvo, roedores e insectos y
garantizara que no haya pérdida de sus propios aceites volatiles. (Del Cid
Vasquez, 2004)

Se debe considerar también que la droga esté en un lugar fresco, seco,
preservado de la luz, principalmente de la luz ultravioleta que cataliza muchos
procesos reactivos en la planta y acelera su degradaciéon y en lo posible aislado de
la atmédsfera, porque el contacto con el aire facilita la oxidacién de los principios
activos. (Osorio, 2009)

El almacenamiento depende de los recursos disponibles, cuando el volumen es
pequefio (familiar) puede guardarse en botes limpios con tapadera a presion o
rosca.; cuando el volumen es mayor y se dispone de recurso econdmico para
invertir en infraestructura, se aconseja adquirir barriles plasticos (no es
recomendable el PVC), de fibra de vidrio o cartén piedra con tapadera a presién o
rosca o bien de cierre plastico con argolla de metal. (Del Cid Vasquez, 2004)
(OMS, 2003)

1.3 Jungiarugosa

1.3.1 Descripcion de la planta

Reino Plantae

Subreino | Viridiplantae

Clase Magnoliopsida

Subclase | Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae
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Tribu Nassauvieae

Género | Jungia

Especie |JungiarugosalLess

Tabla 1.1 Taxonomia de Jungia rugosa
(Solis Bowen, 2014)

La familia Asteraceae se caracteriza por su amplia distribucion y por la diversidad

de especies vegetales presentes en la Sierra Sur Ecuatoriana.

La regidén andina de nuestro pais posee una variada flora y dentro de ella, muchas
especies con reconocida actividad benéfica para la salud. Dentro de estas
especies se encuentra Jungia rugosa, una especie vegetal que crece en la region
andina de nuestro pais. Es conocida por la poblacion como “carne humana’,

fompo, guayombo, trikache. (Region Andina de Ecuador y Peru)

1.3.2 Descripcion boténica

La Jungia rugosa es un arbusto de la familia de las asteraceas, crece entre
altitudes de 2900 a 3800 metros sobre el nivel del mar.

e Raiz.- Su sistema radicular es abundante, y poco profunda, la raiz principal
se ramifica en raices primarias y estas a su vez se vuelven a subdividirse.

e Tallo.- Los tallos son lefiosos, duros, verdes sin estrias longitudinales,
trepadoras y largas. La longitud del tallo puede alcanzar hasta 5 metros,
siendo delgados y lisos.

e Hojas.- Miden de 3 X 5 cm hasta 10 X 12 cm. Las hojas estan alternadas y
cubiertas de vellosidades, sus l6bulos son muy marcados pudiendo tener
hasta ocho. Presenta una marcada nervadura antiparalela, y son
pecioladas. El haz presenta una coloracion verde intensa y de aspecto

rugoso. El envés presenta en color verde palido.
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e Flores.- Se encuentra en una capsula verde, y son de color blanquecinos,
las flores en inflorescencia.

e Semilla.- Posee semillas de color negro, muy pequefias. (Campoverde L. &
Verdugo P., 2008)

1.3.3 Habitat

Se adapta a climas humedos y frios. La carne humana es resistente a las heladas

y fuertes temporadas de invierno.

La carne humana se da en suelos provistos de materia organica, la que puede ser

incorporada como abono verde. (Campoverde L. & Verdugo P., 2008)
1.3.4 Informacion etnomédica sobre la planta

Jungia rugosa ha sido utilizada ancestralmente para tratar lesiones de la piel, con
efecto antiinflamatorio y cicatrizante.

Segun las personas que conocen de esta planta, la utilizan con diversos fines:
cicatrizante para heridas en forma de emplastos y decocciones, ulceraciones en la
piel, problemas gastricos, trastornos renales, entre otros. (Campoverde L. &
Verdugo P., 2008)

1.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Jungia rugosa Y SU RELACION CON LA
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Las propiedades antiinflamatorias de la carne humana fueron comprobadas
cientificamente por Edwin Enciso Roca, en su tesis "Actividad antiinflamatoria y

antioxidante de los flavonoides extraidos de las hojas de Jungia rugosa, "matico
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de puna". En su investigacion se realiz6 un estudié en ratas a las que se les indujo
una inflamacién segun los métodos de “Edema subplantar inducida
por carragenina”, el método de la "Bolsa de aire en ratas” y la determinacion
de interleucina 1, interleucina 6 y proteina C reactiva, pudo comprobar las
propiedades antiinflamatorias de la planta (Enciso & Arroyo, 2011).

1.5 COMPONENTES DE LAS DROGAS VEGETALES

Los organismos vivos pueden ser considerados como un laboratorio biosintético,
no solo por los componentes quimicos (hidratos de carbono, proteinas y grasas)
gue son utilizados como alimentos por humanos y animales, sino por una gran
cantidad de compuestos (polifenoles, terpenoides, alcaloides) que ejercen efectos
fisioldgicos. Estos ultimos compuestos fitoquimicos, son los que, principalmente, le
dan a las drogas vegetales sus caracteristicas terapéuticas. En el caso de las
drogas vegetales y extractos se trata de sistemas multicomponentes, con una
composicion generalmente compleja. (Debenedetti, 2011)

Los productos naturales se han dividido con cierta arbitrariedad en dos grupos:
metabolitos primarios y metabolitos secundarios. (Debenedetti, 2011)

1.5.1 Metabolismo primario

Denominamos metabolitos primarios a aquellos que son fundamentales en los
procesos metabdlicos basico y en el mantenimiento de las células vegetales, estos
metabolitos son: hidratos de carbono, lipidos, proteinas, hemo, la clorofila y 4cidos
nucleicos.

Es asi que los metabolitos primarios comprenden aquellas sustancias de muy
amplia difusion en la naturaleza y que se encuentran en todos los organismos

vivos. Por lo tanto son metabdlicamente esenciales. (Debenedetti, 2011)
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1.5.2 Metabolismo secundario

Los metabolitos secundarios se producen debido a situaciones de estrés que la
planta experimenta y por las cuales se ven en la necesidad de fabricar nuevos
compuestos, estas sustancias no son esenciales para su supervivencia. Estas
sustancias, simplemente aportan una ventaja a la especie que las produce para
responder a estimulos del entorno. (Castro Restrepo, y otros, 2013)

Los principales metabolitos secundarios se pueden clasificar en tres grupos
diferentes: los compuestos fendlicos, los terpenoides (o isoprenoides) y los
alcaloides. Los compuestos fendlicos provienen de las llamadas vias biosintéticas
del shikimato o del acetato/malonato (policétidos). Los terpenoides derivan del
isopentil difosfato (IPP) o del metil alil pirofosfato por medio de la ruta del acido
mevaldnico. Mientras que los alcaloides contienen uno o mas atomos de nitrégeno

y derivan principalmente de aminoécidos. (Castro Restrepo, y otros, 2013)

1.6 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos constituyen una familia muy numerosa puesto que se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, conociéndose en la
actualidad entre unos 8.000 a 10.000 compuestos. Son productos del
metabolismo secundario y cumplen diversas funciones en las plantas: la mayoria
les confieren resistencia frente a agentes patdgenos y depredadores, mientras que
otros participan en el soporte mecénico, en la atraccibn de polinizadores y
dispersantes de frutos, en la absorcion de la radiacion ultravioleta dafiina o en la
reduccion del crecimiento de las plantas competidoras préximas y en cierta parte,
estos compuestos son responsables del color, aroma y sabor de los alimentos que
los contienen. (Gil & Ruiz, 2010) (Taiz & Zeiger, 2006)
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En cuanto a su estructura presentan un anillo aromatico (Ces) en comun, con uno o
mas grupos hidroxilo y pueden ser divididos en diferentes grupos de acuerdo a su

estructura quimica basica, como se observa en la tabla 3. (Gil & Ruiz, 2010)

Esqueleto e
Clasificacion
carbonado
Cs Fenoles simples, benzoquinonas
Cs—Ca Acidos fendlicos
Ce—C2 Acido fenilacético, acetofenoles
Co— Ca Acido hidroxicinamico, polipropano, cumarina,
isocumarina
Ceé—Ca Naftoquinona

Ce—C1—-0Ces Xantanos
Ce—C2—-Cs Estilbeno, antraquinona
Ce—C3—-0Cs Flavonoides, isoflavonas

(Ce — C3)2 Lignanos, neolignano
(Ci;z_ Cs- Bioflavonoides

(Ce — C3)n Ligninas

(Cé)n Melonoidinas

(C%n_ Ca- Taninos

Tabla 1.2 Clasificacion de los principales compuestos fendlicos de origen vegetal,
de acuerdo con su estructura quimica basica.
(Gil & Ruiz, 2010)
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1.6.1 ACIDOS FENOLICOS

1.6.1.1 Estructura

Estan formados por un esqueleto fendlico, que se compone de un anillo aromatico

con un grupo hidroxilo y una funcion carboxilica. (Iglesias Neira, 2009)

1.6.1.2 Clasificacion

Los acidos fendlicos se clasifican en tres grupos. En primer lugar los derivados del
acido benzoico que poseen 7 atomos de carbono (Cs — C1) y dentro de los cuales
se encuentran: el acido salicilico, acido galico, &cido vanilico. El segundo grupo
esta formado por los acidos cinAmicos que contienen 9 4&tomos de carbono (Cs —
Cs), entre éstos tenemos al acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico. Y por
altimo, se encuentran las cumarinas, que son compuestos derivados del acido
cinAmico por ciclacion de la cadena lateral del acido o-cumaérico. (Iglesias Neira,
2009)

Derivados del acido benzoico Derivados del acido cinamico Cumarinas
OH OH
Ro AR R K NN
- | - TN g
COOH CH=CH-COOH

Figura 1.1 Estructuras de los acidos fendlicos simples mas importantes.
(Iglesias Neira, 2009)

1.6.2 FLAVONOIDES

La palabra flavonoides deriva del latin “flavus” que significa “amarillo” y constituyen

la subclase de polifenoles mas abundante dentro de la naturaleza. Se encuentran
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principalmente en las hojas y en el exterior de las plantas, con excepcion de los
tubérculos de cebolla que contienen una gran cantidad de quercetina 4°- D-

glucosidos. (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012) (Iglesias Neira, 2009)

1.6.2.1 Estructura

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que contienen quince
atomos de carbono en su nucleo béasico, comparten un esqueleto comun
difenilpirano (Cs -C3 -Cs’), compuesto por dos anillos fenilo (A y B) ligados a través
de un anillo C de pirano heterociclico. Los atomos de carbono en los anillos Ay C
se numeran mediante numeros ordinarios (del 2 al 8), y los del anillo B con
nameros primos (del 2' al 6") (Fig. 3). (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)
(Cusco Vasquez, 2009)

7
;] —
e, { F
e = | - T
A ” c | -"" - .-"'r
Blag, A, A1 B

Figura 1.2 Estructura general de los flavonoides.
(Cusco Véasquez, 2009)

1.6.2.2 Clasificacién

Los flavonoides se clasifican en funcion del estado de oxidacién del anillo
heterociclico (anillo C) y de la posicion del anillo B (Fig. 3). Dentro de cada familia
la diferenciacion de los compuestos se hace por el numero y la posicion de los
grupos hidroxilos, y por los distintos grupos funcionales que pueden presentar
(metilos, azucares, acidos organicos). Los principales subgrupos de flavonoides
son: flavonoles, flavonas, flavanonas (dihidroflavonas), isoflavonas, antocianidinas

y flavanoles. (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)
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1.6.2.2.1 Flavonoles

Poseen un doble enlace entre los carbonos C2 y Cs, un grupo ceto en el carbono
Ca y un grupo hidroxilo adicional en el carbono Cs. Debido a que se sintetizan
mediante un proceso fotosintético se encuentran principalmente en el tejido
externo y aéreo de frutas y verduras. Su principal representante es la quercetina.
(Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

1.6.2.2.2 Flavonas

Contienen un grupo ceto en el carbono Cs y una insaturacion entre los carbonos
C2 y Cs. Estan presentes en pequefias cantidades en vegetales y se encuentran

principalmente en perejil y apio. (Mercader Ros, 2010)

1.6.2.2.3 Flavanonas

Son analogos de las flavonas con el anillo C saturado. Se encuentran
principalmente en frutas citricas, tomates y plantas aromaticas como la menta.
(Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

1.6.2.2.4 Isoflavonas

Poseen un anillo bencénico lateral en posicibn Cs y grupos hidroxilos en los
carbonos C7 y C+. A menudo pueden unirse a receptores de estrogenos, y por ello
se clasifican como fitoestrogenos. Se encuentran principalmente en las
leguminosas, siendo la soja y sus derivados la principal fuente de isoflavonas.
(Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

1.6.2.2.5 Antocianidinas
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Se encuentran como heterésidos con los tres anillos de su estructura conjugados.
Estos compuestos aparecen principalmente en las frutas y en menor cantidad en

los cereales y el vino tinto. (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

1.6.2.2.6 Flavanoles

Poseen el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en el carbono Cs. Pueden
presentarse en forma monomérica, denomindndose flavan-3-oles (catequina y
epicatequina) y en forma polimérica (proantocianidinas). (Quifiones, Miguel, &
Aleixandre, 2012) (Mercader Ros, 2010)

Flavonoles Flavonas Flavanonas

Isoflavonas Antocianidinas Flavanoles
| 3
8 o g g 3 T
T T o* Il | |
A 3 #"‘"“-‘/' “3:-,“ g HGH.,.{(}" O~
g T e g I
I 1 e e -““x
0 b s SN " oH
‘x\.!:.-"'
OH

Figura 1.3 Estructuras quimicas de algunos de los flavonoides méas importantes.
(Iglesias Neira, 2009)

1.7 ESTRES OXIDATIVO

En condiciones normales el cuerpo humano mantiene un balance de O6xido-
reduccion constante, existiendo un equilibrio entre las sustancias pro-oxidantes y

los sistemas de defensa antioxidantes. Sin embargo, cuando hay una pérdida de
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este balance se presenta el denominado estrés oxidativo, estado en el cual hay un
exceso de radicales libres y especies reactivas, que no pueden ser neutralizados
por los antioxidantes causando dafio y muerte celular. (Dorado Martinez, Rugerio
Vargas, & Rivas Arancibia, 2003) (Elejalde Guerra, 2001)

1.8 RADICALES LIBRES

Los radicales libres son moléculas que contienen un electrén no apareado en su
orbital mas externo, lo cual los convierte en sustancias altamente reactivas y
capaces de dafiar a otras moléculas transformandolas a su vez en moléculas muy
reactivas, generandose una reaccion en cadena que causa dafio oxidativo, desde
células hasta tejidos, dicha reaccion se detendra unicamente cuando dos radicales
libres se encuentren y reaccionen entre si. (Dorado Martinez, Rugerio Vargas, &
Rivas Arancibia, 2003) (Elejalde Guerra, 2001) (Corrales & Mufioz, 2012)

Estas reacciones bioquimicas se clasifican en tres grupos:

1. Reacciones de iniciacion: formacion de un radical libre a partir de no
radicales.
AB+C— A-+D+E.

2. Reacciones de propagacion: consisten en la formacion de un radical libre a
partir de la reaccidon entre una molécula estable y un radical libre.

A« + CD — AC + D-
3. Reacciones de terminacién: reaccion quimica entre dos radicales libres, en
donde sus electrones desapareados son cancelados y se genera un producto
estable. (Corrales & Mufioz, 2012)

A+ D — AD

1.9 ESPECIES REACTIVAS
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Las especies reactivas se forman a partir del metabolismo de los radicales libres, y
aungue no todas son radicales libres, son moléculas oxidantes que facilmente
pueden convertirse en radicales libres lo cual les convierte en compuestos muy
dafinos para las células. Entre las especies reactivas tenemos las especies
reactivas de oxigeno (ROS), las especies reactivas de hierro (RIS), las especies
reactivas de cobre (RCS) y las especies reactivas de nitrégeno. (Dorado Martinez,

Rugerio Vargas, & Rivas Arancibia, 2003)
Entre las principales ROS destacan:

Radicales: i6n superoxido (O2), radical hidroxilo (OH), alcoxilo (RO), peroxilo
(ROO) y 6xido de nitrogeno (NO)

No radicales: peréxido de hidrogeno (H202), oxigeno singlete Oz y peroxinitrito
(ONOO). (Martinez, 2007)

1.10 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion
mediante la donacion de electrones para estabilizar a los radicales libres y
neutralizar sus efectos dafinos, éstas pueden ser de origen enddgeno
(sintetizados por el organismo) y exdgeno (provenientes de fuentes externas).

(Cajas, 2012) (Delgado Olivares, Betanzos Cabrera, & Sumaya Martinez, 2010)

Los antioxidantes enddgenos son las enzimas (proteinas) con capacidad
antioxidante que no se consumen al reaccionar con los radicales libres, dentro de
éstos se encuentran: la superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa. Por otra
parte, los antioxidantes exdgenos actlan como moléculas suicidas, ya que se
oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicién de ellos debe ser
continua, mediante la ingestion de los nutrientes que los contienen, entre estos

estan las vitaminas A, E y C, los B-carotenos, luteina, flavonoides, licopenos, el
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acido tidico o lipoico, los cofactores (cobre, zinc manganeso, hierro y selenio) que
son necesarios para la actividad del sistema enzimatico endégeno y la coenzima
Q. (Cajas, 2012) (Delgado Olivares, Betanzos Cabrera, & Sumaya Martinez, 2010)
(Venereo Gutiérrez, 2002)

1.11 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los polifenoles en general, poseen acciones antibacterianas, molusquicidas,
antihelminticas, antihepatotéxicas, antinflamatorias, antidiarreicas, antidlcera,
antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha comprobado que inhiben las
glucosil transferasas del Streptococcus mutans (caries dental), la autoxidacion del
ascorbato, ademas inhiben efectos citotdxicos, la promocion del crecimiento
tumoral y la enzima xantina monoamina oxidasa. La actividad antioxidante de los
fenoles es el origen de funciones biologicas tales como la antimutagénica,

anticancerigena y antienvejecimiento. (Paladino, 2008)

Por su parte, los flavonoides presentan una gran variedad de efectos biolégicos
incluyendo actividad antibacteriana, antiviral, anticancerigena, antinflamatoria,
antialérgica, antioxidante, antitrombdtica, vasodilatadora, efectos sobre la
fragilidad capilar, habilidad para inhibir la agregacion de las plaguetas humanas,
otras de sus propiedades incluyen: inhibicion de ciertas enzimas hidroliticas y
oxidativas (fosfolipasa A2, ciclooxigenasa, lipoxigenasa) y captacion de radicales
libres. Ademéas se ha descrito que los flavonoides poseen distintos efectos
moduladores de la apoptosis, un ejemplo claro es el de la teasinensina A, un
polimero formado por unidades de antocianidinas procedente del té de oolong,
gue induce apoptosis en células tumorales. Es asi, que un aumento en la ingesta
de alimentos ricos en antioxidantes fendlicos naturales, principalmente frutas y

verduras, se relaciona con una reduccién de enfermedades coronarias, y por
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consiguiente en una mayor expectativa de vida. (Gimeno Creus, 2004) (Paladino,
2008) (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012) (Porras Loaiza & Lépez Malo, 2009)

1.11.1 Efecto antiinflamatorio

Durante el estrés oxidativo se produce un aumento de ciertas enzimas como la
ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LPO), las cuales liberan factores
responsables de la reaccion inflamatoria como son las interleucinas y las
qguimosinas. Se ha comprobado que los polifenoles, y especialmente la quercetina,
inhiben la COX y la LPO. Por otra parte, el resveratrol inhibe la sintesis de
prostaglandinas, considerandose por lo tanto también una molécula con actividad

antiinflamatoria. (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

1.12 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos esta relacionada con su
capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar radicales libres,
aungue también pueden promover reacciones de oxidacién in vitro. Un compuesto

fendlico es considerado antioxidante cuando cumple los siguientes requisitos:

1. Cuando se encuentre en una concentracion baja con relacién al sustrato
que va a ser oxidado pueda retrasar o prevenir la autooxidacién o la
oxidacion mediada por un radical libre.

2. El radical formado tras el secuestro sea estable y no pueda actuar en

oxidaciones posteriores (Gonzalez Jiménez, 2010).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1. LOCALIZACION

Las actividades practicas para la elaboracion de este estudio se llevaron a cabo en
los laboratorios del Proyecto VLIR de Plantas Medicinales del Departamento de

Biociencias de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad de Cuenca.

2.2. MATERIALES

Los recursos materiales que se utilizaron en este trabajo de investigacion son:

2.2.1. Materia prima

Para la realizacion de este estudio se trabajé con las hojas de la planta Jungia
rugosa Less denominada comunmente como “carne humana”, utilizando esta
especie vegetal para la evaluacion de la estabilidad de extractos obtenidos a partir
de distintos procesos de secado, a través de la cuantificacion de compuestos

fendlicos y de la evaluacién de la actividad antioxidante que esta posee.
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2.2.2 Materiales y Reactivos

Percoladores, probetas, embudos, balones de aforo, balones, pipetas, tubos de

ensayo, tubos para liofilizar, viales ambar.

La quercetina (98%), acido ascorbico (99%), nitrito de sodio (69 g/mol), acido
cafeico, acido fosférico (= 85%), acido tricloroacético (299%), ferricianuro de
potasio (99%), cloruro férrico (298%) y 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich Chemistry (Steinheim, Alemania). Metanol absoluto calidad ACS,
ISO, Reag. Ph Eur. (99,9% puro), acido clorhidrico fumante (37%), hidréxido de
sodio en lentejas, sodio dihidrégenofosfato dihidratado, sodio
monohidrogenofosfato  heptahidratado, cloruro de aluminio hexahidratado,
tungstato de sodio, molibdato de sodio, sulfato de litio y el bromo fueron
adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemania).

El Agua destilada se obtuvo de un equipo Fanem.

2.2.3 Equipos

e Balanza analitica Mettler Toledo, serie N° 1129070512, Suiza, 2007.

e Balanza analitica Boeco BBL - 31, serie N° 19509555, Alemania, 2007.

e Manta de calentamiento Thermoscientific, serie N° 10898182, Gran
Bretafa, 2009.

e Bafo ultrasénico Cole - Palmer 8893-21, serie QDC 040846137F, USA,
2008.

e Bafo Maria Memmert, serie L315.0629, Alemania, 2016.

e Estufa VWR, serie N° 01053410, USA, 2009.

e Equipo de fotodocumentacion Camag TLC Visualizer, serie N° 200239,
Suiza, 2013.

e Camara extractora de gases Quimis, serie N° 07111126, Brasil, 2005.
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o Biofreezer Fisher Scientific, serie N° 0145903101140804, USA, 2014

e Espectrofotometro Thermo Fisher Scientific, Genesys 10-S, serie
2L.3M064003, USA, 2009.

e Potenciometro Boeco BT - 600, serie N° 0811001720, Alemania, 2009.

e Centrifuga sigma 2-6, serie N° 120303, Alemania, 2007.

e Rotavapor Heildolph, Laborota 4000 efficient, serie N° 04819293, Alemania,
2006.

e Congelador dairei freezeer -45/-85°C ULTF80, USA, 2009.

e Destilador de agua Fanem, modelo 724, serie TAD — 30979, Brasil, 2005.

e Horno Pro-3 TC-96N, Ecuador, 2007.

2.3 METODOS

2.3.1 Recoleccidn

Se identifico la especie botanica mencionada en la bibliografia y se procedio a la
recoleccion manual obteniendo una muestra representativa que se transporté en el
menor tiempo posible en bolsas de papel rotuladas correctamente, con el nombre

comun y cientifico de la planta, fecha y lugar de recoleccion.

Las muestras de la planta fueron recolectadas en las coordenadas fijadas por el
Proyecto VLIR de Plantas Medicinales del Departamento de Biociencias de la

Facultad de Ciencias Quimicas.

Para este estudio, se llevd a cabo la recoleccion en dos lugares distintos: el
primero fue en las cercanias del Parque Nacional “El Cajas”, en el sector
denominado Llaviuco (figura 2.1), en donde se recolectaron tres individuos: Criollo
1, Criollo 2 y Criollo 3, cuyas coordenadas expresadas en UTM son: (17 706540;
9685407), (17 706 540; 9685407) y (17 708108; 9685549) respectivamente. El
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segundo lugar de recoleccion fue en Cafar, sector Mosquera (figura 2.2), en
donde se recolectaron tres individuos mas: Criollo 4, Criollo 5 y Criollo 6, de
coordenadas (17 729902; 9705820), (17 730161; 9705853) y (17 730999;
9705907), respectivamente.

Figura 2.1 Recolecciéon en “El Cajas" Figura 2.2 Recolecciéon en Cafar

2.3.2 Lavado

Antes del lavado se seleccion6 la droga vegetal y se procedid a su limpieza
utiizando agua potable hasta eliminar los residuos de tierra o polvo de la
superficie, posteriormente se sumergié en agua destilada durante 10 minutos y se
escurrio para eliminar el exceso de agua, para lo cual se colocé la especie vegetal
sobre unas bandejas provistas de una malla de acero inoxidable montadas sobre
un marco de madera, cubiertas con papel periédico durante 24 horas, colocadas
sobre una estructura metalica de aluminio y vidrio como se muestra en la figura
2.3.

Figura 2.3 A) Seleccion; B) Lavado; C) Escurrimiento de la droga vegetal.
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2.3.3 Desecacion

Previo a la desecacion la droga vegetal fue troceada en partes iguales y pesada
en una balanza de precision Mettler Toledo. Se dividi6 la droga en partes iguales y
se coloco en bolsas de papel. La mitad del material vegetal fue depositada en una
bandeja provista de una malla de acero inoxidable previamente sanitizada con
etanol al 70% y cubierta con papel periédico, que se llevo a un horno de secado a
37 + 1°C (figura 2.4). La otra mitad de la droga vegetal se colocd, en partes
iguales, en tres tubos para liofilizar previamente pesados y rotulados, se llevaron a
congelacion (-80°C) en el congelador, girando los tubos continuamente hasta
obtener la formaciéon de una pelicula uniforme alrededor de los tubos por
aproximadamente 15 - 20 minutos. Luego de este tiempo se retird el tapon y se
cubrié con suficiente papel aluminio para dejar reposar en el congelador hasta que
la droga se congele completamente, lo cual se lleva a cabo en aproximadamente 2
horas.

Posteriormente se cargaron las muestras en el liofilizador, como se muestra en la

figura 2.5.

Figura 2.4 Desecacion en horno Pro3. Figura 2.5 Desecacion en liofilizador.
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Una vez obtenida la droga vegetal, por los distintos métodos de secado, se
procedié a guardar en bolsas de papel correctamente etiquetadas, con su nombre

comun, nombre cientifico, fecha, lugar de recoleccion y peso.

2.3.4 Obtencidn de extractos vegetales

Solvente empleado: metanol absoluto (99.9%).

Se pes6 una determinada cantidad de droga seca, se triturd y coloc6 en un frasco
de vidrio previamente sanitizado y rotulado, se humecté con metanol, procurando
gue no guede liquido residual, se dejé en humectacion por un periodo de 12-15
horas. Posteriormente se transfirio a un percolador previamente colocado algodon
hidréfilo en su orificio de salida. Luego se coloc6 papel filtro sobre el material
vegetal vertiendo mas disolvente hasta que éste cubra totalmente la droga y
quede a 1 cm por encima de ella. Se procedié a la maceracién de la muestra por

un periodo de 24 horas.

Una vez transcurrido el tiempo establecido se procedié a la recoleccion del
percolado, regulando la salida del mismo para que su velocidad de salida sea de
XX (20) gotas por minuto. Se obtuvo la primera fraccion de menstruo que
corresponde al 75% del peso inicial de la droga (Fraccion A), la misma que fue
colocada en un tubo tapa rosca. Se agregd metanol constantemente hasta
agotamiento de la droga vegetal, obteniendo la Fraccion B, la cual se colocé

directamente en un balon de fondo redondo para su posterior concentracion.

2.3.5 Concentracion del extracto vegetal

La fraccion B del extracto vegetal anteriormente colocada en un balén de fondo
redondo se adapt6 al rotavapor, figura 2.6, en el cual se procedié a eliminar el

solvente a presion reducida a una temperatura de 40°C con rotacion de 90rpm y
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se esperd hasta que el solvente se haya eliminado completamente. Finalmente se
redisolvid el residuo seco adherido en la pared con la Fraccion A del extracto y
con la menor cantidad de solvente. Se transfiri6 a un tubo tapa rosca

correctamente etiquetado.

Figura 2.6 Concentracion de Extractos vegetales en Rotavapor.

2.3.6 Eliminacién del solvente

El solvente obtenido de la redisolucion se elimind en un bafio ultrasénico, a no
mas de 40°C, bajo una corriente continua de N2, hasta obtener una cantidad entre

4 - 5 ml del extracto aproximadamente.

2.3.7 Liofilizacion

El extracto obtenido se transfirio a un tubo para liofilizar previamente pesado y
rotulado, se redisolvié el residuo con aproximadamente 20 ml de agua ultrapura,
se taparon los tubos con el tapdn de goma e inmediatamente se llevaron a
congelacion (-80°C) en el biofreezer, girando los tubos constantemente para
permitir la formacibn de una pelicula uniforme alrededor del tubo por
aproximadamente 15-20 minutos. Luego de este tiempo se retird el tapén y se
cubrié con suficiente papel aluminio para dejar reposar en el congelador hasta que
el extracto se congele completamente, lo cual se consigue en aproximadamente
2h.
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Se procedio a cargar las muestras en el liofilizador y se dejoé por 22-24h hasta
obtener el extracto seco, transcurrido este tiempo se retiraron los tubos.

El extracto seco obtenido se pesé y transfirié a varios viales ambares debidamente
etiquetados. En cada vial se procedio a pesar 5 mg de extracto seco.

2.3.8 ANALISIS CUALITATIVO

2.3.8.1 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina es un método analitico de separacion. Se basa en
la preparacion de una capa, uniforme de un adsorbente mantenido sobre una
placa de vidrio u otro soporte. La fase estacionaria sera un componente polar y la
fase movil (eluyente) sera por lo general menos polar que la fase estacionaria, de
forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad serdn los
menos polares. (Guarnizo & Martinez, 2009)

La constante Rf (Ratio of Front) es simplemente una manera de expresar la
posicidbn de un compuesto sobre una placa como una fraccién decimal, mide la

retencion de un componente. Se define como:

Distancia recorrida desde el origen por el compuesto

~ Distancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente

La distancia recorrida por el compuesto se mide en centimetros, generalmente
desde el centro de la mancha. El maximo valor de Rf que se puede alcanzar es de
1, lo ideal es un Rf entre 0.65y 0.7.

La eleccion de la fase movil se realiza de forma empirica, hay que estudiar la
polaridad del componente y probar con solventes cada vez menos polares y que

generen una mejor elucion (Guarnizo & Martinez, 2009)
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2.3.8.2 Activacion de las placas para TLC

Se utilizaron placas de silica gel las cuales fueron previamente activadas,

colocandolas en una estufa a 100°C por un lapso de 12-15 horas.

2.3.8.3 Identificacion de las placas para TLC

Se procedio a trazar una linea de siembra de 1 cm del borde inferior y a 8 cm de
ésta se trazo la linea de frente del solvente. Luego se identifico la placa colocando
en el borde inferior el nombre de los patrones y muestras que se van a sembrar, y
sobre la linea de frente se coloca: en la parte izquierda la fase movil a utilizar, en
el centro los metabolitos a investigar, y en la parte derecha el revelador y la fecha

de realizacion.

2.3.8.4 Preparacion de la Fase Movil

Fase Moévil A: Acetato de Etilo, Metanol, Agua (100:13.5:10)
Fase MOvil B: Acetato de Etilo, Acido Formico, Acido Acético, Agua
(100:11:11:26).

La fase movil debe prepararse en un frasco herméticamente cerrado y debe ser
colocada en las cadmaras de vidrio 30 min antes de la elucion de la placa, para

lograr la saturacion completa de la misma.

2.3.8.5 Preparacion de las muestras

Se pesd 5 mg del extracto seco que se disolvieron en 1 ml de metanol analitico y
se homogenizé hasta disolucion completa, obteniéndose asi una concentracién de

5 mg/ml.
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2.3.8.6 Siembra de las muestras y patrones

En la lamina de silica gel previamente identificada, se coloc6 5ul de cada uno de
los patrones a utilizar, que en este caso fueron: quercetina 1mg/ml, quercetin - 3
glucorénido 1mg/ml, umbeliferona 0,25 mg/ml y acido cafeico 0,5mg/ml; a una

distancia de 1.5 cm entre ellos y a 1 cm del borde inferior.

En el caso de las muestras se sembré 5 ul del extracto en solucion a 1cm de
distancia entre ellas y a 1cm del borde inferior. Se dejo secar la placa por cinco

minutos aproximadamente.

2.3.8.7 Elucién sobre la placa

Se coloco la lamina de silica de manera vertical dentro de la camara de vidrio que
contenia la fase movil de manera que ésta alcance una altura de 1 cm sobre el
borde inferior de la placa, y dejar para que ascienda por capilaridad la fase movil
hasta que llegue a la linea de frente. En ese momento retiramos la placa y
dejamos que se seque dentro de la cabina para su posterior observacion en el
equipo de fotodocumentacion y cuantificacion, identificando la separacién de los
distintos compuestos, se procedié a tomar las respectivas fotos en las diferentes
longitudes de onda.

2.3.8.8 Revelado poscromatografico

Para revelar las placas se selecciono los reveladores dependiendo de la fase

movil que se haya utilizado (Anexos Ay B).

Dejamos secar las placas y nuevamente observamos y tomamos las fotografias

utilizando el equipo de fotodocumentacién y cuantificacion.

2.3.9. ANALISIS CUANTITATIVO
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2.3.9.1. Espectrofotometria

La espectrofotometria es uno de los métodos de analisis mas usados, y se basa
en la relacién que existe entre la absorcién de luz por parte de un compuesto y su
concentracion. Cuando se hace incidir luz monocromatica (de una sola longitud de
onda) sobre un medio homogéneo, una parte de la luz incidente es absorbida por
el medio y otra transmitida. (Abril, y otros, 2010)

Dependiendo del compuesto y el tipo de absorcion a medir, la muestra puede
estar en fase liquida, sélida o gaseosa. En las regiones visibles y ultravioleta del
espectro electromagnético, la muestra es generalmente disuelta para formar una

solucién. (Abril, y otros, 2010)

Cada sustancia tiene su propio espectro de absorcién, el cual es una curva que
muestra la cantidad de energia radiante absorbida, absorbancia, por la sustancia
en cada longitud de onda del espectro electromagnético, es decir, a una
determinada longitud de onda de la energia radiante, cada sustancia absorbe una
cantidad de radiacion que es distinta a la que absorbe otro compuesto. (Abril, y
otros, 2010)

2.3.9.2 Valoraciones de los metabolitos

Las valoraciones realizadas en este estudio fueron: cuantificacion de fenoles
totales y flavonoides, evaluacién de la actividad antioxidante segun el método de
DPPH y poder reductor férrico. Cada una de ellas fue realizada en los tiempos: 0
(0 meses), 1 (1 mes), 2 (2 meses), 3 (4 meses) y 4 (6 meses).

2.3.9.2.1 Cuantificacion de Fenoles Totales
2.3.9.2.1.1 Principio

La determinacion de fenoles totales mediante la técnica de Folin-Ciocalteau, se

basa en la propiedad de los fenoles de reaccionar frente a agentes oxidantes. Este
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reactivo contiene molibdato y tungstato sodico que al reaccionar con los
compuestos fenolicos presentes, forman complejos fosfomolibdico - fosfotungstico.
En medio basico la transferencia de electrones reduce estos complejos a 6xidos
de tungsteno y molibdeno, cromdégenos de color azul intenso que son
proporcionales a la cantidad de grupos fendlicos presentes en la molécula de

interés. (Cruzado, Pastor, Castro, & Cedron, 2013)

2.3.9.2.1.2 Elaboracién de la curva de calibracion

Para realizar la cuantificacion de Fenoles Totales en la especie vegetal en estudio,
por el método de Folin-Ciocalteau se procedi6 a realizar en primer lugar una curva
de calibracion utilizando un espectrofotometro que mide la absorbancia de una
muestra a la longitud de onda determinada para el complejo en funcion de
concentracion de la misma. Una vez determinados los valores de absorbancia
para cada concentracion de acido cafeico (sustancia de referencia para realizar la
curva de calibrado) se grafico la concentracion en funcién de la absorbancia a 650
nm para determinar el rango de concentraciones en el cual se obtenia una
linealidad aceptable (r> mayor a 0.99) asegurando asi que el método es capaz de
producir resultados proporcionales, directamente o mediante una transformacion
matematica, a la concentracion del analito en las muestras, dentro de un

determinado rango. (Anusic, 2011)

Para la elaboracion de la curva de calibracion se procedié de la siguiente manera:
Se pesd 0.1 g de acido cafeico y se afor6 en 100 ml de agua destilada. La
concentracion de esta solucion fue de 1000 ppm. Se tomé 20 ml de la solucion de
1000 ppm y se afor6 a 100 ml y se obtuvo una solucion final de 200 ppm.

Posteriormente se prepararon los estandares de acuerdo al siguiente cuadro:
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Volumen final | Concentracion

Volumen de la *(ml) (ppm)
solucién Patron

(ml)

25 100 5

5 100 10
12.5 100 25
25 100 50

* Se completo el volumen con agua destilada.

Posteriormente a 2 ml de las soluciones obtenidas se agregaron 500 pl del
reactivo de Folin Ciocalteau 2N (Anexo C), y 400 ul de una solucién de NaOH 2N.
5 minutos. Finalmente se la absorbancia en un

Se agité por leyo

espectrofotémetro a 650 nm.

2.3.9.2.1.3 Aplicacién del método para el extracto seco

Se pes6 5 mg del extracto seco de la muestra problema y se disolvio en 1 ml de
una mezcla de metanol — agua (1:1). Se llevé la solucion hasta un volumen de 50
ml con agua destilada, posteriormente se tomaron 2 ml de la solucion anterior y se
llevo a un volumen de 100 ml de agua destilada.

A 2 ml de la solucidn finalmente obtenida se agregaron 500 pl del reactivo de Folin
2N, y 400 pl de una solucion de NaOH 2N. Se agité por 5 minutos. Posteriormente
se leyd la absorbancia en un espectrofotometro a 650 nm. Este procedimiento se

realizd con cada una de las muestras de estudio.

2.3.9.2.2 Cuantificacion de flavonoides

El contenido total de flavonoides fue determinado de acuerdo al método

colorimétrico de cloruro de aluminio, usando como patrén una solucién stock de
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quercetina (0.5 mg/ml). A cada una de las muestras y patrones preparados se les
adicioné 1250 pl de agua destilada, 75 pl de NaNO:z al 5%, se dejo reposar por 6
minutos, se adicionaron 150 pl de AICIs al 10% y se dejo reposar otros 5 minutos,
posteriormente se adicionaron 500 yl de NaOH 1M vy finalmente se completo el

volumen de cada una de las muestras a 2.5 ml con agua destilada.

Los ensayos se hicieron por triplicado y las lecturas se realizaron en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm. La concentracion total de
flavonoides se calcul6 a partir de la curva de calibracion.

2.3.9.2.2.1 Elaboracion de la curva de calibracion

A partir de la solucion stock de quercetina se procedié a preparar los patrones de
concentraciones conocidas: 47.2 uyg/ml, 94.5 pg/ml, 189 ug/ml, 378 pg/ml y 756
Mg/ml. A cada uno de los patrones preparados se le adicioné los reactivos

detallados en el apartado 2.3.9.2.2.

2.3.9.2.2.2 Aplicacion del método para el extracto seco

Para las muestras, se pesaron 5 mg del extracto seco y se disolvieron en 1 ml de
metanol. A cada una de las muestras preparadas se le agregaron los reactivos

detallados en el apartado 2.3.9.2.2.

2.3.9.2.3 Evaluacién de la actividad antioxidante segun la técnica de DPPH

2.3.9.2.3.1 Principio

Este método se basa en la reduccién del radical 2,2 -difenil -1- picrilhidrazilo
(DPPH*) por los antioxidantes de la muestra. EI compuesto DPPH se caracteriza

por poseer un electron desapareado que es un radical libre, estabilizado por
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resonancia. Por esta propiedad el DPPH se utiliza como material de referencia
para determinar el poder antioxidante de una sustancia por captura de radicales
libres. Presenta una coloracion violeta intensa que absorbe radiacion a 520 nm,
por lo que su concentracion se puede determinar por métodos
espectrofotométricos.

En el ensayo se determina la concentracion inicial de DPPH y la concentracion
resultante una vez que se ha afiadido el posible antioxidante, que se traduce en la
disminucion de la coloracion violeta a amarillo de la solucion debido a la cesion de
electrones de la especie antioxidante (Venegas Casanova, 2012).

La capacidad antioxidante se expres6 en miligramos de acido ascoérbico
equivalentes a 100 gramo de droga seca, para lo cual se utilizdé la siguiente

formula:

(As — Ac)(Fa)(V)

AAEAC =
K.m

Dénde:

As: absorbancia de cada muestra

Ac: absorbancia del control

m: miligramos del extracto inicial de los viales

V: volumen del contenido en el vial

Fd: factor de dilucion

K: pendiente de la curva de calibraciéon de &cido ascérbico

AAEAC: miligramos de &cido ascérbico equivalentes a 100 gramos de droga seca
(mg/g). (Leong & Shui, 2002)

2.3.9.2.3.2. Preparacion de la solucion de DPPH
Pesar 0.0024g de DPPH en un vaso de precipitacion, disolver con metanol

analitico agitando constantemente y aforar a 100 ml. Medir la absorbancia a 520
nm (t=0).
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2.3.9.2.3.3 Elaboracién de la curva de calibracion

El estandar de referencia usado fue el &cido ascorbico.

Para la elaboracion de la curva de calibracion se pes6 0.010 g de acido ascorbico
en un vaso de precipitacion pequefio. Protegido de la luz. Se aforé a 100 ml en un
balon de aforo con metanol analitico; la concentracion de esta solucion madre fue
de 100 pg/ml.

A partir de esta solucién se prepar6 los siguientes estandares de acuerdo al

siguiente cuadro:

Volumen de la
solucion madre Volumen de Concentracion
(ul) metanol (ul) pug/ml
20 1980 1
40 1960 2
60 1940 3
80 1920 4
100 1900 5
120 1880 6
140 1860 7

Una vez preparado los diferentes estandares se tom6 1ml de cada uno de ellos y
se colocaron en tubos de ensayo. A estos se les adiciono igual cantidad del
reactivo de DPPH, se homogenizé bien y se dejo en reposo en la oscuridad
durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se procedid a determinar la

absorbancia a 520 nm, frente a un blanco de metanol.
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2.3.9.2.3.4 Aplicacién del método para el extracto seco

Se pesé 5 mg del extracto seco y se disolvi6 en 1 ml de metanol absoluto, se
obtuvo una solucién de 5 mg/ml. De esta solucién se tomo6 40 ul y se adicioné
1960 pl de metanol analitico para obtener una solucién de 100 pg/ml.

Una vez que obtuvimos el extracto en solucién a la concentracion de 100 pg/ml, se
midi6é la absorbancia de la clorofila para luego realizar la correccion (lectura de la
muestra — lectura de la clorofila). Se lee a la misma longitud de onda (520 nm)
frente a un blanco de metanol. Posteriormente se colocO en partes iguales el
extracto en solucion, y el reactivo DPPH, en tubos de ensayo. Se homogenizé bien

y se dejo en la oscuridad durante 30 minutos.

Luego de este tiempo se ley6 la absorbancia en un espectrofotometro a 520 nm.

2.3.9.2.4 Evaluacion de la actividad antioxidante segun la técnica de poder
reductor férrico

2.3.9.2.4.1 Principio

El andlisis se basa en el poder reductor de un antioxidante que reduce el ion
férrico (Fe®*) al ion ferroso (Fe?*); formando un complejo azul. Una absorcion alta
a una longitud de onda de 700nm indica un poder de reduccion alto del
fitoquimico, es decir, una actividad antioxidante alta.

El poder reductor se determina por el método de Oyaizu, empleando ferricianuro
de potasio, que por accion del agente reductor, se transforma en ferrocianuro de
potasio. Este compuesto reacciona con cloruro férrico, originandose ferrocianuro
férrico, de color azul. La intensidad del color azul se lee a 700 nm. (Cajas, 2012).
El poder reductor se expresdé en mg de &cido ascoérbico equivalentes a 100g de
droga seca (AAEAC). Para los calculos se utilizo la formula descrita en el apartado
2.3.9.2.3.1.
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2.3.9.2.4.2 Elaboracién de la curva de calibracién

Método espectrofotométrico del poder reductor férrico usando el acido ascérbico
como material de referencia.

Para evaluar la actividad antioxidante de la especie vegetal objeto de este estudio
se realizd el siguiente procedimiento. Se elabor6 una curva o grafica de
absorbancia contra concentracion (0, 1, 5, 10, 30, 50, 70, 100 pg/ml), utilizando
una solucion patron de acido ascérbico de 100 pg/ml.

Para la elaboracion de la solucion patron se pes6 0.010 g de acido ascorbico en
un vaso de precipitacion pequefio. Protegido de la luz. Se aforé a 100 ml en un
balén de aforo con metanol analitico; la concentracion de esta solucion madre fue
de 100 pg/ml.

A partir de esta solucion se prepard los siguientes estandares de acuerdo al

siguiente cuadro:

Volumen de la
solucion Volumen de metanol | Concentracion

madre (ul) (ul) pg/ml

20 1980 1

100 1900 5

200 1800 10

600 1400 30

1000 1000 50
1400 600 70
2000 | meee- 100

2.3.9.2.4.3 Preparacion del extracto seco
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Se pes6 5 mg del extracto seco y se disolvio en 1 ml de metanol absoluto, se
obtuvo una solucion de 5 mg/ml. De ésta solucion se tomé 40 ul y se adiciond

1960 pl de metanol analitico para obtener una solucién de 100 pg/ml.

2.3.9.2.4.4 Método

A cada una de las muestras y patrones preparados se les agreg6 2.5 ml de buffer
de fosfatos de potasio (0.2 M, pH 6.6) (Anexo D) y 2.5 ml de Ks Fe (CN)s al 1%
P/V en agua, después se incubd a 50 °C por 20 min.

Una vez pasado el tiempo de incubacion se le agregé 2.5 ml de acido
tricloroacético, al 10% P/V en agua y posteriormente se centrifugd a 3000 rpm por
10 min. De ésta solucion se tomaron 2.5 ml del sobrenadante y se mezclaron con
2.5 ml de agua destilada. Posteriormente, se agregaron 0.5 ml de FeCls al 1% y se
dej6é reposar por 10 min, para finalmente medir la absorbancia a 700 nm en un

espectrofotometro de UV/Vis, frente a un blanco de metanol. (Martinez, 2007)

2.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados generales se presentaron usando estadistica descriptiva y gréficas
de cajas y bigotes.

Para el analisis de resultados se realizaron comparaciones de las diferentes
pruebas realizadas: determinacion de fenoles totales, flavonoides y evaluaciéon de
la actividad antioxidante mediante las técnicas de DPPH y poder reductor a lo
largo del tiempo (meses 0, 1, 2, 4 y 6) entre el proceso de conservacion de secado
en la estufa y secado por liofilizacion.

El analisis en funcion de los meses por proceso de secado se realizé mediante
analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Scheffe (post-hoc ANOVA)

para identificar los meses que diferian entre si. Ademas, se realizaron regresiones
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lineales para estimar la influencia del tiempo de conservacion en el valor de cada

parametro.

Por otro lado, se aplicaron pruebas t de Student de dos muestras pareadas de dos
colas para evaluar la diferencia de cada uno de los parametros entre los dos

procesos de secado en funcién del tiempo de conservacion.

Todos los andlisis se realizaron en el programa estadistico STATA 10.0 utilizando

un nivel de significancia del 5% (p < 0.05).

2.4.1 Analisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza es una prueba de significacion capaz de comparar mas de
dos variables. El problema ANOVA més simple se conoce indistintamente como
unifactorial, de clasificacion unica o ANOVA unidireccional, e implica el analisis de
datos muestreados de mas de dos poblaciones (distribuciones) numéricas o de
datos de experimentos en los cuales se utilizaron mas de dos tratamientos.
(Serrano Gallego, 2003) (Devore, 2008)

Esta prueba se aplica para contrastar la hipotesis nula de que K medias son
iguales, es decir:

Ho = pu=p2=ps=Ha...
Frente a: H1 = las medias son distintas.
El andlisis de la varianza se basa en la comparaciéon de la variabilidad que hay
entre los grupos (intergrupo) con la que hay dentro de los grupos (intragrupo),
proporcionando el estadistico F para contrastar la hipétesis nula de igualdad de

medias en los grupos.
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Cuanto mayor sea el valor del estadistico F, méas diferenciados estaran los grupos.
Si el p-valor asociado a F es igual o menor que a, se rechazara la hipétesis nula al

nivel de significacion a. (Sabado, 2009)

2.4.2 Pruebat de Student

La prueba t — student se deriva de las distribuciones t. Las distribuciones t son una
familia de distribuciones simétricas con forma de campana (distribucion normal).
La forma de estas distribuciones cambia conforme cambia el disefio de la

muestra.

Esta prueba se puede usar para comparar diferencias entre los promedios de dos
grupos u observaciones (independientes), o para comparar los promedios de dos
observaciones (pareadas o apareadas) realizadas a un mismo sujeto. (Moncada
Jiménez, 2005).

Es una prueba de contraste de hipotesis sobre valores de diferentes medias:
Ho = (Hipotesis nula o de igualdad): las medias de dos muestras son iguales.

Hi = (Hipdtesis alternativa o de diferencia): las medias de las muestras son

significativamente distintas

Nivel alfa (a): es el porcentaje de error que estamos dispuestos a correr cuando

se realice la prueba.

p- valor: es el nivel de significancia. (Serra, Ponce , Lopez, Gonzéalez , & Garcia ,
2014)

v' Pruebat de Student para dos muestras relacionadas

Esta prueba se efectla para contrastar la hipotesis nula de no existencia de
diferencias significativas entre las medias de dos variables, con distribucion

normal, medidas en los mismos sujetos, 0 bien la no existencia de diferencias
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significativas entre la media de una misma variable medida en los mismos sujetos
en situaciones diferentes. La aplicacion de la prueba de T student exige el mismo
namero de sujetos en ambas situaciones. Si el p — valor asociado al estadistico
de contraste es mayor que a (>0,05), se aceptara la hipotesis nula, por el contrario
si el p — valor es menor que a (<0,05) se aceptara la hipotesis alternativa de
diferencias significativas entre las medias de ambas variables, al nivel de

significacién a. (Sabado, 2009)

CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 DESECACION

Para realizar la comparacion de los dos métodos de secado (Estufa y Liofilizacién)
se parti6 de un peso de droga fresca de 10g para ambos casos, obteniéndose
luego del secado, los pesos detallados en la tabla 3.1

DROGA SECA (g)
. DROGA

CODIGO | ErESCA(g) |por— |Secado por

liofilizacion

Estufa

Criollo 1 10 3.11 3.00
Criollo 2 10 2.98 2.97
Criollo 3 10 4.21 4.44
Criollo 4 10 2.32 2.76
Criollo 5 10 3.50 3.62
Criollo 6 10 3.64 4.39

Tabla 3.1 Comparacion de los pesos de las drogas secas obtenidas por los dos
métodos de secado.
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3.2 RENDIMIENTO DE EXTRACTO

Para calcular el rendimiento de los extractos secos se considero el peso inicial de
la droga vegetal empleado para la percolacion y el peso del extracto obtenido
luego del proceso de liofilizacion, expresando los resultados como el DERnativo, que
indica los gramos de droga requeridos para obtener un gramo de extracto, como
se muestra en la tabla 3.2.

" Droga TUb,O Tubo + Extracto
Caodigo ) vacio | extracto seco(mg) DER nativo
(@) (9)
Criollo 1E 3,11[45,1455| 45,4962 350,7 9:1
Criollo 2E 2,98|65,2050| 65,5418 336,8 9:1
Criollo 3E 4,21]63,4022| 64,0229 620,7 7:1
Criollo 4E 2,32|65,7519| 66,0828 330,9 7:1
Criollo 5E 3,50(63,4026| 63,8559 453,3 8:1
Criollo 6E 3,64(62,7708| 63,3070 536,2 7:1
Criollo 1L 3,00 64,8936| 65,4177 524,1 6:1
Criollo 2L 2,97/65,1478| 65,8762 728,4 4:1
Criollo 3L 4,44162,7788| 63,5797 800,9 6:1
Criollo 4L 2,76|65,1979| 65,9640 766,1 4:1
Criollo 5L 3,62[63,1455| 64,0721 926,6 4:1
Criollo 6L 4,39]64,8383| 65,6481 809,8 5:1

Tabla 3.2 Rendimiento de extractos secos.

* Criollo 1E y Criollo 1L corresponden a la misma droga vegetal, sometida a
proceso de secado por estufa y liofilizacion, respectivamente. Cumpliéndose lo
mismo para los cadigos 2, 3, 4, 5, 6.

Como se observa en la tabla 3.2 se obtiene un mayor rendimiento en las muestras
sometidas al proceso de liofilizacion, ya que una de las ventajas del método de
secado por liofilizacion es que los productos presentan una alta porosidad y una

alta capacidad de rehidratacién y por lo tanto al entrar en contacto con el solvente
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adecuado, se logra una mayor extraccion de sus componentes (Ayala A., Serna
C., & Mosquera V., 2010).

3.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Siguiendo la metodologia sefialada en el apartado 2.3.8.1, se procedio a realizar el
corrimiento de las diferentes muestras y patrones. Los metabolitos investigados
fueron: compuestos fendlicos y flavonoides, para lo cual se emplearon fases

moviles y reveladores especificos para cada metabolito (Anexo A).

Posteriormente las placas cromatograficas fueron observadas mediante UV 250,
366 nm y espectro visible, para de esta manera observar coloraciones
caracteristicas que ayuden en la identificacion de los metabolitos secundarios de

interés. Este procedimiento se llevd a cabo tanto en el t=0 como en el t=6.

3.3.1 Resultados de TLC en el t=0

Las figuras 3.1 (Ay B) y 3.2 (A y B) muestran los resultados de TLC para las
muestras analizadas a tiempo cero, como se puede observar, a pesar de ser una
medicion cualitativa las manchas cromatograficas son de mayor intensidad en los
extractos sometidos al proceso de liofilizacién. Asi mismo, el revelado de la placa
mediante el rociado de DPPH muestra un mayor efecto en las muestras sometidas

a este proceso.
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AE - Ac. formico - Ac. acético - Agua
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Quercetina Quercetin - 3Criotio IL Criolio2L  Crivllo 3L Criolio 1E Criollo 2E Criollo 3E  Umbezliferona
glucoronido

Figura 3.1 A Fotografia del cromatograma de la muestras Criollo 1, 2,3 bajo UV
366 nm usando como revelador productos naturales para compuestos fendlicos y
flavonoides.
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Figura 3.1 B Fotografia del cromatograma de la muestras Criollo 4, 5, 6 bajo UV
366 nm usando como revelador productos naturales para compuestos fendlicos y
flavonoides.
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DPPH

Compuestos fenolicos y flavonoides
14103116
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Quercetina Quercetin -3 Criollo 1L Criollo 2L Criollo 3L Criollo 1E Criollo 2E  Criollo 3E Umbeliferona ACi‘!O
Glucoronido Cafeico

Figura 3.2 A Fotografia del cromatograma de las muestras Criollo 1, 2 y 3 en filtro
visible usando como revelador DPPH para compuestos fendlicos y flavonoides.
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Figura 3.2 B Fotografia del cromatograma de las muestras Criollo 4, 5, 6 en filtro
visible usando como revelador DPPH para compuestos fendlicos y flavonoides.

3.3.2 Resultados de TLC en el t=6
En este caso se realizé una disminucién en la concentracién de dos patrones:
Umbeliferona (0,1mg/ml) y Quercetin-3-glucorénido (0,5mg/ml) debido a que en el

primer corrimiento obtuvimos una coloracidon muy intensa.

Las figuras 3.3 (Ay B) y 3.4 (A y B), al igual que en el tiempo cero, presentan
mayor intensidad en la fluorescencia en los extractos sometidos al proceso de
secado por liofilizacion, asi mismo el revelado con DPPH intensific6 las manchas

cromatograficas de estas muestras.
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Quercetin -3 Quercetina Criollo 1E Criollo 1L Criollo 2E Criollo 2L Criollo 3E Criollo 3L Umbeliferona  Acido
Glucoronido Cafeico

Figura 3.3 A Fotografia del cromatograma de las muestras Criollo 1, 2 y 3 bajo UV
366 nm usando como revelador productos naturales para compuestos fendlicos y
flavonoides.
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Figura 3.3 B Fotografia del cromatograma de las muestras Criollo 4,5 y 6 bajo UV
366 nm usando como revelador productos naturales para compuestos fendélicos y
flavonoides.
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Figura 3.4 A Fotografia del cromatograma de las muestras Criollo 1, 2 y 3 en filtro
visible usando como revelador DPPH para compuestos fendlicos y flavonoides.
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Figura 3.4 B Fotografia del cromatograma de las muestras Criollo 4, 5y 6 en filtro
visible usando como revelador DPPH para compuestos fendlicos y flavonoides.

Pudimos observar que en todos los corrimientos realizados, tanto en el t=0 como
en el t=6, las muestras que fueron sometidas a secado por liofilizacion presentan
mayor intensidad en la fluorescencia, sin embargo todas las muestras presentan
un corrimiento similar, revelando esto que no existe diferencias significativas en
cuanto a su composicion de metabolitos, independientemente del lugar de
recoleccion, es decir que todas ellas poseen los mismos metabolitos secundarios

variando Unicamente en su concentracion.
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En las figuras 3.1 (A y B), 3.3 (A y B) las muestras presentaron intensas
fluorescencias amarillas, lo cual nos indica la presencia de flavonoides y por su
semejanza a la del patrén, podemos decir que se trata de flavonoles del tipo de la
quercetina, ademas presentaron fluorescencias azules semejantes a la del patrén
acido cafeico, corroborando con esto la presencia de Compuestos fendlicos en las

muestras de estudio.

En las figuras 3.2 (A y B), 3.4 (A y B) se observan fluorescencias amarillas
semejantes a la del patrén, por lo que se podria decir, que en las muestras existe
presencia de compuestos fendlicos.

3.4. ANALISIS CUANTITATIVO

3.4.1 Cuantificaciéon de Fenoles Totales

Para la cuantificacion de fenoles totales en las diferentes muestras evaluadas en
este estudio se procedié segun el método de Folin — Ciocalteau descrito en el
punto 2.3.9.2.1, para la cual se elabor6 la curva de calibracion tomando como
referencia una solucién madre de &cido cafeico, a partir de ésta se elaboraron los
diferentes patrones de concentraciones conocidas y se obtuvieron lecturas por
triplicado, obteniendo 12 lecturas en total, en las que se calculdé la media
aritmética, desviacion estandar y coeficiente de variacion (Anexo E), este
procedimiento se llevo a cabo durante los tiempos t=0, t=1, t=2, t=4 y t=6.

Para calcular la concentracion de fenoles totales, se utilizo la ecuacién de la recta,
en la cual se calculd la pendiente “m” mediante una estimacion lineal de todas las
curvas realizadas, durante el tiempo que duré el estudio; y la constante “y” se
reemplazé por cada lectura de absorbancia, los resultados se detallan en la tabla

3.3
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Concentracion expresada como Concentracion expresada como
Cédigo ('que;rgeps) Acido Cafeico en ppm Cédigo (T;;r:gst‘)) Acido Cafeico en ppm
1 2 3 X o 1 2 3 X (o
0 0,6342(0,7400(0,6977|0,6906 | 0,0434 0 0,80340,8457|0,8879|0,8457| 0,0345
1 0,5920(0,5920|0,5708| 0,5849| 0,0100 1 0,76110,7822|0,7822|0,7752] 0,0100
5 0,549710,5285|0,5285| 0,5356 | 0,0100 5 0,7188(0,6977(0,7188]0,7118| 0,0100
CRIOLLO 0,5285(0,5285(0,5497| 0,5356 | 0,0100 | CRIOLLO 0,7188(0,6977|0,6977|0,7047| 0,0100
1E 4 0,444010,4440|0,42280,4369| 0,0100 1L 4 0,6131(0,6131|0,5920| 0,6061| 0,0100
0,422810,422810,4440|0,4299| 0,0100 0,5920(0,5920|0,6131|0,5990| 0,0100
5 0,3594 | 0,3594 | 0,3805 | 0,3665 | 0,0100 5 0,5074(0,5285|0,5285|0,5215| 0,0100
0,3383|0,3594 | 0,3594 | 0,3524| 0,0100 0,5285(0,50740,5074]0,51440,0100
0 0,6131(0,6765|0,5920 0,6272| 0,0359 0 0,7400(0,7822|0,8034|0,7752| 0,0264
1 0,5285|0,5497|0,5497| 0,5426 | 0,0100 1 0,6554(0,6977|0,6554|0,6695| 0,0199
5 0,4863|0,4863|0,4863| 0,4863| 0,0000 5 0,5920(0,5708|0,5708|0,5779] 0,0100
CRIOLLO 0,5074(0,4863(0,5074 | 0,5004 | 0,0100 | CRIOLLO 0,57080,5920| 0,5920| 0,5849| 0,0100
2E 4 0,422810,4440|0,422810,4299| 0,0100 2L 4 0,4863|0,50740,5074|0,5004 | 0,0100
0,40170,4017|0,42280,4087| 0,0100 0,4863(0,5074|0,4863| 0,4933| 0,0100
5 0,3171(0,3383(0,3383|0,3312| 0,0100 5 0,4228(0,4017|0,4017|0,4087| 0,0100
0,2960(0,3383|0,3171|0,3171|0,0173 0,4017(0,4228|0,4017|0,4087| 0,0100
0 0,8034(0,6765(0,7400| 0,7400| 0,0518 0 0,8457(0,9514|0,8668| 0,8879| 0,0457
1 0,5920(0,5920|0,6131|0,5990| 0,0100 1 0,7611(0,7400(0,7611|0,7541| 0,0100
5 0,5285(0,5285|0,5074|0,5215| 0,0100 5 0,5920(0,5920( 0,5920| 0,5920| 0,0000
CRIOLLO 0,5285(0,5074(0,5285|0,5215| 0,0100 | CRIOLLO 0,6131(0,5920|0,6131|0,6061 | 0,0100
3E 4 0,4228|0,4017|0,4017|0,4087| 0,0100 3L 4 0,50740,4863|0,4863| 0,4933| 0,0100
0,40170,4017|0,42280,4087| 0,0100 0,4863|0,5074|0,5074| 0,5004 | 0,0100
5 0,3171(0,2960 | 0,2960 | 0,3030| 0,0100 5 0,3805 | 0,3805| 0,3594 | 0,3735| 0,0100
0,2960(0,3171|0,2960| 0,3030| 0,0100 0,3594 | 0,3805( 0,3805| 0,3735] 0,0100
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0 0,5920]0,6342( 0,5920| 0,6061| 0,0199 0 0,7188|0,7400| 0,7400(0,7329] 0,0100

1 0,5074]0,5074(0,5285]0,5144] 0,0100 1 0,6131]0,6342]|0,6131 | 0,6202| 0,0100

5 0,422810,4440]0,4440]0,4369] 0,0100 5 0,5497(0,549710,5708] 0,5567| 0,0100

CRIOLLO 0,4440]0,4651 | 0,4440| 0,4510] 0,0100 | CRIOLLO 0,5497|0,5708| 0,5497 | 0,5567 | 0,0100
4E 4 0,359410,3383| 0,3383| 0,3453| 0,0100 4L 4 0,4440(0,444010,4228] 0,4369| 0,0100
0,3383(0,3594| 0,3383| 0,3453] 0,0100 0,42280,4228|0,4440] 0,4299] 0,0100

5 0,25370,2537(0,2537| 0,2537 | 0,0000 6 0,3383|0,3171|0,3171(0,3242] 0,0100

0,253710,2326] 0,2537| 0,2467| 0,0100 0,33830,3383|0,3383| 0,3383| 0,0000

0 0,6342]0,6342(0,6131|0,6272] 0,0100 0 0,6765|0,6977|0,6977 | 0,6906| 0,0100

1 0,5708|0,5920(0,5708]0,5779] 0,0100 1 0,6342]0,6342| 0,6554 | 0,6413| 0,0100

5 0,507410,4863| 0,4863| 0,4933| 0,0100 5 0,57080,5708|0,5920] 0,5779] 0,0100

CRIOLLO 0,4863]0,5074 | 0,5074] 0,5004 | 0,0100 | CRIOLLO 0,5708]0,5920| 0,5708 ( 0,5779] 0,0100
SE 4 0,359410,3805] 0,3805| 0,3735] 0,0100 SL 4 0,4651(0,4651|0,4863| 0,4722] 0,0100
0,3805(0,3594| 0,3805| 0,3735] 0,0100 0,40170,4863|0,4863| 0,4581| 0,0399

5 0,2960|0,2748(0,2748] 0,2819] 0,0100 6 0,3171)0,3171|0,3171(0,3171| 0,0000

0,274810,2960] 0,2960| 0,2889| 0,0100 0,31710,3383|0,3383| 0,3312] 0,0100

0 0,6342]0,6342(0,6131|0,6272| 2,6959 0 0,7188|0,7188|0,6977(0,7118| 0,0100

1 0,5708|0,5497( 0,5497| 0,5567| 0,0100 1 0,6131]0,6131|0,6342(0,6202| 0,0100

5 0,4863|0,4863| 0,4863| 0,4863 | 0,0000 5 0,54970,5497|0,5497] 0,5497| 0,0000

CRIOLLO 0,507410,4863 | 0,4863| 0,4933| 0,0100 | CRIOLLO 0,5708]0,5497| 0,5708 | 0,5638 | 0,0100
6E 4 0,422810,4228]0,3805| 0,4087| 0,0199 6L 4 0,42280,4651|0,4651| 0,4510| 0,0199
0,3805(0,4228] 0,3805| 0,3946 | 0,0199 0,4440(0,4651|0,4440] 0,4510] 0,0100

5 0,2960 0,2960 | 0,2960| 0,2960 | 0,0000 6 0,3383]0,3383|0,3171(0,3312| 0,0100
0,3171|0,2748]0,3171]0,3030| 0,0199 0,3383(0,3594 | 0,3383| 0,3453| 0,0100

Tabla 3.3 Cuantificacion de fenoles totales.
(Ver Anexo F)
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De acuerdo a la tabla 3.3 observamos que las muestras sometidas al proceso de
secado por liofilizacién presentan una mayor concentracion de fenoles totales con
respecto a las muestras sometidas a secado por estufa, y en ambos casos
obtuvimos una disminucién en la concentracion con respecto al tiempo. Los datos
obtenidos son aceptables ya que en todos los casos la desviacion estandar es

menor al 0,05.
3.4.2 Cuantificacién de flavonoides

La concentracion de flavonoides en las diferentes drogas vegetales se obtuvo
mediante la ecuacion de la recta y= mx, en donde la pendiente “m” se obtuvo por
estimacion lineal de todas las curvas realizadas en las distintas determinaciones

(Anexo G), y la constante “y” se reemplaza por cada lectura de absorbancia

(Anexo H), los resultados se muestran en la tabla 3.4.
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. Concentracion expresada como . Concentracion expresada como
cédigo (-Ir_r']‘zn;gs) Quercetina mg/ml cédigo (-Ir-rlleer:gso) Quercetina mg/ml
C1 Cc2 C3 X o C1 Cc2 C3 X o
0 0,5499(0,5601 (0,5627|0,5576 | 0,0055 0 0,7263]0,749410,7289]0,7349|0,0103
1 0,5141(0,5192(0,5141(0,5158(0,0024 1 0,69310,6982(0,6982(0,6965 | 0,0024
5 0,4859(0,4859 (0,4859|0,4859|0,0000 5 0,6650(0,6701(0,6701(0,6684 |0,0024
CRIOLLO 0,4859(0,4834(0,4859(0,4851|0,0012| CRIOLLO 0,6675|0,6650(0,6675(0,6667 | 0,0012
1E 4 0,4629(0,4629 (0,4655|0,4638|0,0012 1L 4 0,647110,6471(0,6471(0,6471|0,0000
0,4655]0,4655|0,4629 10,4646 10,0012 0,6471]0,6445]0,6445|0,6454(0,0012
5 0,4450(0,4476 0,44500,4459|0,0012 5 0,6138|0,6164 (0,6164 (0,6155(0,0012
0,450110,4450|0,4450|0,4467]0,0024 0,6189]0,6189|0,6164|0,6181(0,0012
0 0,455210,4501|0,4655|0,4569|0,0064 0 0,7110|0,7161]0,7033]0,7101|0,0053
1 0,4373(0,4373(0,4348|0,4365|0,0012 1 0,652210,6573(0,6573(0,6556 | 0,0024
5 0,422010,4220]0,419410,4211]0,0012 5 0,6189]0,6215]0,6189|0,6198(0,0012
CRIOLLO 0,4194(0,4220(0,4220(0,4211|0,0012| CRIOLLO 0,62150,6215(0,6189(0,6206 | 0,0012
2E 4 0,4015(0,4041(0,4041|0,4032|0,0012 2L 4 0,588210,5908 | 0,5908 | 0,5899 | 0,0012
0,404110,4015|0,404110,4032]0,0012 0,585710,5857(0,5882(0,5865(0,0012
5 0,3862(0,3836(0,3836|0,3845|0,0012 5 0,5575]0,5550 | 0,5524  0,5550 | 0,0021
0,3811(0,3836(0,3836|0,3828|0,0012 0,557510,5550 [ 0,5550 | 0,5558 | 0,0012
0 0,4706 (0,4604 (0,4783|0,4698|0,0073 0 0,5550(0,5652 (0,5754 (0,5652 | 0,0083
1 0,4527(0,4501 (0,4527|0,4518|0,0012 1 0,5345|0,5396 (0,5345(0,5362 | 0,0024
5 0,4373]0,4348|0,434810,4356 10,0012 5 0,509|0,5115]0,5115]0,5107]0,0012
CRIOLLO 0,4348(0,4373(0,4373(0,4365|0,0012| CRIOLLO 0,5064 |0,5064 | 0,5090 (0,5073(0,0012
3E 4 0,4220(0,4194(0,4220|0,4211|0,0012 3L 4 0,462910,4629 (0,4604 | 0,4621(0,0012
0,419410,41940,422010,4203]0,0012 0,4655|0,4604 | 0,4655 | 0,4638|0,0024
5 0,4066 | 0,4066 | 0,4041|0,4058|0,0012 5 0,442510,4450 (0,4450(0,4442(0,0012
0,404110,4015|0,404110,4032]0,0012 0,445010,447610,4476|0,4467(0,0012
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0 0,3734(0,3708(0,3734|0,3725|0,0012 0 0,565210,5627 (0,5652 [ 0,5644 | 0,0012

1 0,3453(0,3453(0,3427|0,3444|0,0012 1 0,54990,5473(0,5499( 0,549(0,0012

5 0,3274(0,3274(0,3248|0,3265|0,0012 5 0,53200,5345(0,5345(0,5337(0,0012

CRIOLLO 0,3299(0,3274(0,3274(0,3282|0,0012 | CRIOLLO 0,53200,5320(0,5371(0,5337|0,0024
4E 4 0,3018(0,3018(0,3043|0,3026 |0,0012 4L B 0,5013|0,5013(0,5013(0,5013|0,0000
0,3018(0,3043(0,3018|0,3026 |0,0012 0,50130,4987(0,5013(0,5004 | 0,0012

5 0,2762(0,2788(0,2762|0,2771|0,0012 5 0,48080,4834 (0,4808(0,4817(0,0012
0,2788(0,2762(0,2762|0,2771|0,0012 0,4783|0,4834(0,4834(0,4817|0,0024

0 0,4629(0,4604 | 0,4604 |0,4612|0,0012 0 0,63680,6368(0,6394(0,6377(0,0012

1 0,4399(0,4425(0,4425|0,4416|0,0012 1 0,6138|0,6164(0,6138(0,6147(0,0012

5 0,4092(0,4118(0,4092|0,4101|0,0012 5 0,598510,5985 (0,5959 (0,5976 | 0,0012

CRIOLLO 0,4066(0,4118|0,4118|0,4101|0,0025| CRIOLLO 0,595910,5985(0,5985|0,5976 10,0012
SE 4 0,3913(0,3887(0,3913|0,3904 | 0,0012 oL B 0,57540,5754(0,5780(0,5763(0,0012
0,3913(0,3887(0,3887|0,3896 | 0,0012 0,57540,5780(0,5754(0,5763(0,0012

5 0,3606 | 0,3657(0,3632|0,3632|0,0021 5 0,5575|0,5575(0,5575(0,5575|0,0000
0,3657(0,3632(0,3657|0,3649|0,0012 0,5550(0,5575 (0,5550 | 0,5558 | 0,0012

0 0,4399(0,4373(0,4373|0,4382|0,0012 0 0,57290,5729(0,5754(0,5737(0,0012

1 0,4194(0,4220(0,4220|0,4211|0,0012 1 0,54480,5422(0,5422(0,5431(0,0012

5 0,4041(0,4015(0,4041|0,4032|0,0012 5 0,524310,5217(0,5217(0,5226 (0,0012

CRIOLLO 0,4015(0,4015|0,4041|0,4024 10,0012 | CRIOLLO 0,5243(0,519210,5243(0,5226 | 0,0024
6E 4 0,3785(0,3785( 0,376|0,3777|0,0012 6L 4 0,4910/0,4910(0,4936(0,4919(0,0012
0,3760(0,3760(0,3785|0,3768|0,0012 0,49360,4936 (0,4910(0,4927(0,0012

5 0,3555(0,3581(0,3581|0,3572|0,0012 5 0,46800,4680 | 0,4680 | 0,4680 | 0,0000
0,3555(0,3504 | 0,3555 | 0,3538 | 0,0024 0,4655|0,4655 | 0,4680 | 0,4663 | 0,0012

Tabla 3.4 Cuantificacion de flavonoides.
(Ver Anexo H)
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Como se observa en la tabla 3.4 las muestras que fueron secadas en la estufa
muestran una menor concentracion de flavonoides con respecto a las muestras
secadas por liofilizacion, y en ambos casos obtuvimos una disminucién en la
concentracion con respecto al tiempo. Dado que la desviacién estandar, en

todos los casos, es menor al 5%, los resultados son aceptables

3.4.3 Evaluacioén de la actividad antioxidante

3.4.3.1 Evaluacion de la actividad antioxidante segun la técnica de DPPH

(2, 2 = diphenyl — 1 — picrylhydrazyl)

La actividad antioxidante se evalu6 mediante el método descrito en el punto
2.3.9.2.3, que se basa en la captacion del radical libre estable DPPH. Se utilizé
como parametro de medicion el AAEAC que indica los mg de acido ascorbico
equivalentes a 100g de droga seca. Los resultados obtenidos se detallan en la
tabla 3.5

Codigo | 1emPO L——AE2e—— codigo | MemPO L PAAS
0 63,008 63,199 (63,008 0 64,157 | 63,774 63,966
1 62,625|62,43362,433 1 63,199 63,008 (63,199
5 61,667 61,858 61,858 5 62,625|62,625|62,625
CRIOLLO 61,858(61,475161,667 | CRIOLLO 62,625(62,625]62,433
1E A 60,517 [ 60,517 60,709 1L A 61,667 [61,858 (61,858
60,709 60,709 60,517 61,667 |61,475(61,667
5 60,134 59,943 59,943 5 61,09261,092|61,284
60,134 59,943 59,559 61,284161,284|61,284
0 54,195|54,387 | 54,770 0 63,582 63,391 (63,199
1 52,663 | 52,28 52,471 1 62,816 62,625|62,625
) 51,705|51,897 | 52,088 ) 61,858|62,050 (62,050
CRIOLLO 51,705|51,705(51,897 | CRIOLLO 62,241 62,050 (62,241
2E A 49,215 (49,215 | 49,023 2L . 61,092 60,900 | 61,092
49,598 [ 49,406 [ 49,406 60,709 60,709 60,900
5 46,916 (46,916 (46,533 5 59,751 (59,751 (59,751
46,724 (46,916 (47,107 59,943 (59,943 (59,751
CRIOLLO 0 63,19963,199 (63,391 | CRIOLLO 0 63,391 63,582 63,199
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3E 1 62,241(62,241 (62,433 3L 1 62,625 63,008 | 62,625
) 61,475(61,284 (61,092 5 61,858 (61,858 (61,475

61,092 (61,284 61,092 61,667 (61,667 [61,667

60,517 [ 60,134 | 60,326 60,9 [60,709 (60,709

4 60,134 (60,326 | 60,326 4 60,709 [ 60,709 [ 60,709

5 59,559 [ 59,559 | 59,559 6 60,134 (59,751 (59,751

59,559 [ 59,368 | 59,368 59,751 (59,751 (60,134
61,475(61,475|61,284 0 63,391 (63,199 | 63,582

1 59,751 59,943 59,943 1 62,241 (62,433 (62,433

. 58,410 58,218 | 58,218 5 61,092 61,284 60,900

CRIOLLO 58,218 (58,218 158,602 CRIOLLO 61,284 (61,092 161,092
4E A 57,261 (57,261 | 57,069 4L A 60,709 (60,517 [ 60,517
57,644 (57,069 | 56,877 60,326 (60,517 [ 60,517

5 55,728 55,92 |56,111 6 59,368 [ 59,368 [ 59,559

56,111 (56,111 (56,111 59,559 [ 59,751 [ 59,559

62,816 (62,816 63,199 0 64,540 | 64,349 64,157

1 61,858 (61,667 | 62,05 1 63,774 (63,774 (63,582

) 60,709 [ 60,709 | 60,709 5 63,008 | 62,625 | 62,625

CRIOLLO 60,709 61,092 60,709 | CRIOLLO 63,008 | 63,008 | 62,816
SE A 59,559 [ 59,751 | 59,559 SL A 62,05 |61,858|61,858
59,368 [ 59,751 | 59,751 62,05 |62,241|61,858

5 58,218 | 58,218 | 58,410 6 61,092 (60,900 61,092

58,218 | 58,218 | 58,027 60,709 [ 60,900 | 60,709

62,050 [ 62,050 | 62,050 0 63,966 | 64,349 | 64,349

1 61,092 (61,475 (61,092 1 63,774 63,774 63,582

) 60,134 (60,517 [ 60,134 5 63,199 [ 63,008 | 63,199

CRIOLLO 60,134 (60,326 (60,134 | CRIOLLO 63,008 63,199 [ 63,008
6E A 58,602 [ 58,793 | 58,602 6L A 62,433 (62,433 (62,241
58,602 [ 58,793 | 58,793 62,433 (62,433 (62,241

58,027 | 57,644 | 58,027 61,475(61,475|61,475

© 57,835 (57,835 | 58,027 ° 61,284 (61,284 (61,475

Tabla 3.5 Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH.
(Ver anexo 1)
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3.4.3.2 Evaluacién de la actividad antioxidante mediante la técnica del

poder reductor

La actividad antioxidante se evalud segun la técnica del poder reductor férrico,

descrita anteriormente en el apartado 2.3.9.2.4. Las muestras se trabajaron a

una concentracion de 100 pug/ml y los valores de las absorbancias y el AAEAC

de las distintas muestras se detallan en el Anexo J.

El pardmetro de medicion utilizado para identificar la actividad antioxidante de

los distintos individuos de Jungia rugosa fue el AAEAC, el cual indica los

miligramos de acido ascorbico equivalentes a 100 gramos de droga seca, tal

como se observa en la tabla 3.6.

Codigo Tiempo AAEAC (mg/g) Codigo Tiempo AAEAC (mg/g)
(meses) 1 2 3 (meses) 1 2 3
0 109,653 | 108,264 | 108,264 0 168,681 (169,375 | 168,681
1 96,458 | 97,153 97,153 1 165,903 | 165,903 | 165,208
5 90,903 | 91,597 91,597 5 161,042 (161,042 (161,736
CRIOLLO 90,208 90,903| 90,903| CRIOLLO 161,736]161,042 161,736
1E A 85,347 | 85,347 | 84,653 1L A 155,486 | 155,486 | 155,486
84,653 | 84,653| 84,653 155,486 156,181 | 156,181
79,097 | 79,792 79,097 144,375 (144,375 | 144,375
6 79,792 | 79,097 79,792 6 145,069 | 145,069 | 144,375
87,431| 89,514 87,431 0 167,986 (171,458 [ 166,597
77,014| 78,403| 78,403 160,347 (161,736 (161,736
5 72,153 | 71,458 71,458 5 156,181 | 156,875 | 156,875
CRIOLLO 71,458 70,069( 70,764 CRIOLLO 156,181 | 155,486 | 156,181
2E A 65,208 | 64,514| 64,514 2L A 149,931 [ 149,931 | 149,236
64,514 | 63,819( 64,514 149,236 | 148,542 | 149,236
59,653 | 58,958 58,264 141,597 (142,292 | 142,292
® 58,958 | 58,264 | 58,958 6 141,597 | 140,208 | 141,597
101,319(103,403 101,319 153,403 | 158,958 | 157,569
92,292 91,597 92,292 148,542 ( 149,236 | 149,236
CRISELLO ) 86,736 | 87,431 87,431 CRI:(;LLLO ) 144,375 | 145,069 | 145,069
86,042 | 86,736| 86,736 143,681 | 144,375 | 144,375
4 81,875| 80,486| 80,486 4 138,819(138,819( 139,514
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80,486 | 79,792 80,486 138,819 | 138,125 138,819

74,236 | 74,236| 74,931 133,264 | 133,958 | 133,958

® 74,236 | 73,542| 74,236 ° 133,958 | 133,264 | 133,958

65,903 | 66,597 | 65,903 0 99,931 99,931| 99,236

61,042 | 60,347 | 60,347 95,764 | 95,069 | 95,764

) 56,181 | 55,486 | 55,486 ) 90,208 | 90,208 90,208

CRIOLLO 55,486 54,792 55,486 CRIOLLO 89,514 | 89,514 90,208
4E A 50,625 | 49,236 50,625 4L A 84,653 | 85,347 85,347
49,931 | 48,542 49,931 83,958 | 84,653 | 84,653

41,597 | 41,597 40,208 78,403 | 79,097 | 79,097

® 40,208 | 40,208 40,903 ® 77,708 | 78,403 78,403

74,931| 74,236| 74,236 0 115,903 | 115,903 | 115,208

68,681 | 68,681| 67,986 110,347 | 111,042 | 110,347

X 64,514 | 64,514 63,819 X 106,181 | 106,875 | 106,181

CRIOLLO 63,819 64,514 63,819 cCRIOLLO 105,486 | 105,486 | 106,181
SE A 59,653 | 60,347 | 59,653 SL . 101,319 102,014 | 102,014
59,653 | 59,653 | 59,653 100,625 | 101,319 {101,319

52,708 | 52,014| 52,708 93,681 | 93,681| 94,375

° 52,708 | 52,708 52,014 ° 93,681 | 92,986 93,681

61,042 | 61,736 61,736 0 87,431 88,125 88,125

55,486 | 56,181 | 56,181 81,875| 83,264| 81,875

) 50,625| 50,625| 51,319 X 76,319 | 77,014 77,014

CRIOLLO 49,931 50,625| 49,931| CRIOLLO 75,625 74,931 75,625
6E A 45,069 | 45,764 | 45,069 6L A 69,375| 69,375| 68,681
44,375| 45,069 | 45,069 69,375| 68,681 69,375

6 39,514| 38,819 38,819 6 64,514 | 64,514| 65,208

38,819 38,125| 38,125 64,514 | 63,819| 63,819

Tabla 3.6 Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la técnica del poder

reductor.

Como se puede observar en las tablas 3.5 y 3.6

los valores de AAEAC

encontrados fueron mayores en las muestras sometidas al proceso de secado

por liofilizacion, indicando por lo tanto una mayor actividad antioxidante lo que

guarda estrecha relacion con los resultados de fenoles totales y flavonoides, en

los cuales también se evidencié una mayor concentracion de estos metabolitos

en las muestras liofilizadas.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1 Anadlisis de varianza

Para la realizacion de este estudio, se realizaron 144 observaciones por cada
parametro analizado, tanto para el método de secado en estufa como para el

método de secado por liofilizacion.

En la tabla 3.7 se presenta un resumen general y por meses de cada método
de secado. En donde observamos claramente que los valores de las medias
son superiores en el método de secado por liofilizacion, justificandose esto
porque en éste método se utiliza una baja temperatura de trabajo lo que impide
la alteracidén de productos termolabiles (Bermejo, 1999), no asi en el método de
secado por estufa en el cual se utilizan temperaturas entre 30 y 40 °C por
largos periodos de tiempo (Mufioz & Sarmiento, 2010). Ademas se evidenci6
gue en ambos casos (Estufa y liofilizacion) hay una disminucion en las medias
de los parametros analizados con el paso del tiempo, lo cual se corrobora con
los resultados que expone Bravo, M. & Jiménez, G. en su tesis titulada
“Estimacion del periodo de conservacion de plantas medicinales en fundas de
papel a través de la cuantificacion de compuestos fendlicos”, en la cual
concluyen que existe una disminucion en la concentracion de los metabolitos

conforme pasa el tiempo.

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
Nelly Johanna Molina Fernandez Pagina 92



rows YU RERITE jreseesny

E

=
UNVERSIDAD OE CUEN

Secado por Estufa

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Variable General t0 t4

Xto (Min - Max.) Xto (Min. - Méx.) Xto (Min - Méx) Xto (Min - Max) Xto (Min - Max) Xto (Min - Max)
Fenoles totales | 0,45+0,12 0,23-0,80 | 0,65+ 0,06 0,59-0,80 0,56 +0,03 0,51-061 | 0,50+0,03 0,42-055 | 0,40+0,03 0,34-0,44 | 0,30+0,04 0,23-0,38
Flavonoides 0,41 +0,058 0,28-0,56 0,46 = 0,06 0,37 - 0,56 0,44+0,05 034-052 | 041+005 032-049 | 0,39+0,05 0,30-0,47 | 0,37+0,05 0,28-0,45
DPPH 58,4 +4,2 46,5-63,4 | 61,20+3,18 54,20-63,40 | 63,0+3,60 52,3-62,6 59,0+3,4 51,7-61,9 57,6 4,0 48,0 - 60,7 56,5+4,6 46,5 - 60,7
Poder reductor | 67,7+17,6 38,1-109,7|83,50+18,17 61,04-109,70 | 75,3%15,70 555-97,1 | 69,9+152 499-916 | 64,1+149 44,4-853 | 574156 38,1-79,8
Secado por Liofilizacion
Fenoles totales | 0,55+0,14 0,32-0,95 0,77 £ 0,08 0,68 - 0,95 0,68+0,07 061-0,78 | 0,60+0,05 055-0,72 | 0,49+0,06 0,40-0,61 | 0,39+0,07 0,32-0,53
Flavonoides 0,56 £0,07 0,44-0,75 0,63 0,07 0,56 - 0,75 0,60+0,06 053-0,70 | 0,58+0,06 051-0,67 | 0,54+0,06 0,46-0,65 | 0,52+0,06 0,44-0,62
DPPH 619+13 59,4 - 64,6 63,8 + 0,45 63,2 - 64,5 63,1+054 62,2-638 | 622+0,71 609-63,2 | 615+0,81 60,3-62,9 | 60,5+0,76 59,4-61,5
Poder reductor | 119,6 +33,8 63,8-171,5| 132,9+34,1 87,4-1715 |1274+336 819-1659|1224+33,7 749-161,7|116,5+33,6 68,7-156,2|109,4+323 63,8-1451

3.5.2 Graficas de cajas y bigotes

Tabla 3.7 Resumen general y por meses, por tipo de secado.

En todos los graficos observamos que existe una disminucion de las medias en funcién del tiempo, corroborando lo detallado

en la tabla 3.7.
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Figura 3.5 Disminucién de la concentracion de fenoles totales en funcién del Figura 3.6 Disminucion de la concentracion de flavonoides en funcién del
tiempo. tiempo.
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Figura 3.7 Disminucién del valor del AAEAC para DPPH en funcién del Figura 3.8 Disminucion del valor del AAEAC para poder reductor en funcién
tiempo. del tiempo.
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Método de secado por liofilizacion

o o |

TP ITT

N < 4
0 1 2 4 6 0 1 2 4 6
Figura 3.9 Disminucion de la concentracion de fenoles totales en funcion del Figura 3.10 Disminucion de la concentracion de flavonoides en funcién del
tiempo. tiempo.
o 0 1 2 4 6 0 1 2 4 6
Figura 3.11 Disminucién del valor del AAEAC para DPPH en funcién del Figura 3.12 Disminucion del valor del AAEAC para poder reductor en funcién
tiempo. del tiempo.

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
Nelly Johanna Molina Fernandez Pagina 95



UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.5.3 Regresion lineal

Con la regresion lineal realizada entre meses vs parametro analizado, se
determindé mediante el coeficiente, que todas presentan una relacion negativa
en funcion de los meses, es decir que, a medida que aumenta el tiempo los

valores disminuyen y todos son estadisticamente significativos ( p < 0,05)

Secado por estufa

Parametro Coeficiente 95% IC 0
Fenoles totales -0,05 (-0,058; -0,052) < 0,001
Flavonoides -0,01 (-0,017; -0,009) < 0,001
DPPH -0,74 (-1,046; -0,436) < 0,001
Poder reductor -3,9 (-5,128; -2,663) < 0,001
Secado por liofilizacién
Fenoles totales -0,06 (-0,066: -0,056) < 0,001
Flavonoides -0,02 (-0,022; -0,012) < 0,001
DPPH -0,52 (-0,578; -0,465) < 0,001
Poder reductor -3,7 (-6,286; -1,074) 0,006

Tabla 3.8 Regresion lineal para secado por estufa y liofilizacion.

3.5.4 Prueba de Scheffe (post-hoc ANOVA)

Con el fin de determinar que meses diferian de otros, se aplicé la prueba de
Scheffe.

En el caso del método de secado por estufa, todos los parametros mostraron
diferencias estadisticamente significativas: fenoles totales (p < 0,001),
flavonoides (p < 0,001), DPPH (p < 0,002) y poder reductor (p < 0,001). En el
método de secado por liofilizacion, fenoles totales, flavonoides y DPPH
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001), sin
embargo en el caso de poder reductor no existié diferencias estadisticamente

significativas (p >0,05) por lo cual no se realizd la prueba de Scheffe.
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Secado por estufa

Fenoles totales
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Secado por liofilizacion

Fenoles totales

0 1 2 4 0 1 2 4
1mes | 2904 1mes | 2094
0,001 0,001
2 meses -0,156 -0,066 2 meses -0,172 -0,0784
<0,001 0,001 < 0,001 0,001
4 meses -0,256 -0,166 -0,1 4 meses -0,283  -0,189 -0,111
< 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
6 meses -0,349 -0,259 -0,193 -0,093 6 meses -0,389  -0,295 -0,216  -0,106
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Flavonoides Flavonoides
1mes | 0024 1mes | 0032
0,733 0,684
2 meses -0,046 -0,021 2 meses -0,056 -0,024
0,054 0,716 0,057 0,782
4 meses -0,066 -0,042 -0,021 4 meses -0,087 -0,055 -0,031
0,001 0,09 0,56 < 0,001 0,067 0,379
6 meses -0,088 -0,063 -0,042 -0,021 6 meses -0,111 -0,079 -0,055 -0,024
<0,001 0,002 0,019 0,544 < 0,001 0,001 0,012 0,632
DPPH DPPH
1 mes 1,16 1mes | 07?4
0,938 0,056
> meses -2,182 -1,022 2 meses -1,543 -0,819
0,443 0,935 < 0,001 0,004
4 meses -3,604 -2,444 -1,422 4 meses -2,333 -1,609 -0,79
0,041 0,323 0,664 <0,001 <0,001 <0,001
6 meses -4683 -3,523 -2,501 -1,079 6 meses -3,326 -2,602 -1,783 -0,993
0,002 0,049 0,122 0,847 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Poder reductor
1mes | 3179
0,655
2 meses -13,619 -5,44
0,066 0,836
4 meses -19,387 -11,208 -5,768
0,002 0,196 0,657
6 meses -26,08 -17,901 -12,461 -6,694
<0,001 0,005 0,027 0,515

Tabla 3.9 Prueba de Scheffe.

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba

Nelly Johanna Molina Fernandez

Pagina 97



rovs A RIS e
é\)ﬁ
UNVERSIDAD DE CUENI

3.5.5 Pruebat de Student de dos muestras pareadas de dos colas

La prueba t de student se realizé entre las dos poblaciones (secado por estufa y

secado por liofilizacion) en los tiempos 0, 1, 2, 4 y 6 meses para los distintos

UNIVERSIDAD DE CUENCA

parametros analizados.

Para la realizacion de la prueba se planteé las siguientes hipotesis:

e Hipdtesis nula: No existe diferencia estadisticamente significativa entre los
dos meétodos de secado

e Hipodtesis alternativa: Existe diferencias estadisticamente significativas

entre los dos métodos de secado.

Fenoles totales
Tiempo |  Grupo Xt0 95% IC P
0 Estufa 0,65 + 0,06 (0,624; 0,682) <0001
Liofilizado 0,77 + 0,08 (0,735; 0,813)
1 Estufa 0,56 £ 0,03 (0,547; 0,578) <0001
Liofilizado 0,68 + 0,07 (0,648; 0,713)
5 Estufa 0,50 £ 0,03 (0,486; 0,507) <0001
Liofilizado 0,60 + 0,05 (0,584; 0,619)
4 Estufa 0,40 £ 0,03 (0,386; 0,408) <0001
Liofilizado 0,49 + 0,06 (0,471; 0,511)
6 Estufa 0,30+ 0,04 (0,291; 0,316) <0001
Liofilizado 0,39 + 0,07 (0,363; 0,408)
Flavonoides
0 Estufa 0,46 £ 0,06 (0,431; 0,487) <0,001
Liofilizado 0,63 + 0,07 (0,595; 0,667)
1 Estufa 0,44 £ 0,05 (0,409; 0,461) <0,001
Liofilizado 0,60 + 0,06 (0,568; 0,631)
5 Estufa 0,41 £ 0,05 (0,398; 0,430) < 0,001
Liofilizado 0,58 + 0,06 (0,555; 0,595)
4 Estufa 0,39 £ 0,05 (0,376; 0,410) <0,001
Liofilizado 0,54 + 0,06 (0,523; 0,566)
6 Estufa 0,37 £ 0,05 (0,354; 0,390) < 0,001
Liofilizado 0,52 + 0,06 (0,450; 0,541)
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DPPH

0 E.stl.nfa 61,2+ 3,2 (59,618; 62,779) 0,0017
Liofilizado 63,8 +0,45 (63,559; 64,010)

1 E.stl.nfa 60,0 + 3,6 (58,250; 61,827) 0,0012
Liofilizado 63,1 + 0,54 (62,794; 63,328)

5 Estufa 59,0+ 3,4 (57,853; 60,180) < 0,001
Liofilizado 62,2+0,71 (62,003; 62,480)

4 Estufa 57,6 £4,0 (56,239; 59,951) < 0,001
Liofilizado 61,5+0,81 (61,177; 61,727)

6 E.stl.nfa 56,5+ 4,6 (54,954; 58,077) <0,001
Liofilizado 60,5+ 0,76 (60,200; 60,717)

Poder reductor

0 Estufa 83,5+18,2 (74,461; 92,530) <0001
Liofilizado 132,9+34,1 (115,977; 149,857)

1 Estufa 75,3+ 15,7 (67,516; 83,117) <0001
Liofilizado 127,4+33,6 (110,675; 144,124)

5 Estufa 69,9 £ 15,2 (64,723; 75,030) < 0,001
Liofilizado 122,4 +33,7 (110,985; 133,784)

4 Estufa 64,1+ 14,9 (59,075; 69,142) <0001
Liofiizado 116,5+33,6 (105,164; 127,914)

6 Estufa 57,4 £15,6 (52,131; 62,699) <0001
Liofilizado 109,4 + 32,3 (98,484, 120, 358)

Tabla 3.10 Resultados de la prueba t de Student de dos muestras pareadas de
dos colas.

Dado que el valor de p es menor al nivel de significancia (<0,05), se rechaza la
hipotesis nula, es decir que si existen diferencias entre los dos métodos de
secado, ya que en el método de secado por liofilizacion se obtuvo mayores valores

gue por el método de secado por estufa.

La disminucion de los valores en el método de secado por estufa pudiera estar
dado porque este método utiliza temperaturas moderadamente altas y tiempos
prolongados de contacto por lo que deberian tenerse en cuenta la sensibilidad de
los componentes de la planta que va a ser sometida al secado (Otazu Larrasoafia,
I. 2010), mientras que la liofilizacion presenta la ventaja de que no se utiliza altas
temperaturas y es el método idéneo para secar compuestos termosensibles como

es el caso de los polifenoles (Bermejo, 1999)
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Ademas se comprobd que la concentracion de polifenoles estd estrechamente
relacionado con la capacidad antioxidante, ya que al evaluar la actividad
antioxidante mediante las técnicas de DPPH y poder reductor se pudo observar
una relacién directa, es decir que cuando obteniamos mayores valores de
polifenoles se obtenian también valores elevados de AAEAC, parametro utilizado
como indicador de la capacidad antioxidante de los extractos evaluados. Estos
resultados se relacionan con numerosos estudios en los cuales sus autores
relacionan el contenido de polifenoles en diferentes plantas, con la actividad
antioxidante que éstas llevan a cabo, es asi que podemos destacar hallazgos

importantes en estos estudios entre los que se encuentran:

Fuhrman et al (2001) sostienen que la capacidad antioxidante de los vinos blancos
fue directamente proporcional a su contenido en polifenoles. Yen et al (2000)
comprobaron que el poder reductor del anthrone y la alizarina (son polifenoles del
tipo de las antraquinonas) aumentd con un aumento en la concentracion de estos
productos. Zheng y Wang (2001) comprobaron que los flavonoides, que contienen
multiples grupos hidroxilo, tienen mayor actividad antioxidante contra los grupos
peroxilo, que los acidos fendlicos. También establecieron una correlaciéon lineal
positiva entre el contenido fendlico y la capacidad antioxidante de distintas hierbas
culinarias y medicinales. Kahkénen et al (2001) determinaron la existencia de
correlacion estadisticamente significativa entre el contenido de flavonoles y la
actividad antioxidante, asi como entre el contenido de acidos hidroxicinamicos y la

actividad antioxidante.

Alma et al, 2003, trabajando sobre aceites esenciales de Origanum syriacum,
determinaron que el poder reductor del aceite esencial de hojas de orégano
aumenté a medida que la concentracion de aceite empleada fue mayor. La
actividad antioxidante, el poder reductor y la capacidad de capturar radicales
dependieron de la concentracién del aceite esencial, o sea del contenido de

compuestos fendlicos presentes en el aceite esencial. Estos autores concluyeron
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que el poder reductor y la capacidad de capturar radicales de una sustancia
pueden ser indicadores de su actividad antioxidante.

Por ende podemos decir que el poder reductor de un compuesto puede servir
como un indicador importante de su potencial actividad antioxidante, aunque otros
autores sostienen que no siempre existe una correlacién lineal entre la actividad
antioxidante total y el poder reductor (Paladino, 2008) (Zavaleta , Mufioz, Blanco ,
Alvarado Ortiz, & Loja, 2005)

Las propiedades antiinflamatorias de la carne humana, planta que crece en la
zona de los andes, fueron comprobadas cientificamente por Edwin Enciso Roca,
en su tesis "Actividad antiinflamatoria y antioxidante de los flavonoides extraidos
de las hojas de Jungia rugosa, "matico de puna". En mencionada investigacion de
aproximadamente dos afios, su autor detectd la presencia de flavonoides en el
extracto obtenido de las hojas de esta planta. EI Dr. Edwin Enciso dijo: "Los
flavonoides tienen por caracteristica ser antimicrobianos, antivirales, anti
ulcerosos, antioxidantes, anti hepatotoxicos y antihipertensivos”. En su
investigacion se realizo un estudié en ratas a las que se les indujo una inflamacion
segun los métodos de “Edema subplantar inducida por carragenina”, el método
de la "Bolsa de aire en ratas” y la determinacién de interleucina 1, interleucina 6 y
proteina C reactiva, pudo comprobar las propiedades antiinflamatorias de la

planta.

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de
una combinacién de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de

radicales libres (Enciso & Arroyo, 2011).
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

Nuestro estudio se baso en la valoracién comparativa de dos métodos de secado
de Jungia rugosa, en la cual se conservo las mismas condiciones de tratamiento
post cosecha para la posterior cuantificacion de fenoles totales y flavonoides y de
la evaluaciéon de su actividad antioxidante mediante las técnicas de DPPH y poder
reductor. Los resultados encontrados en ambos métodos de secado fueron
analizados y se concluyo que:

e El analisis estadistico confirma que los dos métodos de secado son
diferentes y que el método de secado por liofilizacion ofrece mayores
ventajas, debido a que la concentracién de los metabolitos (fenoles totales y
flavonoides) y la evaluacion de la actividad antioxidante mediante el
AAEAC, resultdé ser mayor en las plantas secadas por liofilizacion, debido a
que conserva mejor los compuestos termolabiles, lo cual no es posible en el
secado por estufa.

e La diferencia de los valores en los extractos sometidos a estufa se debe a
que los compuestos termolabiles como los flavonoides se vieron alterados
debido al uso de altas temperaturas.

e El inconveniente del secado por liofilizacion es el alto costo de sus equipos
e instalaciones, ademas de un elevado gasto energético, sin embargo
resulta util cuando se pretende secar drogas vegetales que contengan
compuestos termolabiles de alto interés farmacologico.

e Ademas de los resultados obtenidos se concluye que a mayor tiempo de
almacenamiento de los extractos, las concentraciones de los metabolitos
disminuyen al igual que su capacidad antioxidante, por lo tanto la variacién
en la concentracidbn de estos compuestos puede ser utilizada como

indicador de la estabilidad de estos extractos.
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CAPITULO V

RECOMENDACIONES

e Evaluar parametros que influyan en el método de secado por liofilizacion,
como por ejemplo, tamafo de las partes de la droga vegetal a desecar,

tiempo exacto para obtener una droga vegetal completamente seca.

e Evaluar como influye el tamafio de la droga vegetal a desecar en el

rendimiento de extractos.
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ANEXOS

Anexo A: Marcha Fitoquimica para Cromatografia de Capa Fina.

Marcha fitoquimica por TLC

Fase movil

Metabolito a

investigar

Patrones

Cdédigo del extracto

(5mg/ml)

Revelador

Placas

Dimensiones de las

placas (cm)

AE-MetOH-Agua
(100:13,5:10)

Compuestos

fendlicos

Quercetina 1mg/ml

Quercetin-3 glucorénido 1mg/ml

Umbeliferona 0,25mg/ml

Acido cafeico 0,5mg/ml

Criollo 1E MetOH
Criollo 2E MetOH
Criollo 3E MetOH
Criollo 4E MetOH
Criollo 5E MetOH
Criollo 6E MetOH
Criollo 1L MetOH
Criollo 2L MetOH
Criollo 3L MetOH
Criollo 4L MetOH
Criollo 5L MetOH
Criollo 6L MetOH

DPPH

1 placa
soporte

vidrio

12x10

AE-Ac.formico-
Ac.acético-Agua
(100:11:11:26)

Flavonoides

Quercetina Img/ml

Quercetin-3 glucorénido 1mg/ml

Umbeliferona 0,25mg/ml

Acido cafeico 0,5mg/ml

Criollo 1E MetOH
Criollo 2E MetOH
Criollo 3E MetOH
Criollo 4E MetOH
Criollo 5E MetOH
Criollo 6E MetOH
Criollo 1L MetOH
Criollo 2L MetOH
Criollo 3L MetOH
Criollo 4L MetOH
Criollo 5L MetOH
Criollo 6L MetOH

Productos Naturales:

PN1 (difenilboryl
oxietilamina) y PN2

(polietilenglicol)

1 placa
soporte
vidrio

12x10
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Anexo B: Preparacion de reveladores para TLC
1. Preparacién de la solucion reveladora productos naturales.

Este revelador esté constituido por dos soluciones: Ay B.

A. Solucién metandlica al 1% de difenilboriloxietilamina.
Para preparar esta solucibn se procede a pesar 1g de
difenilboriloxietilamina y se afora con metanol analitico en un balén de
100ml. Se homogeniza completamente y se transfiere a un frasco ambar

debidamente etiquetado.

B. Solucién etandlica al 5% de polietilenglicol — 400 (PEG).
Esta solucion se prepara pesando 5g de PEG vy llevando a un volumen de
100ml con etanol absoluto en un balon de aforo, se homogeniza
adecuadamente y para su almacenamiento se coloca en un frasco ambar

correctamente etiquetado.

Para el revelado se rocia primero la solucion A y luego la B (Wagner & Bladt,
1996).

2. Preparacion de la solucién reveladora DPPH 2,5 milimolar (mM)

En este caso se realiza los calculos para conocer la cantidad exacta a pesar para

obtener 50ml de una solucién 2,5 mM, entonces tenemos:

Peso molecular DPPH: 394.32g/mol 1M =
1000mM
394.32¢g 1M 1000ml
394.32¢g 1000mM 1000ml
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X=¢7? 2.5mM 1000ml
X =0.9858¢g
0.9858g 2.5mM 1000ml
X=¢7? 2.5mM 50ml

X =0.049299g = 49.29mg

Pesar 49.29mg y aforar a 50 ml con metanol analitico, homogenizar y utilizar para

el revelado (Gu, Wu, & Wang, 2009).

* Este revelador debe ser preparado en el mismo momento en el que se va a

utilizar, no se puede guardar.
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Anexo C: Preparacion del reactivo de Folin Ciocalteau

Disolver 10g de tungstato de sodio y 2,5g de molibdato de sodio en 70 ml de agua.
Afadir 5 ml de acido fosférico al 85% y 10 ml de HCI concentrado. Dejar en reflujo
durante 10 horas. Transcurrido este tiempo, retirar, esperar que se enfrie y
agregar 15g de sulfato de litio, 5 ml de agua y una gota de bromo. Colocar
nuevamente en reflujo durante 15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente y llevar

a 100mL con agua destilada. (Bravo & Jiménez, 2011)

Figura 3.13 Reactivo de Folin Ciocalteau en reflujo.

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
Nelly Johanna Molina Fernandez Péagina 113



o e l"n‘wl o
AE,J
UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo D: Preparacion de buffer de fosfatos 0.2 M pH 6.6
El buffer de fosfatos consta de dos soluciones.

Preparacion de la solucién A: solucién de fosfato de sodio monobasico dihidratado
0.2M

e Enun vaso de precipitacion se peso6 15.6 g del reactivo.

e Se disolvié con la ayuda de una varilla y la adicién de pequefias alicuotas
de agua destilada.

e Se afor6 en un balén de 500 ml homogenizando la solucién con 20 — 30
movimientos de inversion.

e Se etiquetd correctamente y se cubrié con papel aluminio para protegerlo

de la luz.

Preparacion de la solucién B: solucién de fosfato de sodio dibasico heptahidratado
0.2M

e Se pesd 26.8 g del reactivo y se disolvio con agua destilada hasta
disoluciéon completa.

e Se aforé en un balén de 500 ml homogenizando la solucion con 20 — 30
movimientos de inversion.

e Se etiquetd correctamente y se cubrié con papel aluminio para protegerlo
de la luz.

Con la ayuda de una probeta se tom6 62.5 ml de la solucion A y se mezclé con
37.5 ml de la solucion B para obtener un pH de 6.6. Posteriormente se transfirio la

solucion final a un frasco ambar correctamente etiquetado y protegido de la luz.
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Anexo E: Curvas de calibracion para fenoles totales

1. Determinacion en el t=0

Curva A
Patrones P1 P2 P3 P4
Concentracion 5 10 o5 50
(ppm)
Abs 1 0,186| 0,402| 1,180| 2,647
Abs 2 0,182| 0,394| 1,168| 2,667
Abs 3 0,179| 0,385| 1,158| 2,585
Promedio 0,182| 0,394| 1,169| 2,633
Desviacion estandar |0,0029 |0,0069 |0,00900,0349
%CV 1,5726(1,7640|0,7696|1,3258
Curva de calibracién y = 0,0549x - 0,1402
R2 =0,998
3
.-.
gZ,5 .............
E 2 .............
§ 15 e
g P S S g o
s T
< 0,5 o
e
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentracién (ppm)
Curva B
Patrones P1 P2 P3 P4
Concentraciéon 5 10 o5 50
(ppm)
Abs 1 0,182| 0,382| 1,121| 2,528
Abs 2 0,180| 0,381| 1,120| 2,526
Abs 3 0,180| 0,380| 1,120| 2,526
Promedio 0,181| 0,381| 1,120| 2,527
AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
Nelly Johanna Molina Fernandez Pagina 115



rous 'J—C—“ 8

LE)%
UNVERSIDAD OE CUEN UNIVERS'DAD DE CUENCA

Desviacién estandar | 0,0009 | 0,0008 | 0,0005 | 0,0009
%CV 0,5219|0,2143(0,0421|0,0373

Curva de calibracién Y =0,0525x-0,1299

Rz =0,9978
3,000

E2s00 .

©2000 e

% 1500 e

g 1000 e o

20500 gt

< Y e [ ]

0,000 e
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (ppm)
2. Determinacion en el t=1
Curva A
Patrones P1 P2 P3 P4

Concentraciéon 5 10 o5 50
(ppm)
Abs 1 0,156| 0,330| 0,990| 2,446
Abs 2 0,156| 0,329| 0,990 2,443
Abs 3 0,157| 0,330| 0,990 2,446
Promedio 0,156| 0,330| 0,990 2,445
Desviacion estandar |0,0005|0,0005|0,0000|0,0014
%CV 0,3015|0,1430|0,0000|0,0578

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
Nelly Johanna Molina Fernandez Pagina 116



o ':—C“ M:_m iaro

é‘;\)%
UNVERSIDAD OE CUEN

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Curva de calibracién

y =0,0513x - 0,1743

R2=0,9931
3
€25 .
e
215 e
o e
§ 1 ®
=7 N P Lo
<05 | e
0 oY
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (ppm)
3. Determinacion en el t=2
Dia 1
Patrones P1 P2 P3 P4
Concentracion 5 10 o5 50
(ppm)
Abs 1 0,169| 0,314| 1,061| 2,234
Abs 2 0,170| 0,316| 1,061| 2,232
Abs 3 0,169| 0,316| 1,061| 2,234
Promedio 0,169| 0,315| 1,061| 2,233
Desviacién estandar | 0,0005 | 0,0009 | 0,0000|0,0009
%CV 0,278410,2990|0,0000|0,0422
Curva de calibraciény = 0,0467x - 0,1055
2,500 R2 = 0,9986
Ez,ooo .............. °
g 11500 ...............
81000 P
%0500 e
oo @
0,000 e
0 10 20 30 40 50 60
Concentracién (ppm)
Dia 2
Patrones | PL | P2 | P3 | P4 |
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Concentracion 5 10 o5 50
(ppm)
Abs 1 0,173| 0,320| 1,065| 2,239
Abs 2 0,172| 0,320| 1,066| 2,240
Abs 3 0,172| 0,321| 1,066| 2,240
Promedio 0,172| 0,320| 1,066| 2,240
Desviacion estandar |0,0005 |0,0005 |0,0005|0,0005
%CV 0,2735|0,1472|0,0442 (10,0210
) ., =0,0467x - 0,1021
Curva de calibracion 7 0R2=60?(99260
2,500

~~ ."'

£2000 e

.§ 1500 e

g 1000 e .-

o T

i(: 0’500 e

@’
0,000

0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (ppm)

4. Determinaciéon en el t=4

Dia 1l

Patrones P1 P2 P3 P4
Concentracion 5 10 o5 50
(Ppm)
Abs 1 0,155| 0,382| 1,015| 2,441
Abs 2 0,154| 0,380| 1,014| 2,440
Abs 3 0,155| 0,380| 1,014| 2,440
Promedio 0,155| 0,381 1,014| 2,440
Desviacién estandar |0,0005|0,0009 |0,0005 | 0,0005
%CV 0,30480,2477|0,0465|0,0193
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60

Curva de calibraciéon Y =0,0507x - 0,1442
R2 = 0,9947
3,000
gaso »
So2000 e
% 150 e
K S T ARt
s 1000 e ()
a8 e
<0500 [ P
0,000 &
0 10 20 30 40 50
Concentracion (ppm)
Dia 2
Patrones P1 P2 P3 P4
Concentraciéon 5 10 o5 50
(ppm)
Abs 1 0,151| 0,378| 1,090| 2,436
Abs 2 0,154| 0,379| 1,088| 2,434
Abs 3 0,155| 0,379| 1,090| 2,434
Promedio 0,153| 0,379| 1,089| 2,435
Desviacién estandar | 0,0017 | 0,0005|0,0009 | 0,0009
%CV 1,1085|0,1245|0,0865|0,0387
Curva de calibracién y = 0,0508x - 0,1297
R2 = 0,9987
3
E25 °
g 2 e
s e
Bor | e o
205 e
0 10 20 30 40 50

5. Determinacién para el t=5

Concentracion (ppm)
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Dia 1l
Patrones P1 P2 P3 P4
Concentraciéon 5 10 o5 50
(Ppm)
Abs 1 0,170| 0,389| 1,060| 2,541
Abs 2 0,170| 0,388| 1,040| 2,540
Abs 3 0,172| 0,388| 1,040| 2,540
Promedio 0,171| 0,388| 1,047| 2,540
Desviacion 0,0009 | 0,0005 | 0,0094 | 0,0005
estandar
%CV 0,5524|0,1214 10,9008 |0,0186
Curva de calibracioén y =0,0528x - 0,1505
Rz = 0,9939
3,000
E2s00 L ]
©2000 e
§ 150 e
§L000 e (]
2 0,500 I e
0,000 L
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (ppm)
Dia 2
Patrones P1 P2 P3 P4
Concentracion 5 10 o5 50
(ppm)
Abs 1 0,176| 0,394| 1,140| 2,549
Abs 2 0,178| 0,396| 1,141| 2,550
Abs 3 0,176| 0,396| 1,141| 2,549
Promedio 0,177| 0,395| 1,141| 2,549
Desviacion estandar | 0,0009 | 0,0009 | 0,0005 | 0,0005
%CV 0,5337|0,2385|0,0413|0,0185
AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
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y =0,053x - 0,1268
R2=0,9984
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Anexo F: Cuantificacion de fenoles totales

o Absorbancia (nm) Concentracién - Absorbancia (nm) Concentracién
COdIgO Tiempo ppm X (o) COdIgO Tiempo ppm X (o)
(meses) | A1 | A2 | A3 1 2 3 (meses) | Al A2 | A3 1 2 3
0 0,030|0,035|0,033|0,634|0,740| 0,698 | 0,691 | 0,043 0 0,038|0,040| 0,042 | 0,803 |0,846|0,888|0,846| 0,035
1 0,028|0,028 | 0,027 |0,592|0,592 0,571 |0,585| 0,010 1 0,036|0,037|0,037| 0,761|0,782|0,782|0,775| 0,010
2 0,026 {0,025 | 0,025 0,550 0,529 | 0,529 | 0,536 | 0,010 2 0,034|0,033/0,034| 0,719|0,698|0,719|0,712| 0,010
CRIOLLO 0,025 0,025 | 0,026 | 0,529 0,529 | 0,550 | 0,536 | 0,010 | CRIOLLO 0,034 |0,033|0,033| 0,719|0,698 0,698 |0,705| 0,010
1E 4 0,021 /0,021 | 0,020 | 0,444 | 0,444 | 0,423 0,437 | 0,010 1L 4 0,029 0,029 |0,028 | 0,613 (0,613|0,592 | 0,606 | 0,010
0,020 0,020 0,021 | 0,423 0,423 (0,444 10,430 | 0,010 0,028 0,028 |0,029| 0,592|0,592|0,613|0,599| 0,010
5 0,017 0,017 |0,018|0,359|0,359 (0,381 | 0,367 | 0,010 5 0,024 |0,025|0,025| 0,507 |0,529|0,529|0,522 | 0,010
0,016 0,017 |0,017|0,338|0,359 | 0,359 | 0,352 | 0,010 0,025|0,024 | 0,024 | 0,529|0,507 | 0,507 |0,514| 0,010
0 0,029|0,032|0,0280,613|0,677|0,592 | 0,627 | 0,036 0 0,035|0,037|0,038| 0,740|0,782|0,803|0,775| 0,026
1 0,025 (0,026 | 0,026 | 0,529 | 0,550 | 0,550 | 0,543 | 0,010 1 0,031 (0,033|0,031| 0,655(0,698|0,655|0,670| 0,020
5 0,023|0,023|0,023|0,486 | 0,486 | 0,486 | 0,486 | 0,000 5 0,028 0,027 | 0,027 | 0,592|0,571|0,571|0,578 | 0,010
CRIOLLO 0,024 |0,023|0,024 | 0,507 | 0,486 | 0,507 | 0,500 | 0,010 | CRIOLLO 0,027 /0,028 0,028 | 0,571|0,592|0,592|0,585| 0,010
2E 4 0,020/ 0,021 | 0,020 | 0,423 | 0,444 | 0,423 0,430 | 0,010 2L 4 0,023/ 0,024 | 0,024 | 0,486 | 0,507 | 0,507 | 0,500 | 0,010
0,019|0,019 | 0,020 0,402 0,402 | 0,423 |0,409| 0,010 0,023|0,024 | 0,023 | 0,486 |0,507 | 0,486 0,493 | 0,010
5 0,015|0,016 | 0,016 0,317|0,338 | 0,338 |0,331| 0,010 5 0,020|0,019|0,019| 0,423|0,402|0,402|0,409| 0,010
0,014 0,016 |0,015|0,296 | 0,338 | 0,317 | 0,317 | 0,017 0,019 |0,020|0,019| 0,402|0,423|0,402|0,409 | 0,010
0 0,0380,032|0,035|0,803|0,677 | 0,740 | 0,740 | 0,052 0 0,040 0,045 (0,041 | 0,846 |0,951|0,867 | 0,888 | 0,046
1 0,028 0,028 |0,029|0,592 0,592 | 0,613 | 0,599 | 0,010 1 0,036 |0,035|0,036| 0,761|0,740|0,761|0,754 | 0,010
0,025 0,025 0,024 | 0,529 | 0,529 | 0,507 | 0,522 | 0,010 0,028 0,028 | 0,028 | 0,592|0,592 0,592 0,592 | 0,000
CRISELLO 2 0,025|0,024 | 0,025|0,529| 0,507 | 0,529 | 0,522 | 0,010 CRI??LLLO 2 0,029|0,028|0,029| 0,613|0,592|0,613|0,606| 0,010
4 0,020|0,019|0,019|0,423| 0,402 | 0,402 | 0,409 | 0,010 4 0,024 |0,023|0,023| 0,507|0,486 | 0,486 |0,493| 0,010
0,019|0,019 | 0,020 0,402 | 0,402 | 0,423 | 0,409 | 0,010 0,023|0,024 | 0,024 | 0,486 |0,507 | 0,507 | 0,500 | 0,010
6 0,015|0,014|0,014|0,317|0,296 | 0,296 | 0,303 | 0,010 6 0,018 0,018 0,017 | 0,381|0,381|0,359|0,374 | 0,010
AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
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0,014 0,015|0,014 |0,296 | 0,317 | 0,296 | 0,303 | 0,010 0,017 /0,018 |0,018| 0,359|0,381|0,381|0,374| 0,010

0 0,028 |0,030|0,028 | 0,592 |0,634 | 0,592 | 0,606 | 0,020 0 0,034|0,035|0,035| 0,719|0,740|0,740|0,733 | 0,010

1 0,024 0,024 | 0,025 | 0,507 | 0,507 | 0,529 | 0,514 | 0,010 1 0,029 /0,030|0,029| 0,613|0,634|0,613|0,620| 0,010

5 0,020|0,021 (0,021 0,423 |0,444 0,444 0,437/ 0,010 5 0,026 0,026 | 0,027 | 0,550|0,5500,571|0,557| 0,010

CRIOLLO 0,021|0,022 (0,021 0,444 0,465 | 0,444 |0,451| 0,010 | CRIOLLO 0,026 0,027 | 0,026 | 0,550|0,571|0,550|0,557| 0,010
4E 4 0,017|0,016 | 0,016 |0,359|0,338 | 0,338 | 0,345 | 0,010 4L 4 0,021|0,021|0,020| 0,444 0,444 |0,423|0,437| 0,010
0,016 (0,017 |0,016|0,338|0,359| 0,338 | 0,345 | 0,010 0,020(0,020|0,021| 0,423(0,423|0,444|0,430| 0,010

0,012|0,012 (0,012 0,254 |0,254 | 0,254 | 0,254 | 0,000 0,016 |0,015|0,015| 0,338|0,317|0,317|0,324| 0,010

6 0,012|0,011(0,012|0,254|0,233|0,254|0,247| 0,010 6 0,016 0,016 | 0,016 | 0,338|0,338|0,338|0,338| 0,000
0,030|0,030|0,029|0,634|0,634 | 0,613 |0,627| 0,010 0,032|0,033|0,033| 0,677|0,698|0,698|0,691| 0,010

1 0,027|0,028 (0,027 |0,571|0,592 0,571 0,578 | 0,010 1 0,030|0,030|0,031| 0,634|0,634|0,655|0,641| 0,010

2 0,024 |0,023|0,023|0,507|0,486 | 0,486 | 0,493 | 0,010 2 0,027|0,027|0,028| 0,571|0,571|0,592|0,578| 0,010

CRIOLLO 0,023|0,024 | 0,024 0,486 | 0,507 | 0,507 | 0,500 | 0,010 | CRIOLLO 0,027|0,028 0,027 | 0,571|0,592|0,571|0,578| 0,010
SE 4 0,017 /0,018 | 0,018 | 0,359 {0,381 (0,381 | 0,374 | 0,010 SL 4 0,022 0,022 |0,023| 0,465 |0,465|0,486 |0,472| 0,010
0,0180,017|0,018|0,381|0,359 (0,381 | 0,374 | 0,010 0,019 |0,023|0,023| 0,402|0,486|0,486|0,458 | 0,040

5 0,014 0,013|0,013|0,296 |0,275|0,275| 0,282 | 0,010 5 0,015|0,015|0,015| 0,317|0,317|0,317|0,317 | 0,000
0,013]0,014|0,014 | 0,275 0,296 | 0,296 | 0,289 | 0,010 0,015 /0,016 0,016 | 0,317|0,338|0,338|0,331| 0,010

0 0,030|0,030|0,029|0,634|0,634 0,613 | 0,627 | 2,696 0 0,034|0,034|0,033| 0,719|0,719|0,698|0,712| 0,010

1 0,027|0,026 | 0,026 |0,571| 0,550 | 0,550 | 0,557 | 0,010 1 0,029|0,029|0,030| 0,613|0,613|0,634|0,620| 0,010

5 0,023|0,023|0,023|0,486 | 0,486 | 0,486 | 0,486 | 0,000 5 0,026 | 0,026 | 0,026 | 0,550|0,550|0,550|0,550| 0,000

CRIOLLO 0,024 |0,023|0,023|0,507 | 0,486 | 0,486 | 0,493 | 0,010 | CRIOLLO 0,027 /0,026 | 0,027 | 0,571|0,550|0,571|0,564 | 0,010
6E 4 0,020/ 0,020 | 0,018 | 0,423 {0,423 0,381 | 0,409 | 0,020 6L 4 0,020/ 0,022 |0,022 | 0,423 (0,465 0,465 | 0,451 | 0,020
0,018|0,020(0,0180,381|0,423| 0,381 |0,395| 0,020 0,021|0,022 (0,021 | 0,444|0,465|0,444|0,451| 0,010

5 0,014 (0,014 | 0,014 0,296 | 0,296 | 0,296 | 0,296 | 0,000 5 0,016 0,016 |0,015| 0,338|0,338|0,317|0,331| 0,010
0,015|0,013|0,015|0,317|0,275|0,317 | 0,303 | 0,020 0,016 /0,017 |0,016| 0,338|0,359|0,338|0,345| 0,010

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
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Anexo G: Curva de calibracion para la determinacion de flavonoides

1. Determinacién en el t=0

Curva A
Patrones P1 P2 P3 P4 P5
Concentracion 472| o945| 189| 378| 756
(ug/ml)
Abs 1 0,042| 0,070| 0,105| 0,169| 0,301
Abs 2 0,040| 0,074| 0,101| 0,172| 0,305
Abs 3 0,045( 0,072| 0,108| 0,175| 0,299
Promedio 0,042 0,072 0,105| 0,172| 0,302
Desviacion estandar |0,0021]0,0016|0,0029(0,0024 (0,0025
%CV 4.853912,2680(2,7396|1,424110,8269
Curva de calibracion y=0,0004x + 0,0337
Rz = (0,9972
0,35
£ 03 -
£ 0,25
g 02
§0,15 //
S 01
20,05 —./'/
0 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion (pg/ml)

CurvaB

Patrones PL | P2 | P3 | P42 | P5
Concentracion 472| o4a5| 189| 378| 756
(Hg/ml)
Abs 1 0,039| 0,068| 0102| 0168| 0,296
Abs 2 0,041] 0,069| 0,103| 0,169] 0,297
Abs 3 0,041] 0,069] 0,102| 0,169] 0,296
Promedio 0,040| 0,069| 0.102| 0,169| 0.296
Desviacion estandar |0,0009|0,0005 | 0,0005 | 0,0005 | 0,0005
%CV 2.3375|0,68650,4607|0,27950,1591

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
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Curva de calibracién Y =0,0004x +0,0318
R2=0,9971
0,35
g 0.3 /
%o,zs
S 0,2
g 0,15 //
2 01 /
<005 4
O T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion (ug/ml)
2. Determinacién en el t=1
Patrones P1 P2 P3 P4 P5
Concentracion 472| o945| 189| 378| 756
(Hg/ml)
Abs 1 0,045| 0,060| 0,086| 0,154| 0,266
Abs 2 0,044| 0,061| 0,085| 0,156| 0,264
Abs 3 0,045( 0,061| 0,084| 0,154| 0,265
Promedio 0,045( 0,061 0,085| 0,155| 0,265
Desviacion estandar |0,0005|0,0005|0,0008|0,0009|0,0008
%CV 1,0554|0,7770|0,9606 |0,6096 |0,3081
Curva de calibracion Yy =0,0003x + 0,0306
R2 = 0,998
0,3
_—
’E\O,ZS
5 02
§ 0,15 /
o 01
-2 0,05 &/
O T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion (ug/ml)

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
Nelly Johanna Molina Fernandez

Pagina 125



rovs A RS
é\);%
UNVERSIDAD OE CUEN

3. Determinacién en el t=2

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Dia 1
Patrones P1 P2 P3 P4 P5

Concentracion 472| 945| 189| 378| 756
(g/ml)

Abs 1 0,030 0,059| 0,099| 0,176| 0,295
Abs 2 0,031| 0,058| 0,100| 0,175| 0,293
Abs 3 0,028| 0,060 0,101| 0,177| 0,294
Promedio 0,030| 0,059| 0,100( 0,176| 0,294
Desviacion estandar [0,0012|0,0008|0,0008|0,0008 [0,0008
%CV 4,2041(1,3839|0,8165|0,4639|0,2777

Curva de calibracion

y = 0,0004x + 0,0245
R2=10,991

0,35

0,3
EO’ZS /
2 02
c L 2
30,15
2
2 0,1 >
<

0,05 ’/

0 T T T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion (ug/ml)
Dia 2

Patrones P1 P2 P3 P4 P5
Concentracion 472| 945| 189| 378 756
(ug/ml)
Abs 1 0,032| 0,057| 0,096| 0,174| 0,293
Abs 2 0,032| 0,057| 0,098| 0,175| 0,293
Abs 3 0,033| 0,058| 0,098| 0,174| 0,292
Promedio 0,032| 0,057| 0,097 0,174| 0,293
Desviacién estandar |0,0005|0,0005|0,0009 |0,0005|0,0005
%CV 1,4580(0,8222|0,9686|0,2704 |0,1611

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
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Curva de calibracion Y =0,0004x +0,0237
R2=0,9934
0,35
=~ 0,3
E ’
£0,25 _—
g 0,2
g 0,15 =
2 01 o
o)
< 0,05 '7/
0 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion (ug/ml)
4. Determinacion en el t=4
Dia 1
Patrones P1 P2 P3 P4 P5
Concentracion 472| o945| 189| 378| 756
(pg/ml)
Abs 1 0,027| 0,042| 0,065| 0,141| 0,269
Abs 2 0,028| 0,045| 0,067| 0,143| 0,266
Abs 3 0,027| 0,041| 0,066| 0,144| 0,267
Promedio 0,027| 0,043 0,066| 0,143| 0,267
Desviacion estandar [ 0,0005(0,0017|0,00080,0012|0,0012
%CV 1,7247(3,9836(1,2371(0,8742(0,4665
Curva de calibracion  y=0,0003x + 0,0089
Rz =0,9978
0,3
go,zs —
< 02
£ 0,15
g 0,1 //
o)
< 0,05 ./V
0 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracién (ug/ml)
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Dia 2
Patrones P1 P2 P3 P4 P5
Concentracion 472| o945| 189| 378| 756
(ug/ml)
Abs 1 0,026| 0,040| 0,063| 0,138| 0,264
Abs 2 0,027| 0,039| 0,061| 0,137| 0,265
Abs 3 0,026| 0,040| 0,063| 0,138 0,265
Promedio 0,026| 0,040| 0,062| 0,138| 0,265
Desviacién estandar |0,0005|0,0005|0,0009|0,0005|0,0005
%CV 1,790111,1884(1,5125(0,342410,1781
Curva de calibracion  y=0,0003x + 0,006
R2 = 0,9974
0,3
£0,25 —*
< 02
£ 0,15
g 0,1 /
2 0,05 e
:0 /
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion (ug/ml)
5. Determinacion en el t=6
Dia 1
Patrones P1 P2 P3 P4 P5
Concentracion 472| o94s5| 189| 378| 756
(ug/ml)
Abs 1 0,029| 0,057| 0,096| 0,155| 0,287
Abs 2 0,029| 0,055| 0,097| 0,158| 0,287
Abs 3 0,028| 0,057| 0,098| 0,157| 0,286
Promedio 0,029| 0,056| 0,097| 0,157| 0,287
Desviacién estandar |0,0005|0,0009|0,0008|0,0012|0,0005
%CV 1,644411,673610,8417(0,7961|0,1644

AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
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Curva de calibraciéon Yy =0,0004x + 0,0212
R2=0,996
0,35
~ 0,3
E ’
£0,25 _—
©
5 0,2
t‘E 0,15 /
3 01 /
o)
< o,og -
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracion (ug/ml)
Dia 2
Patrones P1 P2 P3 P4 P5
Concentracion 472| 945| 189| 378| 756
(Lg/ml)
Abs 1 0,028| 0,056| 0,097| 0,155| 0,285
Abs 2 0,028| 0,056| 0,097| 0,156| 0,286
Abs 3 0,029| 0,055| 0,099| 0,155 0,284
Promedio 0,028| 0,056| 0,098| 0,155| 0,285
Desviacién estandar |0,0005|0,0005|0,0009|0,0005|0,0008
%CV 1,6638(0,8468]0,9653(0,3035(0,2865
AUTORAS: Karina Patricia Criollo Sumba
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Absorbancia (nm)

0,35

o
w

0,25

o
N

0,15

o
JEEY

0,05

Curva de calibraciéon y=0,0004x + 0,0213
R2 = 0,9949

Concentracion (ug/ml)
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Anexo H: Cuantificacién de flavonoides

o Tiempo | Absorbancia (nm) Concentraci()n_expresadacomo o Tiempo | Absorbancia (nm) Concentracién_expresadacomo
Codigo (meses) Quercetina mg/ml Cédigo (meses) Quercetina mg/m|

Al A2 A3 C1 Cc2 C3 X o Al A2 A3 C1l Cc2 C3 X o
0 0,21510,21910,220( 0,550 0,560 0,563 | 0,558 0,006 0 0,28410,29310,285(0,7260,749]0,729(0,735] 0,010
1 0,20110,203]0,201(0,51410,519|0,51410,516] 0,002 1 0,27110,27310,273(0,693(0,698] 0,698 | 0,697 | 0,002
5 0,190(0,190]0,190(0,486 0,486 0,486 | 0,486 | 0,000 5 0,260(0,26210,262(0,665(0,670] 0,670 | 0,668 | 0,002
CRIOLLO 0,190/0,189(0,190 0,486 | 0,483 (0,486 0,485|0,001| CRIOLLO 0,2610,2600,2610,668|0,665 [ 0,668 0,667 | 0,001
1E 4 0,18110,18110,182(0,463|0,463| 0,466 | 0,464 | 0,001 1L 4 0,25310,25310,253(0,64710,647]0,647 (0,647 0,000
0,18210,18210,181 (0,466 0,466 | 0,463 | 0,465| 0,001 0,253(0,25210,252(0,64710,645] 0,645 (0,645| 0,001
5 0,174(0,175(0,17410,445| 0,448 0,445] 0,446 ( 0,001 5 0,240(0,241(0,241(0,614|0,616 0,616 0,616 | 0,001
0,176(0,174(0,17410,450| 0,445] 0,445 0,447 (0,002 0,242(0,242(0,241(0,619|0,619| 0,616 0,618 | 0,001
0 0,178(0,176(0,1820,455| 0,450 0,466 | 0,457 | 0,006 0 0,278(0,280(0,275(0,711|0,716 0,703 0,710 | 0,005
1 0,171(0,171(0,170(0,437|0,437]0,435]0,437 (0,001 1 0,255(0,257(0,257(0,652|0,657| 0,657 0,656 | 0,002
) 0,165(0,165(0,1640,422|0,422]0,419] 0,421 (0,001 ) 0,2420,243(0,24210,619| 0,622 0,619 0,620 | 0,001
CRIOLLO 0,164]0,165|0,1650,419]0,42210,422(0,421 (0,001 | CRIOLLO 0,243(0,243(0,24210,622|0,622|0,619]0,621 | 0,001
2E 4 0,157]0,158|0,158 | 0,402 | 0,404 | 0,404 | 0,403 | 0,001 2L A 0,230/ 0,231|0,231 (0,588 0,591 (0,591 | 0,590 | 0,001
0,158(0,157 (0,158 0,404 0,402 0,404 10,403 (0,001 0,229(0,229(0,230(0,586 | 0,586 | 0,588 10,587 | 0,001
6 0,151(0,150(0,150(0,386 0,384 0,384 ]0,385( 0,001 6 0,218(0,217(0,216 0,558 0,555 | 0,552 0,555 | 0,002
0,149(0,150( 0,150 0,381 0,384 0,384 10,383 (0,001 0,218(0,217(0,2170,558|0,555| 0,555 0,556 | 0,001
0 0,184(0,180(0,187(0,471]0,460]0,478]0,470( 0,007 0 0,2170,221(0,225(0,555|0,565| 0,575 0,565 | 0,008
1 0,177(0,176(0,1770,453] 0,450 0,453 0,452 (0,001 1 0,209(0,211(0,209(0,535|0,540|0,535]0,536 | 0,002
5 0,171(0,170(0,170(0,437]0,435]0,435] 0,436 (0,001 5 0,199(0,200(0,200(0,509|0,512|0,512]0,511| 0,001
CRIOLLO 0,170)0,171)0,1710,435|0,4370,437(0,437(0,001| CRIOLLO 0,198(0,198(0,199( 0,506 | 0,506 | 0,509 | 0,507 | 0,001
3E 4 0,165(0,164(0,165(0,422]0,419]0,422]0,421 (0,001 3L 4 0,181(0,181(0,180(0,463|0,463| 0,460 0,462 | 0,001
0,164(0,164(0,165(0,419|0,419]0,422]0,420( 0,001 0,182(0,180(0,1820,466| 0,460 0,466 | 0,464 | 0,002
5 0,159(0,159(0,158(0,407| 0,407 0,404 ] 0,406 | 0,001 5 0,173(0,174(0,174(0,443|0,445|0,445]0,444 10,001
0,158(0,157(0,1580,404| 0,402 0,404 10,403 (0,001 0,17410,175(0,175(0,445| 0,448 0,448 10,447 | 0,001
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0,146 (0,145|0,146 | 0,373|0,371|0,373| 0,373 0,001 0 0,221(0,220|0,221|0,565|0,563| 0,565 | 0,564 | 0,001
1 0,135(0,135|0,134|0,345| 0,345 0,343 | 0,344 | 0,001 1 0,215(0,214|0,215|0,550| 0,547 | 0,550 | 0,549 | 0,001

) 0,128(0,128|0,127|0,327|0,327|0,325| 0,327 | 0,001 ) 0,208 (0,209|0,209|0,532|0,535| 0,535 | 0,534 | 0,001

CRIOLLO 0,129(0,128|0,128{0,330|0,327| 0,327 0,328 0,001 | CRIOLLO 0,208 (0,208|0,210|0,532|0,532| 0,537 | 0,534 | 0,002
4E A 0,118(0,118|0,119|0,302| 0,302 | 0,304 | 0,303 | 0,001 4L A 0,196 (0,196 | 0,196 | 0,501 | 0,501 | 0,501 | 0,501 | 0,000
0,118(0,119|0,118|0,302| 0,304 | 0,302 | 0,303 | 0,001 0,196 (0,195|0,196 | 0,501 | 0,499 | 0,501 | 0,500 | 0,001

6 0,108 (0,109|0,108|0,276|0,279|0,276 | 0,277 | 0,001 6 0,188(0,189|0,188|0,481|0,483|0,481 | 0,482 0,001

0,109 (0,108|0,108|0,279|0,276 0,276 | 0,277 | 0,001 0,187(0,189|0,189|0,478|0,483|0,483| 0,482 | 0,002
0,181(0,180|0,180|0,463| 0,460 0,460 | 0,461 | 0,001 0 0,249(0,249|0,250|0,637 0,637 0,639 | 0,638 | 0,001

1 0,172]0,173(0,173| 0,440 0,443 [ 0,443 0,442 | 0,001 1 0,240(0,241|0,240|0,614 0,616 0,614 | 0,615 | 0,001

) 0,160(0,161|0,160|0,409|0,412|0,409 | 0,410 0,001 5 0,234(0,234|0,233|0,599 0,599 | 0,596 | 0,598 | 0,001

CRIOLLO 0,159(0,161|0,161|0,407|0,412|0,412| 0,410 0,003| CRIOLLO 0,233(0,234|0,234|0,596 | 0,599 | 0,599 | 0,598 | 0,001
SE 4 0,153/0,152(0,1530,391 {0,389 (0,391 0,390 | 0,001 SL A 0,225|0,225(0,226 0,575/ 0,575 [ 0,578 0,576 | 0,001
0,153(0,152|0,152|0,391 {0,389 0,389 | 0,390 | 0,001 0,225(0,226|0,225|0,575|0,578 0,575 0,576 | 0,001

6 0,141(0,143|0,142|0,361 /0,366 | 0,363 | 0,363 | 0,002 6 0,218(0,218|0,218|0,558 | 0,558 | 0,558 | 0,558 | 0,000
0,143(0,142|0,143|0,366 | 0,363 0,366 | 0,365 | 0,001 0,217(0,218|0,217|0,555| 0,558 | 0,555 | 0,556 | 0,001

0,172]0,171|0,171| 0,440 0,437 0,437 0,438 (0,001 0 0,224(0,224|0,225|0,573|0,573| 0,575 0,574 | 0,001

1 0,164|0,165(0,1650,419|0,422 | 0,422 0,421 (0,001 1 0,213(0,212|0,212|0,545|0,542 | 0,542 | 0,543 | 0,001

) 0,158 (0,157 |0,158|0,404 | 0,402 | 0,404 | 0,403 | 0,001 ) 0,205 (0,204 (0,204 |0,524 0,522 0,522 | 0,523 | 0,001

CRIOLLO 0,157(0,157|0,158| 0,402 | 0,402 | 0,404 | 0,402 0,001 | CRIOLLO 0,205 (0,203|0,205|0,524 0,519 0,524 | 0,523 | 0,002
6E A 0,148(0,148|0,147|0,379|0,379| 0,376 | 0,378 | 0,001 6L A 0,192(0,192|0,193|0,491 0,491 0,494 | 0,492 | 0,001
0,147(0,147|0,148|0,376| 0,376 | 0,379 0,377 0,001 0,193(0,193|0,192|0,494 | 0,494 | 0,491 | 0,493 | 0,001

6 0,139(0,140|0,140|0,356 | 0,358 | 0,358 | 0,357 | 0,001 6 0,183(0,183|0,183|0,468|0,468 | 0,468 | 0,468 | 0,000
0,139(0,137|0,139{0,356 | 0,350 | 0,356 | 0,354 | 0,002 0,182(0,182|0,183|0,466 | 0,466 | 0,468 | 0,466 | 0,001
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Anexo |: Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH

. . Absorbancia (nm) AAEAC . . Absorbancia (nm) AAEAC
Cédigo | Tiempo Cédigo | Tiempo
(meses) | Al | A2 | A3 1 2 3 (meses)| Al | A2 | A3 1 2 3
0 0,012|0,011|0,012 | 63,008 | 63,199 | 63,008 0 0,006 | 0,008 | 0,007 | 64,157 | 63,774 | 63,966
1 0,014|0,015|0,015|62,625 | 62,433 | 62,433 1 0,011|0,012|0,011 63,199 | 63,008 | 63,199
5 0,019|0,018|0,018 | 61,667 | 61,858 | 61,858 9 0,014|0,014 0,014 | 62,625 | 62,625 | 62,625
CRIOLLO 0,018 0,020|0,019|61,858 61,475 | 61,667 | CRIOLLO 0,014 {0,014|0,015| 62,625 | 62,625 | 62,433
1E A 0,025|0,025|0,024 | 60,517 | 60,517 | 60,709 1L A 0,019 {0,018 |0,018 | 61,667 | 61,858 | 61,858
0,024 0,024 | 0,025 | 60,709 | 60,709 | 60,517 0,019|0,020|0,019 | 61,667 | 61,475 | 61,667
6 0,027{0,028 | 0,028 | 60,134 | 59,943 | 59,943 5 0,022|0,022 0,021 {61,092 | 61,092 | 61,284
0,0270,028 | 0,030 | 60,134 | 59,943 | 59,559 0,021|0,021 0,021 | 61,284 | 61,284 | 61,284
0 0,058 | 0,057 | 0,055|54,195 | 54,387 | 54,770 0,009 (0,010|0,011 63,582 | 63,391 | 63,199
1 0,066 | 0,068 | 0,067 | 52,663 | 52,280 | 52,471 1 0,013|0,014 0,014 | 62,816 | 62,625 | 62,625
5 0,071(0,070|0,069|51,705 | 51,897 | 52,088 5 0,018(0,017|0,017 61,858 | 62,050 | 62,050
CRIOLLO 0,071|0,071|0,070|51,705 (51,705 51,897 | CRIOLLO 0,016 {0,017 |0,016 | 62,241 | 62,050 | 62,241
2E A 0,084 | 0,084 | 0,085 | 49,215 | 49,215 | 49,023 2L A 0,0220,023 0,022 61,092 | 60,900 | 61,092
0,082 {0,083 | 0,083 | 49,598 | 49,406 | 49,406 0,024 {0,024 | 0,023 | 60,709 | 60,709 | 60,900
6 0,096 | 0,096 | 0,098 | 46,916 | 46,916 | 46,533 6 0,029|0,029 0,029 | 59,751 | 59,751 | 59,751
0,097 | 0,096 | 0,095 | 46,724 | 46,916 | 47,107 0,028 (0,028 0,029 | 59,943 | 59,943 | 59,751
0 0,011|0,011|0,010|63,199 | 63,199 | 63,391 0,010|0,009|0,011 {63,391 | 63,582 | 63,199
1 0,016 0,016 | 0,015 | 62,241 | 62,241 | 62,433 1 0,014 {0,012 0,014 | 62,625 | 63,008 | 62,625
CRIOLLO 5 0,020|0,021|0,022 61,475 |61,284 | 61,092 CRIOLLO 5 0,018|0,018 0,020 61,858 | 61,858 | 61,475
3E 0,022|0,021|0,022 {61,092 | 61,284 | 61,092 3L 0,019|0,019|0,019 | 61,667 | 61,667 | 61,667
4 0,0250,027 0,026 | 60,517 | 60,134 | 60,326 4 0,023 (0,024 10,024 | 60,900 | 60,709 | 60,709
0,0270,026 | 0,026 | 60,134 | 60,326 | 60,326 0,024 {0,024 | 0,024 | 60,709 | 60,709 | 60,709
6 0,030 0,030 |0,030|59,559 | 59,559 | 59,559 6 0,027 (0,029|0,029 60,134 | 59,751 | 59,751
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0,030|0,031|0,031|59,559 | 59,368 | 59,368 0,029 0,029 | 0,027 | 59,751 | 59,751 | 60,134
0,020 (0,020 | 0,021 {61,475 | 61,475 | 61,284 0 0,010|0,011 | 0,009 | 63,391 | 63,199 | 63,582

1 0,029 0,028 | 0,028 | 59,751 | 59,943 | 59,943 1 0,016 | 0,015 | 0,015 | 62,241 | 62,433 | 62,433

) 0,036 | 0,037 | 0,037 | 58,410 | 58,218 | 58,218 5 0,022 (0,021 | 0,023 {61,092 | 61,284 | 60,900

CRIOLLO 0,037|0,037|0,035|58,218 | 58,218 | 58,602 | CRIOLLO 0,021 {0,022 0,022 61,284 | 61,092 | 61,092
4E A 0,042 0,042 (0,043 57,261 | 57,261 | 57,069 4L A 0,024 0,025 | 0,025 | 60,709 | 60,517 | 60,517
0,040 | 0,043 | 0,044 | 57,644 | 57,069 | 56,877 0,026 | 0,025 | 0,025 | 60,326 | 60,517 | 60,517

5 0,050 | 0,049 | 0,048 | 55,728 | 55,920 | 56,111 5 0,031 0,031 | 0,030 {59,368 | 59,368 | 59,559

0,048 0,048 |0,048|56,111 | 56,111 | 56,111 0,030 | 0,029 | 0,030 | 59,559 | 59,751 | 59,559

0 0,013|0,013|0,011|62,816 | 62,816 | 63,199 0 0,004 | 0,005 | 0,006 | 64,540 | 64,349 | 64,157

1 0,018 /0,019 {0,017 {61,858 | 61,667 | 62,050 1 0,008 | 0,008 | 0,009 | 63,774 | 63,774 | 63,582

) 0,024 0,024 | 0,024 | 60,709 | 60,709 | 60,709 5 0,012 0,014 | 0,014 | 63,008 | 62,625 | 62,625

CRIOLLO 0,024 0,022 | 0,024 | 60,709 | 61,092 | 60,709 | CRIOLLO 0,012 0,012 | 0,013 | 63,008 | 63,008 | 62,816
SE 4 0,030 0,029 0,030 | 59,559 | 59,751 | 59,559 SL 4 0,017|0,018|0,018 | 62,050 | 61,858 | 61,858
0,031 {0,029 0,029 | 59,368 | 59,751 | 59,751 0,017 0,016 | 0,018 | 62,050 | 62,241 | 61,858

0,037 (0,037 | 0,036 | 58,218 | 58,218 | 58,410 0,022 [0,023|0,022 | 61,092 | 60,900 | 61,092

6 0,037 /0,037 |0,038|58,218 | 58,218 | 58,027 6 0,024 0,023 | 0,024 | 60,709 | 60,900 | 60,709

0 0,017 0,017 | 0,017 | 62,050 | 62,050 | 62,050 0 0,007 | 0,005 | 0,005 | 63,966 | 64,349 | 64,349

1 0,022 0,020 0,022 | 61,092 | 61,475 | 61,092 1 0,008 | 0,008 | 0,009 | 63,774 | 63,774 | 63,582

) 0,027 /0,025 0,027 | 60,134 | 60,517 | 60,134 ) 0,011 [0,012 {0,011 {63,199 | 63,008 | 63,199

CRIOLLO 0,027 0,026 | 0,027 | 60,134 | 60,326 | 60,134 | CRIOLLO 0,012 0,011 {0,012 | 63,008 | 63,199 | 63,008
6E A 0,035 (0,034 | 0,035 58,602 | 58,793 | 58,602 6L A 0,015|0,015| 0,016 | 62,433 | 62,433 | 62,241
0,035 (0,034 | 0,034 | 58,602 | 58,793 | 58,793 0,015|0,015| 0,016 | 62,433 | 62,433 | 62,241

5 0,038 |0,040| 0,038 58,027 | 57,644 | 58,027 5 0,020 | 0,020 | 0,020 | 61,475 | 61,475 | 61,475

0,039 |0,039|0,038|57,835| 57,835 | 58,027 0,021 (0,021 |0,020 | 61,284 | 61,284 | 61,475
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Anexo J: Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la técnica del poder reductor

Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la técnica del poder reductor

L Tiempo | Absorbancia (nm) AAEAC (mg/qg) L Tiempo | Absorbancia (nm) AAEAC (mg/g)
Caodigo Caddigo
(meses) [ A1 | A2 | A3 1 2 3 (meses) | A1 [ A2 | A3 1 2 3
0 0,210,198 (0,198 | 109,653 | 108,264 | 108,264 0 0,28510,2860,285( 168,681 | 169,375| 168,681
1 0,18110,18210,182 96,458 97,153 97,153 1 0,28110,281| 0,28 165,903 | 165,903 | 165,208
5 0,173]0,17410,174 90,903 91,597 91,597 5 0,27410,27410,275| 161,042 | 161,042 | 161,736
. 0,17210,17310,173 90,208 90,903 90,903 . 0,27510,27410,275| 161,736 161,042 | 161,736
Criollo 1E Criollo 1L
4 0,165|0,165|0,164| 85,347| 85,347| 84,653 4 0,266 0,266 (0,266 | 155,486 | 155,486| 155,486
0,164]0,164 10,164 84,653 84,653 84,653 0,266 0,267 10,267 | 155,486 156,181 | 156,181
6 0,15610,15710,156 79,097 79,792 79,097 6 0,25 0,25| 0,25]| 144,375| 144,375| 144,375
0,15710,156 0,157 79,792 79,097 79,792 0,25110,251| 0,25( 145,069 145,069 | 144,375
0 0,168(0,171]0,168 87,431 89,514 87,431 0 0,28410,28910,282| 167,986 171,458 | 166,597
1 0,15310,155( 0,155 77,014 78,403 78,403 1 0,27310,275|0,275| 160,347 | 161,736| 161,736
5 0,14610,1451 0,145 72,153 71,458 71,458 5 0,26710,268|0,268 | 156,181 | 156,875| 156,875
. 0,145]0,14310,144 71,458 70,069 70,764 . 0,267]0,266 10,267 | 156,181 | 155,486 | 156,181
Criollo 2E Criollo 2L
4 0,13610,135(0,135 65,208 64,514 64,514 4 0,25810,258|0,257 | 149,931 | 149,931 | 149,236
0,13510,13410,135 64,514 63,819 64,514 0,25710,256 | 0,257 | 149,236 148,542 | 149,236
6 0,12810,127]0,126 59,653 58,958 58,264 6 0,24610,247 10,247 | 141,597 | 142,292 | 142,292
0,12710,126 0,127 58,958 58,264 58,958 0,24610,244 10,246 141,597 | 140,208 | 141,597
0 0,188|0,191(0,188| 101,319| 103,403 | 101,319 0 0,263]0,271(0,269| 153,403 | 158,958 | 157,569
1 0,175(0,17410,175 92,292 91,597 92,292 1 0,256 10,25710,257| 148,542 | 149,236 149,236
. 0,16710,168] 0,168 86,736 87,431 87,431 . 0,2510,251 (0,251 | 144,375| 145,069 | 145,069
Criollo 3E 2 Criollo 3L 2
0,16610,167 0,167 86,042 86,736 86,736 0,249 0,25| 0,25| 143,681 | 144,375| 144,375
4 0,160,158 0,158 81,875 80,486 80,486 4 0,24210,24210,243| 138,819 138,819 139,514
0,15810,15710,158 80,486 79,792 80,486 0,24210,24110,242 | 138,819 138,125| 138,819
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0,149(0,149| 0,15 74,236 74,236 74,931 0,23410,235(0,235( 133,264 | 133,958 133,958
6 0,149(0,148|0,149| 74,236| 73,542| 74,236 6 0,235(0,234 0,235 133,958 | 133,264 | 133,958
0 0,137(0,138(0,137| 65,903| 66,597 65,903 0 0,186(0,186(0,185( 99,931 99,931 99,236
1 0,13]0,129]0,129| 61,042| 60,347| 60,347 1 0,18(0,179| 0,18 95,764 95,069 95,764
) 0,123(0,122|0,122| 56,181| 55,486| 55,486 5 0,172]0,172|0,172| 90,208| 90,208 90,208
Criollo 4E 0,12210,121(0,122| 55,486 | 54,792 55,486 Criollo 4L 0,171(0,171(0,172| 89,514 89,514 90,208
0,115(0,113|0,115| 50,625| 49,236 50,625 0,164(0,165(0,165| 84,653 | 85,347 85,347
4 0,114(0,112|0,114| 49,931| 48,542| 49,931 4 0,163|0,164|0,164| 83,958| 84,653| 84,653
0,102|0,202| 0,1| 41,597 41,597 40,208 0,155(0,156 (0,156 78,403 79,097 79,097
6 0,1 0,1/0,101| 40,208( 40,208 40,903 6 0,154(0,155|0,155( 77,708 | 78,403 78,403
0,15(0,149|0,149| 74,931 74,236| 74,236 0 0,209(0,209|0,208 | 115,903 | 115,903 | 115,208
1 0,141(0,141| 0,14| 68,681| 68,681 67,986 1 0,201(0,202(0,201 | 110,347 | 111,042 | 110,347
0,135(0,135/0,134| 64,514 64,514 63,819 0,195(0,196 (0,195 106,181 | 106,875 | 106,181
Criollo 5E 2 0,134(0,135|0,134| 63,819| 64,514| 63,819 Crioflo 5L 2 0,194|0,194 0,195 105,486 | 105,486 | 106,181
0,1280,129(0,128| 59,653 | 60,347 59,653 0,188(0,189(0,189( 101,319 102,014 | 102,014
4 0,1280,128(0,128| 59,653 | 59,653 59,653 4 0,1870,1880,188| 100,625 101,319 101,319
0,118(0,117|0,118| 52,708| 52,014| 52,708 0,177]0,1770,178| 93,681| 93,681| 94,375
6 0,118(0,118(0,117| 52,708 52,708 52,014 ° 0,17710,176(0,177| 93,681 92,986 93,681
0,13]0,131]0,131| 61,042| 61,736| 61,736 0 0,168(0,169(0,169| 87,431 88,125 88,125
1 0,122(0,123]0,123| 55,486| 56,181| 56,181 1 0,16]0,162| 0,16| 81,875| 83,264| 81,875
0,115(0,115(0,116| 50,625 50,625 51,319 0,152(0,153(0,153( 76,319| 77,014| 77,014
Criollo 6E 2 0,114|0,115(0,114| 49,931 50,625 49,931 Criallo 61 2 0,151| 0,15(0,151| 75,625| 74,931 75,625
4 0,107(0,108|0,107| 45,069 45,764 45,069 4 0,142]0,142|0,141| 69,375| 69,375| 68,681
0,106 (0,107 (0,107 | 44,375| 45,069 45,069 0,142(0,141(0,142| 69,375 68,681 69,375
0,099(0,098|0,098( 39,514| 38,819| 38,819 0,135(0,135(0,136| 64,514 64,514 65,208
6 0,098(0,097|0,097| 38819| 38,125| 38,125 ° 0,135|0,134|0,134| 64,514| 63,819| 63,819
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