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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluo la capacidad antioxidantes de las hojas
de Jungia rugosa, Jungia coarctata, Jungia paniculata y Jungia fistulosa,
mediante las técnicas de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo ) y poder reductor

férrico (reduccion de ferricianuro).

La técnica de DPPH evalua la decoloracion del radical (DPPH) por accién de
un antioxidante y el poder reductor férrico la capacidad de un agente reductor
de reaccionar con el ferricianuro de potasio y formar ferrocianuro de potasio. Se
utilizé el &cido ascoérbico como estandar cuyo IC50 fue de 3,07 en la técnica de
DPPH.

En el ensayo de DPPH, la evaluacion de la actividad antioxidante de los
extractos metandlicos y de diclorometano, se expresdé por medio del 1C50
(concentracion a la cual se inhibe el 50% de los radicales libres), obteniendo
valores entre 71,09-352,86 pg/ml para metanol y entre 7,55-182,29 ug/ml para

diclorometano.

Para el ensayo del poder reductor, la evaluacion de la actividad antioxidante de
los extractos metandlicos y de diclorometano, se realizd por medio del calculo
del AAEAC (miligramos de acido ascorbico equivalente a 100 gramos de droga
seca), obteniéndose valores entre 6, 58-271,09 mg/g para metanol y entre
2,05-72,29 mg/g para diclorometano.

Mediante un test de ANOVA y test de Tukey se comprobd que existen
diferencias en la capacidad antioxidante entre especies en las dos técnicas

aplicadas.

A través de cromatografia de capa fina se realiz6 la identificacion de los
metabolitos de las diferentes especies de Jungia, encontrandose a los
compuestos fendlicos como las principales sustancias en otorgar las
propiedades antioxidantes a estas plantas. Los hallazgos sugieren que los
extractos analizados de Jungia tienen actividad antioxidante, atribuidos a la

presencia de compuestos fendlicos y terpenos.
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ABSTRACT

In this research the antioxidant capacity from Jungia rugosa, Jungia coarctata,
Jungia paniculata and Jungia fistulosa leaves was evaluated using DPPH (2, 2 -
diphenyl-1-pycrylhidrazyl) and reducing power (reduction of ferricyanide)

techniques.

DPPH assay evaluates bleaching radical (DPPH) by action of an antioxidant
and technique ferric reducing power the capacity of a reducing agent to react
with potassium ferricyanide and produce potassium ferrocyanide. Ascorbic acid

was used as standard wich IC50 was 3.07 pg/ml in the art of DPPH.

In the DPPH test, the evaluation of the antioxidant activity from the extracts and
the DCMs, was carried out using the IC50 (concentration to which 50% of free
radicals are inhibited), obtaining values between 71,09-352,86 pg/ml pg/ml for
methanol and between 7,55-182,29 ug/ml for DCM.

For the reducing power test, the evaluation of the antioxidant activity from the
extracts and the DCMs, was carried out by the AAEAC (milligrams of ascorbic
acid equivalent to 1 gram of dry drug), obtaining values between 6, 58-271,09

mg/g for methanol and between 2,05-72,29 mg/g for DCM.

Through an ANOVA test and a Tukey test it was proved that there are
differences in the antioxidant capacity between species in both antioxidant

techniques.

Using a thin layer chromatography, the identification of metabolites of different
species of Jungia was performed, finding the phenolic compounds as the main
substances in granting the antioxidant properties of these plants. The findings
suggest that the extracts analyzed from species Jungia have antioxidant

activity, attributed to the presence of phenolic compounds and terpenes.

Key words: Jungia rugosa, Jungia coarctata, Jungia paniculata, Jungia

fistulosa, DPPH, reducing power.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos hasta la actualidad las plantas han sido de gran
importancia en la sociedad; ya que se han empleado en muchos procesos de
curacion, y dando resultados satisfactorios en el alivio de enfermedades. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) alrededor del 80% de la poblacion
mundial emplea la medicina tradicional para tratar afecciones que estan
interfiriendo con su calidad de vida, dentro de esta medicina se ve implicado el
uso de extractos de plantas y sus principios activos, siendo de preferencia para

un gran porcentaje de la poblacion.

Sin embargo el estudio de las plantas y sus principios activos no solo tiene
aplicacion en la medicina ancestral, también es util en la medicina moderna, ya
que en el descubrimiento de nuevos principios activos puede utilizarse como
precursores de farmacos semisintéticos y sintéticos, ademas que su estructura

quimica puede servir como modelo para la elaboracion de una nueva molécula.

El género Jungia habita en regiones Andinas y es de gran interés su estudio ya
gue tiene una elevada cantidad de polifenoles, compuestos a los cuales se les
confiere el poder antioxidante de las especies de Jungia (J. paniculata, J.
coarctata, J. fistulosa, J. rugosa). El uso de antioxidantes en la actualidad es de
suma importancia debido a la elevada incidencia de enfermedades
consecuentes de la presencia de radicales libres; como cancer, enfermedades

cardiovasculares, cerebrovasculares y degenerativas.

En el presente estudio se investigara el poder antioxidante que poseen las
diferentes especies del género Jungia, para el cual se emplearan dos métodos,

el DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y el poder reductor férrico.
La hip6tesis planteada para iniciar la presente investigacion fue:

o Existen diferencias en la capacidad antioxidante de las diferentes

especies de Jungia.
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Se propusieron los siguientes objetivos:
Objetivo general

e Evaluar la actividad antioxidante de extractos metandlicos y de
diclorometano de Jungia paniculata, Jungia coarctata, Jungia fistulosa y
Jungia rugosa usando la técnica DPPH y el poder reductor férrico.

Objetivos especificos

e Validar las curvas de calibracion para cada una de las técnicas.

e Determinar la actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH en
extractos metandlicos y de diclorometano en estudio.

e Determinar la actividad antioxidante mediante la técnica del poder
reductor férrico en extractos metandlicos y de diclorometano en estudio.

e Determinar la composicion fitoquimica mediante cromatografia en capa
fina (TLC) de las distintas especies de Jungia y relacionar con la posible
actividad antioxidante.

e Comparar la capacidad antioxidante de las distintas especies de Jungia

en estudio.

Al culminar con la investigacion se pudo observar el cumplimiento de cada uno
de los objetivos planteados, ademas de que se aceptd la hipotesis planteada,
puesto que si existe diferencia de la capacidad antioxidante en las diferentes
especies de Jungia, esto se logro al aplicar un test de multiples comparaciones,
Tukey, por el cual se demostré que existe diferencia significativa entre la
especie de J. rugosa y J. paniculata; J. coarctata y J. fistulosa muestran una

capacidad antioxidante similar.

Mediante el analisis de varianza ANOVA se pudo conocer que la capacidad
antioxidante que presente una especie va depender del solvente de extraccién
empleado, asi los de metanol presentan una mejor actividad antioxidante frente
a los extractos obtenidos en diclorometano los cuales presentaron un IC50
mucho mayor a los del metanol.
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La actividad antioxidante que las diferentes especies mostraron podria
atribuirse a la presencia de compuestos fendlicos (cumarinas y flavonoides) asi
como compuestos terpenoides, los cuales fueron identificados mediante

cromatografia en capa fina (TLC).
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CAPITULO |
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1. MARCO TEORICO

A continuacion se detallan las caracteristicas botanicas y la distribucion

de las distintas especies del género Jungia, objeto de este estudio.

1.1 Jungia paniculata

1.1.1. Taxonomia
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Jungia

Especie: Jungia paniculata (Instituto de Ciencias Naturales, 2007)

1.1.2. Caracteristicas botanicas

Es un arbusto de la familia asteraceas, arroja los tallos lefiosos, con tomento
amarillo-ferrugineo: las hojas alternas, con peciolo, remotas, planas,
redondeadas, de figura de corazén por su base, con pelo aspero, hendidas en
cinco l6bulos redondeados y obtusos: la panoja terminal, grande vy
descompuesta; con las cabezuelas de las flores pequefias y amontonadas,
corola compuesta uniforme e igual; con las corolillas hermafroditas, de un
pétalo, en forma de embudo: el tubo gradualmente ensanchado; el borde de
dos labios; con la lacinia exterior revuelta, mas larga, linear y dentada por su
apice; la interior dividida en otras dos lacinias derechas agudas.(Linné &
Verdéra, 1787)
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1.1.3. Distribucién

Jungia paniculata es una planta herbacea distribuida en la parte central de la
cordillera de los Andes, entre 2000 y 3500 msnm. (R. Casado, A. Landa, & M.I.
Calvo, 2007)

Figura 1. 1 Hojas de Jungia paniculata.

Fotos: Proyecto Vlir de Plantas Medicinales, camino a la laguna de Llaviuco

1.2. Jungia coarctata

1.2.1. Taxonomia
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Jungia
Especie: Jungia coarctata (SIB, 2013)
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¥ 1(a)

Figura 1.2: Hojas de Jungia coarctata.

Fotos: Proyecto Vlir de Plantas Medicinales, camino a la laguna de Llaviuco

1.2.2. Caracteristicas Botanicas

Planta rastrera y trepadora, de hasta 8 m, tallo y ramas estrigosas. Hojas
estipuladas, ldmina principalmente membranosa, 7-9 lobadas (ocasionalmente
enteras), l6bulos redondeados u obtusos, densamente tomentosa, 9 x 12 cm,
pubescente con indumento grisdceo en el envés, peciolo de hasta de 7 cm de
largo. Capitulos en paniculas compuestas, bracteadas, ocasionalmente con
pedunculos a 1 cm de largo. Flores liguladas de 8 a 12, corola blanca a lila, de
hasta 7 mm de largo. El fruto un aquenio, fusiforme (cuando inmaduro), glabro;
pappus plumoso, amarillento, de las 7 mm de largo.(Fundacién Botanica de los
Andes, 2015)

1.2.3. Distribucién

Esta especie se encuentra en Colombia y Ecuador. En nuestro pais esta
ampliamente distribuida entre los 1500 y los 4500 msnm. (Fundacion Botanica
de los Andes, 2015)
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1.3. Jungiarugosa

1.3.1. Taxonomia
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Jungia

Especie: Jungia rugosa

1.3.2. Caracteristicas botanicas:

Es un arbusto que crece en los bordes de caminos del bosque de neblina y
mide hasta 1.5 m. Sus hojas son oblongas con l6bulos en el borde, el haz tiene
textura rugosa, el peciolo es de 4-5 cm, la lamina coridcea, orbicular,
marginalmente lobulada, algo escabrosa, palmatinervias, la base cordada, el
apice con ovulo agudo. Presenta inflorescencias agrupadas, las flores son
homogamas, numerosas, bilabiadas, de color blanco con la base marron
oscuro y con pilosidad. Se distingue facilmente por su superficie bulada
caracteristicas de parte superior de las hojas y filarios glandulares. El apice de
los filarios es variable de agudo a atenuado, pero la densidad glandular pelosa
y ciliolada de los méargenes es invariable (Mena & Medina, 2010; Santa Cruz
Cervera, 2011)

1.3.3. Distribucién:

La Jungia rugosa se distribuye a lo largo de Los Andes ubicados en Ecuador,

Peru y Bolivia.
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En el caso de nuestro pais, se la puede localizar en los siguientes lugares

cuyas altitudes varian entre 2900- 3800 metros sobre el nivel del mar:

e Chimborazo: parroquia Pungala, Parque Nacional Sangay, quebrada
Supaycahuan, Reserva Faunistica del Chimborazo.

¢ Napo: Laguna de Papallacta.

e Cafar: sector Mosquera, Ingapirca.

e Azuay: Parque Nacional El Cajas, Via Cuenca- Machala Km 22, Via
Cuenca- Soldados Km 23.

e Loja: Saraguro.

e Cotopaxi: Latacunga. (Fundacion Botanica de los Andes, 2015)

Figura 1. 3:Hojas de Jungia rugosa.

Fotos: Proyecto Vlir de Plantas Medicinales, camino a la laguna de Llaviuco

1.4. Jungia fistulosa

1.4.1. Taxonomia
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales
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Familia: Asteraceae
Género: Jungia

Especie: Jungia fistulosa

1.4.2. Caracteristicas botanicas:

Un arbusto, hierba o liana del bosque andino de alto y bajo (1.500-3.000 m).

1.4.3. Distribucién

e Conocido desde siete subpoblaciones en los Andes centrales y

occidentales, dentro de las provincias de Azuay, Bolivar, Cafar,

Chimborazo y Cotopaxi. (Fundacion Botanica de los Andes, 2015)

Figura 1.4: Hojas de Jungia fistulosa.

Fotos: Proyecto Vlir de Plantas Medicinales, camino a la laguna de Llaviuco.
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1.5. METABOLISMO VEGETAL
1.5.1. GENERALIDADES

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que se lleva a cabo
dentro de las células vegetales con el fin de sintetizar sustancias complejas a
partir de unas mas simples, y viceversa. El metabolismo vegetal podemos
clasificarlo en: metabolismo primario y metabolismo secundario. (Avalos Garcia
& Pérez, 2009)

Se llama metabolismo primario de las plantas a los procesos quimicos que
intervienen en forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de
las plantas. Son procesos quimicos pertenecientes al metabolismo primario de
las plantas: la fotosintesis, la respiracion, el transporte de solutos, la
translocacion, la sintesis de proteinas, la asimilacion de nutrientes, la
diferenciacion de tejidos, y en general la formacion de carbohidratos, lipidos y
proteinas que intervienen en estos procesos 0 son parte estructural de las
plantas. Comprenden los glacidos o hidratos de Carbono, los lipidos, las

proteinas y los acidos nucleicos. (Santana, 2010)

Los compuestos secundarios cumplen funciones que no resultan estrictamente
vitales en los tejidos y representan en ocasiones compuestos de desecho del
metabolismo. No estan, en general, directamente involucrados con el
crecimiento y desarrollo, ni participan en procesos tales como la obtencion de
energia. Muchos de ellos son aprovechados por la planta que los sintetiza para
interactuar con el medio, ya sea para atraer insectos y otros polinizadores,
repeler predadores o seres dafinos, impedir la competencia con otras plantas,
adaptarse a condiciones adversas de suelo o clima, etc. Es decir que cumplen

preferentemente funciones ecoldgicas. (Ringuelet & Viata, 2013)

Es importante destacar que tambiéen reciben la denominacion de productos
naturales y tienen un importante y significativo valor medicinal y econémico,
derivado éste ultimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria,

farmacéutica. Un gran numero de estos productos naturales, que ya se usaban
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en la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan
en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor,

aromas, colorantes, etc. (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

1.5.2. RUTAS BIOSINTETICAS

Como ya se ha comentado anteriormente, existen dos tipos fundamentales de
metabolismo:

1. El metabolismo primario se considera esencial para la vida y es comun a
todos los seres vivos del mundo.
2. El metabolismo secundario no se considera esencial para la vida y

Unicamente se produce en ciertos grupos vegetales.

Coz
l Fotosintesis
’— METABOLISMO PRIMARIO DEL CARBONO
Eritrosa-4-fosfato / \\ 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvate Piruvato (3-PGA)
Cl_clode los dcidos Aceti-Col
tricarboxilicos
Aminoacidos alifaticos
v
Via del cida Via del acido Via del 4cido Via MEP
shikimico maldnico mevaldnico
Aminoacidas
aromaticos
Productos secundarios
nitrogenados
b ¥ 1L
3 | Compuestos
- Terpenos

METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBOND

Figura 1.5: Metabolismo vegetal primario y secundario. (Santana, 2010)

31
Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

En el conjunto de los vegetales se puede diferenciar 3 rutas biosintéticas que

dan lugar a los metabolitos secundarios:

e Ruta del acido shikimico.

¢ Ruta del acetato-malonato (ruta de los policétidos).

e Ruta del acetato-mevalonato (ruta del acido mevalénico).(Kuklinski,
2000)

%l Fotosintesis . _on - lio.
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CH-OH cHO CH.OM
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Eritrosa-4-fosfato Giceraidehico- 3.2 ¥V Diutroxacetora P Am‘mas

o 1 o Acidos grasos
H.C-C-CH-C-CH;- Lipidos

iy
HO_CH,

8000

mMevaionico
0”0

ATP+CO, +H,0 ‘
Terpenos
Carotenoides

' ] Esteroides

Figura 1.6: Metabolismo secundario (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

1.5.3. CLASIFICACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
Se agrupan en cuatro clases principales.

e Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites
esenciales.
e Compuestos fendlicos: cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
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e Glicosidos: saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y
glucosinolatos.
e Alcaloides. (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

1.5.3.1. Terpenos

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios (mas de 40.000 moléculas diferentes). La ruta
biosintética de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como
secundarios de gran importancia para el crecimiento y supervivencia de las
plantas. Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de
unidades de isopreno (Figura 1.7)

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso cComo aromas
y fragancias en alimentacion y cosmética, o por su importancia en la calidad de
productos agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen importancia
medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas,

antimalariales, antimicrobianas, etc. (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

iy

C CH
HZC/ \cl;/ 2
H

Figura 1.7: Isopreno. (Ramirez, 2005)

1.5.3.1.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos volatiles de naturaleza compleja,
elaborados por ciertos vegetales a los que confieren un aroma agradable.
Oficialmente, se denominan aceites esenciales los productos que se pueden
obtener por arrastre con corriente de vapor de agua o0 por expresion del
pericarpio de ciertos frutos.
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Los aceites esenciales son generalmente liquidos a temperatura ambiente

aunqgue algunos solidifican a baja temperatura (esencia de anis).

Las aplicaciones de los aceites esenciales son multiples y variadas. Se utilizan
tanto por sus propiedades arométicas, en la industria alimentaria, en
perfumeria y en la industria de productos de limpieza, como por sus

propiedades farmacoldgicas, en la industria farmacéutica.

Las acciones farmacoldgicas son muy variadas tanto en su utilizacion por via
tdpica como en su uso por via interna. Las principales acciones farmacolégicas
son: antisépticos, desodorantes, analgésicos, antiinflamatorios, expectorantes,

antiespasmadicos, sedantes, diuréticos, etc. (Kuklinski, 2000)

PO N oH
X X-"0H

Geraniol

Linalol HO ‘
(anticonvulsivante)

= " 0H

HO

Nerol Eugenol
(anestésico y antiséptico)

Citronelol

Figura 1.8: Estructura de los aceites esenciales (Arcila, Loarca-Pifia,
Lecona, & Gonzalez, 2004)
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1.5.3.2. Compuestos Fendlicos

En el contexto del metabolismo, los aminoacidos aromaticos se pueden dirigir
tanto al metabolismo primario como al metabolismo secundario. Las plantas
sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo
fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles
o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico con un

grupo hidroxilo. (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

OH

Figura 1.9: Estructura Quimica del Fenol (Arcila-Lozano et al., 2004)

1.5.3.2.1. Cumarinas

Las cumarinas son metabolitos secundarios que proceden de la ruta del acido
shikimico. Son derivados de benzo-a- pirona con mas o menos sustituyentes
en las posiciones 5, 6, 7 y 8. Los radicales son generalmente H, OH o CHS3.
Casi todas poseen funcion hidroxilo o metoxilo en la posicién 7.

Los compuestos que se engloban bajo la denominacion de cumarinas tienen
estructuras muy variadas y, debido a esto, se observa una gran variabilidad en
sus acciones farmacoldgicas. Las principales acciones que se han apreciado

para las diferentes cumarinas son:

e Accion vitaminica P: disminuye la permeabilidad capilar y refuerzan
capilares

e Fotosensibilizadoras

35
Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

¢ Antinflamatorios.

e Antiespasmadicos.

e Vasodilatadores coronarios.
e Sedantes.

e Anticoagulantes. (Sepulveda, 2004)

5 4
6 3
2
7
s O O
Cumarina 1

Figura 1.10: Estructura quimica de cumarina (Sepulveda, 2004)

1.5.3.2.2. Flavonoides

Son moléculas que tienen dos anillos bencénicos unidos a través de una
cadena de tres atomos de carbono, puesto que cada anillo bencénico tiene 6
atomos de carbono, los autores los denominan simplemente como compuestos
CeC3Ce. (Martinez, 2005)

Figura 1.11: Estructura quimica de la Quercetina (Flavonol). (Diaz &
Heinzen, 2006)

Para su estudio sistematico los mas de 4000 flavonoides naturales se han

clasificado en varias clases de acuerdo con las variantes estructurales que
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presenta la cadena central C3. De acuerdo con esto los flavonoides se

clasifican en varios grupos:

¢ Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del anillo
C.

e Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo
carbonilo en posicién 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

e Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en
posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion Ca.

e Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero
ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

0 FLAVANONAS

FLAVONOLES

o 1) !
T i
OH &

0

FLAVANONOLES ANTOCIANIDINAS

Figura 1.12: Estructura de diferentes tipos de Flavonoides (Diaz &
Heinzen, 2006)

Las diferentes especies que contienen flavonoides poseen acciones
farmacoldgicas muy variadas: antihemorragicos, antiarritmicos, protectores de
la pared vascular o capilar, antiinflamatorios, antirradicales libres,
antihepatotoxicas, antibacterianos, antifingicos, antiviricos, antiespasmadicos,
entre otras.(Kuklinski, 2000)
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1.5.3.2.3. Lignina

La lignina es un polimero altamente ramificado de fenilpropanoides. Después
de la celulosa, es la sustancia organica mas abundante en las plantas. Se
encuentra covalentemente unida a la celulosa y a otros polisacaridos de la
pared celular. Es insoluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos
lo que hace muy dificil su extraccion sin degradarla. Desempefia un papel
estructural fundamentalmente, su naturaleza quimica es la base de su dureza
mecénica y de su rigidez que se manifiesta en los tallos lignificados, los troncos
de los arboles, imprimiendo su “caracter” a la madera. (Avalos Garcia & Pérez,
2009)

Estos compuestos se destacan por su actividad antimitética (inhiben el
crecimiento de cierto tumores) y por su efecto antihepatotéxico. (Kuklinski,
2000)

1.5.3.2.4. Taninos

Los taninos estan constituidos por un amplio grupo de compuestos
hidrosolubles con  estructura polifendlica, capaces de precipitar
macromoléculas. Esta capacidad para precipitarlas es la base de sus dos
propiedades principales: su capacidad de curtir la piel y su poder astringente.
(Kuklinski, 2000)

Sus principales acciones y usos son:

¢ Antidotos en intoxicaciones por metales pesados y alcaloides: debido a
su capacidad para formar estructuras complejas con estas sustancias.
e Astringentes: debido a su capacidad para precipitar proteinas de la piel.
e Antisépticos: bactericidas, bacteriostaticos, antifungicos.
e Antioxidantes (Kuklinski, 2000)
1.5.3.3. Glicosidos

Los glicosidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su nombre hace
referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de azucar
se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de
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Glicésidos de particular interés: saponinas, glicésidos cardiacos y glicésidos

cianogénicos. (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

1.5.3.3.1. Saponinas

Las saponinas se encuentran como glicésidos esteroideos, glicosidos
esteroideos alcaloides o bien (glicésidos triterpenos. Son por tanto
triterpenoides o esteroides que contienen una o0 mas moléculas de azucar en
su estructura. Se pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azucar, en
cuyo caso se denominan sapogeninas. La adicion de un grupo hidrofilico
(azacar) a un terpenoide hidrofobico da lugar a las propiedades surfactantes o

detergentes similares al jabon que presentan las saponinas. (Santaluce, 2010)

MOMNOSACARIDOS
Rha —Glu
Rha

EMLACE GLICOSIDICO

Figura 1.13: Estructura quimica de una saponina (Apablaza, Diaz, Martin,
& Moya, 2002)

Dentro de las principales aplicaciones farmacoldgicas de las saponinas se
encuentran: expectorante, antitusivo, diurético, antiinflamatorio. (Kuklinski,
2000)

1.5.3.3.2. Glico6sidos cardiacos

Son compuestos heterdsidos (azucar + aglicon), la parte glucidica esta
constituida por una o varias unidades de azucar y la parte aglicon de C27
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esteroidico, capaces de modular el funcionamiento del corazén, actuando

directamente sobre la contractibilidad del musculo.(Kuklinski, 2000)

1.5.3.3.3. Glicésidos cianogénicos

Los glicésidos cianogénicos son compuestos nitrogenados, que no son téxicos
por si mismos pero se degradan cuando la planta es aplastada liberando
sustancias volatiles toxicas como cianuro de hidrégeno (HCN). Un ejemplo es
la amigdalina que se encuentra en las semillas de almendra, albaricoque,

cereza o melocotdn. (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

CHLOH
H 0
oH HY O
CH,
HO H

H on H O—C—H

Figura 1.14: Estructura quimica de la Amigdalina. (Avalos Garcia & Pérez,
2009)

Estos son irritantes de la piel y de las mucosas. Por ello se utilizan como
rubefacientes (aplicados sobre la piel producen irritacion y enrojecimiento) y
revulsivos (aplicados sobre la piel producen irritacion local y mayor riesgo
sanguineo). (Kuklinski, 2000)

1.5.3.4. Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios
que tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al

menos un atomo de nitrdgeno en la molécula, y exhiben actividad biolégica. La
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mayoria son heterociclicos aunque algunos son compuestos nitrogenados

alifaticos (no ciclicos) como la mescalina o la colchicina.

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicoldgicas la
mayoria de ellas consecuencia de su interaccién con neurotransmisores. A
dosis altas, casi todos los alcaloides son muy téxicos. Sin embargo, a dosis
bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante muscular, tranquilizante,

antitusivos o analgésicos. (Avalos Garcia & Pérez, 2009)

N Heo £ N
HN N | HN |
T AN A
@) N
0~ °N N |
H Xantina CHs cafeina CHg Teobromina
A CHs
HiC—N 0
(o)
H
0
Cocaina

N Nicotina

Figura 1.15: Estructura de los Alcaloide. (Sepulveda, 2004)

1.6. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Las técnicas de cromatografia consisten en separar mezclas de compuestos
mediante la exposicidbn de dicha mezcla a un sistema bifasico equilibrado.
Todas las técnicas cromatograficas dependen de la distribucion de los
componentes de la mezcla entre dos fases inmiscibles: una fase movil, llamada
también activa, que transporta las sustancias que se separan y que progresan

en relacién con la otra, denominada fase estacionaria. (Couso, 2010)

41
Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

1.6.1. Adsorbentes y disolventes

Los dos adsorbentes (fase estacionaria) mas ampliamente utilizados son la gel
de silice (SiO2) y la alimina (AlI203), ambas de caracter polar. La alimina
anhidra es el més activo de los dos, es decir, es el que retiene con més fuerza
a los compuestos; por ello se utiliza para separar compuestos relativamente
apolares (hidrocarburos, haluros de alquilo, éteres, aldehidos y cetonas). El gel
de silice, por el contrario, se utiliza para separar sustancias mas polares
(alcoholes, aminas, acidos carboxilicos).El adsorbente debe ser inerte con las
sustancias a analizar y no actuar como catalizador en reacciones de
descomposicion. El adsorbente interacciona con las sustancias mediante
interaccion dipolo-dipolo o mediante enlace de hidrogeno si lo presentan.
(UAM, 2006)

Secuencia Orden de elucion | Actividad de | Fuerza de
de compuestos adsorbentes elucion de
disolventes
Hidrocarburos Celulosa Eter de
saturados petréleo
- Hidrocarburos Ciclohexano
A aromatico Benceno
Derivados
halogenados Tetracloruro
Eteres de carbono
Sulfato calcico Diclorometano
Cetonas Silice Cloroformo
Aldehidos Florisil Eter dietilico
Esteres Oxido de | Acetato  de
\4 Alcoholes magnesio etilo
Aminas Alimina
Acidos

Karen Aguilar, Caridad Tenorio
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Carbdn activo Acetona

+ n-propanol
Etanol
Metanol
Agua

Acido acético.

Tabla 1. Adsorbentes y disolventes mas comunes en cromatografia
(Milano, D"Armas, & Salazar, 2005)

1.6.2. Cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina es una técnica que emplea como fase
estacionaria una capa delgada de gel de silica o alimina adherida a un soporte
de vidrio o aluminio. Para llevar a cabo esta técnica se disuelve una pequefa
cantidad de la mezcla a separar y, con la ayuda de un capilar, se deposita
sobre la parte inferior de la placa. La cromatoplaca se introduce en un
recipiente cerrado que contiene unos mililitros de disolvente dejando que el
disolvente ascienda por capilaridad, de modo que los componentes de la
mezcla experimentan un proceso de adsorcién-desorcién, lo que provoca que

unos avancen mas rapidamente que otros. (Hellen, 2013)

1.6.3. Factor de retenciéon (Rf)

Se denomina factor de retardo (Rf) a la relacion existente entre la distancia

recorrida por un compuesto y la recorrida por el disolvente en el mismo tiempo:

distancia recorrida por el compuesto

distancia recorrida por el disolvente

Este factor depende tanto de las condiciones experimentales (temperatura,
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grado de saturacion de la camara de desarrollo, cantidad de muestra, etc.)
como de la composicion de la fase movil y de la fase estacionaria, pero es una
constante de cada especie quimica. Por este motivo, para un sistema
cromatografico dado (condiciones experimentales/fase estacionaria/fase movil),
el valor de Rf de un compuesto determinado es constante, permitiendo la

identificacion de especies.(UPO, s. f.).

1.7. OXIDACION
1.7.1. Definiciéon

La oxidacién es un proceso quimico en el que ocurre pérdida de electrones,
captacion de oxigeno o una cesion de hidrégeno (deshidrogenacion) y
reduccion a aquel otro en el cual se captan electrones o se pierden oxigenos.
Todo proceso de oxidacion va siempre acompafado de otro de reduccion. Son
reaccion de oOxido-reduccion o reacciones redox entre pares conjugados.
(Guerra, 2001)

1.7.2. Radicales libres

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén
gue necesita, la molécula estable que lo cede se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi una
verdadera reaccibn en cadena que destruye las células. La vida media
biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a
moléculas, membranas celulares y tejidos. Los radicales libres no son
intrinsecamente deletéreos; de hecho, nuestro propio cuerpo los produce en
cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus. (Avello & Suwalsky,
2006)
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Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:

« Radical hidroxilo (HO)+

o Peréxido de hidrogeno (H202)

e Anidén superodxido (02)

o Oxigeno singlete (102)

o Oxigeno nitrico (NO)

o Pero6xido (ROO)

e Semiquinona (Q)

e Ozono. (Avello & Suwalsky, 2006)

1.7.3. Fuentes de radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno (EROS), tienen un origen tanto endégeno,

como exoégeno. Entre las fuentes enddgenas destacan:

a. La cadena respiratoria, donde la reduccibn monovalente de la
molécula de oxigeno da lugar a la formacion de la mayoria de las
EROS.

b. Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macréfagos),
utilizan el sistema de la NADPH oxidasa generando directamente
al ion superoxido (0O2). Por otra parte, como mecanismo de
defensa, dichas células también generan éxido de nitrégeno (NO),
por accion de la 6xido-nitricosintasa sobre la arginina intracelular.
La combinacion del O2 con el NO da lugar a la formaciéon del
ONOO capaz de inducir peroxidacion lipidica en las lipoproteinas.

c. La autooxidacion de compuestos de carbono tales como
aminoacidos, proteinas, lipidos, glicésidos y acidos nucleicos dan
lugar también a la formacion de estos radicales.

d. La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo
intermediario como la hipoxantina, xantina oxidasa, aldehido
oxidasa, monoamino oxidasa y ciclooxigenasa, lipoxigenasa, son

fuentes representativas de esta produccion.
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Las fuentes exdgenas de radicales libres pueden ser:

e Ambientales. Radiacion electromagnética, luz solar, ozono, tabaco, etc.

e Farmacoldgicas. Xenobidticos, drogas, etc.

1.7.4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desequilibrio en nuestras células
debido a un aumento en los radicales libres y/o una disminucién en los
antioxidantes. Con el tiempo, este desajuste en el equilibrio entre los radicales

libres y los antioxidantes puede dafar los tejidos. (COEC, 2012)

Se producen durante las reacciones metabdlicas, mientras las células del
organismo transforman los alimentos en energia especialmente en situaciones
de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia y también por exposicidon a
determinados agentes externos como las radiaciones ionizantes o luz

ultravioleta, polucion ambiental, humo del tabaco, etc. ( Guerra, 2001)

1.7.5. Patologias relacionados con los radicales libres

Ante el estrés oxidativo el organismo responde con la defensa antioxidante,
pero en determinadas ocasiones puede ser insuficiente, desencadenando
diferentes procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos. En la actualidad son muchos
los procesos relacionados con la produccion de radicales libres como son:
mutagénesis, transformacién celular, cancer, arteriosclerosis, infarto de
miocardio, diabetes, enfermedades inflamatorias, trastornos del sistema
nervioso central, envejecimiento celular, etc. (Guerra, 2001; MARTINEZ
VASQUEZ, 2007)

1.7.6. Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los
radicales libres mediante la liberacion de electrones en nuestra sangre, los que

son captados por los radicales libres. (Avello & Suwalsky, 2006)
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1.7.6.1. Clasificacién de los Antioxidantes

La defensa antioxidante puede ser enzimatica 0 no enzimatica, asi como ser un

sistema reparador de moléculas.

1.7.6.1.1. Sistema enzimético.

Los organismos aerobios han desarrollado enzimas antioxidantes tales como:
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y DT-
diaforasa. (MARTINEZ VASQUEZ, 2007)

1.7.6.1.2. Sistema no enzimatico.

Las células utilizan una serie de compuestos antioxidantes o captadores de
radicales libres como son: vitamina E, vitamina C, [B-caroteno, ferritina,
ceruloplasmina, selenio, glutation reducido (GSH), manganeso, ubiquinona,
zinc, acido urico, flavonoides, coenzima Q, melatonina, bilirrubina, taurina,

cisteina, entre otros. (Guerra, 2001)

e Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los
atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B
desde el 2" al 6'.

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades
redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica. Esta estructura basica permite una

multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C.

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion:
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a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi.

b) La presencia de un doble enlace en posicion 2,3.

c) La presencia de grupos hidroxilo en posicion 3y 5.

d) La quercetina presenta las tres caracteristicas, mientras que la catequina
solo presenta la segunda y la diosmetina la primera (Gonzalez, Sdnchez, &
Tufion, 2007)

e Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenos constituidos por unidades mdultiples de
isopreno con un anillo de ciclohexano sustituido e insaturado en cada uno de

los extremos.

Son antioxidantes exdgenos, provenientes de la dieta que anulan la reactividad
y/o inhibe la generacién de radicales libres. (Avello & Suwalsky, 2006; Carranco

Jauregui, Calvo Carrillo, & Pérez-Gil Romo, 2011)

Figura 1.16: Estructura de B-caroteno (Carranco, Calvo, & Pérez, 2011)

e Vitamina C

Es hidrosoluble, elimina los radicales libres y regenera la capacidad
antioxidante de la vitamina E y activa ciertas enzimas. Ademas destruye
eficazmente las nitrosaminas a través de procesos radicalarios y se le atribuye
un efecto anticarcindgeno frente al humo del tabaco por concentrarse en los
alvéolos pulmonares y de inhibicion de la invasién tumoral.(Guerra, 2001)
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e Vitamina E

La vitamina E aumenta la resistencia de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) a la oxidacion y a la incorporacion por macréfagos que las haria mas

aterogénicas que las LDL nativas.(Guerra, 2001)

Origen Accion
1. Exiigenas
Vitamina E - Newtraliza el oxigeno singlete
- Captura radicaes lixres hidroxda
- Captura O,
« Newtraliza perdzidos
Vitamina C - Meutraliza el oxigens singlete
- Captura radicales libres de
hidrozile
- Captura [,
- Regenera la forma axadada dela
vitamana E
Betacarenos Meutraliza el oxigens singlete
Havonoides, Licopenos
2 Endogenis
Enziméticos Cofactor
Swpecbxido dismutasa {S00)  Cobre, sodio, manganeso
Catalasa [CAT) Higrro

Glutatitn penoadasa (GPx) Selenio
3. No enzimaticas

Ghatation Barreras fisioligicas gue anfrenta
&l axbgens a su paso desde el

Coenzima 0 aire hasta ks células

haida Tioctico Transportadores de metales

{transfermna y candoplasmina)

Tabla 2: Clasificacion de los antioxidantes, segun su origen. (Diaz, 2002)

1.8. METODOS UTILIZADOS EN LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Debido a las consecuencias producidas por los radicales libres, se han
realizado distintos métodos para evaluar la actividad antioxidante de diferentes
componentes, a través de fuentes generadoras de radicales libres, debido a
gue un gran porcentaje de la oxidacion es inhibida a través de la captura de los
radicales. Segun los estudios de Huang y colaboradores (2005), existen
diversos métodos para monitorear la actividad antioxidante de diferentes
compuestos, algunos basados en la transferencia del atomo de hidrogeno
(HAT) y otros basados en la transferencia de electrones (ET), donde se
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establece la capacidad del antioxidante, en la reduccion del oxidante, el cual,

cambia su color al ser reducido. (URIBE, 2010)

Entre los métodos de la transferencia de electrones existe el 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH), el acido 2,2’azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6 sulfénico (ABTS)
y la reaccion con el 6xido nitroso (test NO), entre otros. Entre los métodos mas
empleados se utilizan el ABTS y el DPPH, debido a que ambos métodos
presentan una gran estabilidad, son simples y de rapido analisis debido a que
presentan una reaccioén simple, que soélo involucra una reaccion redox con el
oxidante como un indicador del punto final de reaccion; ademas ambos
meétodos tienen la ventaja de que pueden ser utilizados en solventes organicos
acuosos y no polares, como es el caso del benceno. (URIBE, 2010)(Fernandez
et al., 2006)

La mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccion cinética
competitiva, generalmente estan compuestos de un generador de radical libre
sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante. (Fernandez et al.,
2006)

A continuacion se enumeran los métodos més utilizados para la determinacion

de la actividad antioxidante:

ENSAYO CATEGORIA
Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS™)

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") Ensayos basados en
Poder de reduccidn antioxidante del hierro (FRAP) la transferencia de

N N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) electrones (ET)

Capacidad de reduccidn antioxidante del cobre {CUPRAC)
Capacidad de absorcién del radical oxigeno (ORAC) Ensayos basados en
Pardmetro antioxidante de captura de radicales (TRAP) la transferencia de
Inhibicén de la oxidacidn del dcido linoleico dtomos de
Inhibicién de la oxidacién de los lipido de baja densidad (LDL) hidrégeno (HAT)

Tabla 3. Clasificacion de los ensayos segun su modo de reaccion. (Pérez,
Vargas, Martinez, Garcia, & Hernandez, 2003)
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1.8.1. Fundamento de la técnica de DPPH

Brand-Williams et al., (1995) evaluaron la actividad de compuestos especificos
0 extractos usando el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe¢)
en una solucion metandlica, este radical presenta una coloracion purpura con
absorbancia a 520 nm. Las sustancias atrapadoras de radicales libres
(donadoras de H) reaccionan con este compuesto y producen la desaparicion
del color. (MARTINEZ VASQUEZ, 2007; Ruiz, Venegas, Ruidias, Horna, &
Lépez, 2013)

En consecuencia, la desaparicion del DPPHe proporciona un indice para
estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. El
modelo que explica la actividad de un compuesto como antirradical se

ejemplifica con la siguiente ecuacion:
DPPH ¢ +(AH),, » DPPH — H + (A *),

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando atomos de
hidrogeno, dando como resultado radicales con estructuras moleculares
estables que detendran la reaccidén en cadena, tal es el caso de los fenoles. El
nuevo radical formado (A) puede interactuar con otro radical para formar
moléculas estables (DPPH-A, A-A).

Los resultados se pueden expresar como IC50, % de inhibicién, % de actividad
antirradicalaria o equivalentes a trolox o vitamina C. (MARTINEZ VASQUEZ,
2007)

Actividad Antioxidante

NO, N02
2,2 Difenil - 1 - picrilhidrazil (DPPH):H
({DPPH) naranja palido

Violeta

Figura 1.17: Reaccién de la actividad antioxidante del DPPH (MARTINEZ
VASQUEZ, 2007)

51
Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

1.8.2. Fundamento de la técnica del poder reductor férrico

Los métodos para medir el poder reductor son de los pocos que utilizan
compuestos inorganicos para la medida de la capacidad reductora de
sustancias, en concreto de su habilidad para reducir Fe3+ a Fe2+. El ensayo
de uso mas extendido, desarrollado por Oyaizu, M; se basa en la formacion de
ferrocianuro de potasio, este compuesto reacciona con el FeCI3 produciéndose
una intensa coloracion verde esmeralda que absorbe a 700 nm, cuya
intensidad es dependiente de la concentracion de los antioxidantes que se
encuentran en la muestra. Cuanto mayor sea la absorbancia en el medio de
reaccion, mayor sera el poder reductor de las sustancias antioxidantes que se

evaltuan. (Martinez, 2006)

El valor del poder de reduccion esta ligado a la cantidad de radicales libres que
un agente antioxidante esta en capacidad de captar para anular su alta
reactividad, y esta capacidad a su vez tiene relacion directa con la
concentracion del agente antioxidante, al aumentar la concentracion aumenta
el poder de reduccion. El incremento de la absorbancia da a entender un

aumento en el poder reductor de los extractos. (Cardona & Mejia, 2009)
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CAPITULO II
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2. MATERIALES

2.1. MATERIALES EMPLEADOS PARA EL DESARROLLO DE
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (THIN LAYER
CHROMATOGRAPHY-TLC)

Para la identificacion de metabolitos presentes en los extractos obtenidos se

emplearon los siguientes materiales:

e Fase estacionaria: placas de silica gel 60 F,s,
e Fases moviles:
o Tolueno- éter. (1:1)
o Acetato de etilo- &cido formico- acido acético glacial- agua.
(100:11:11:26)
o Cloroformo- acido acético glacial-metanol-agua. (65:25:9:1)
o Tolueno- dioxano- acido acético glacial. (90:25:4)
o Tolueno- acetato de etilo. (85:15)
o Cloroformo- metanol- agua. (65:25:4)
e Reveladores
o Productos naturales.
o Vainillina- acido fosforico.
o Anizhaldehido- acido sulfarico.
o Vainillina- acido sulftrico.
e Patrones de concentracion 0,25 mg/ml
o Escopoletina.
o Umbeliferona.
o Quercetina.
o Isorhamnetin.
o Apigenina.
o Querecetin 3- glucoroénido.
o Escina.
o Eugenol.
o Esclareol.
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o Geraniol.

e Extractos metandlicos y de diclorometano de las distintas especies de
Jungia

e Jeringas de vidrio 100 pl

e Camara de vidrio para fases méviles

e Pinza metélica

e Probetas

e Vasos de precipitacion de 250 ml

e Varillas de vidrio

e Frascos ambar

e Estufa

e Secadora

e Atomizadores

e Equipo de lectura de placas TLC (Camag TLC visualizer)

¢ Nitrégeno gaseoso Indura

2.2. MATERIALES Y EQUIPOS USADOS PARA LA EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.2.1. Evaluacién de la actividad antioxidante por el método del DPPH
(2,2- DIPHENYL-1-PICRYLHYDRAZIL)

Para la evaluacién de la actividad antioxidante por el método de DPPH se

emplearon los siguientes materiales:

e Balanza analitica modelo BBK-31, marca Boeco.

Vasos de precipitacién de 50 ml.

Espatula metalica pequefia.

Balones de aforo de 100 ml.

Papel aluminio.
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Varillas de vidrio.

Etanol calidad analitica Merck.

Extractos metandlicos y diclorometandlicos de las especies de Jungia
de concentracién 20 mg/ml.

Tubos Falcon de 10 ml.

Gradilla.

Tubos de vidrio pequefios.

Puntas para pipetas.

Pipetas automaticas:

o 10-100 pl marca Boeco (serie Nro. 8076667)

o 100-1000 pl marca Thermo (serie Nro.HJO8254)
Voértex modelo VX 22, marca Labnet.

Agua destilada ultrapura calidad HPLC:

Cubetas plasticas

Espectrofotometro marca Thermo, modelo Genesys 10-s

Preparacion de la solucion de DPPH 0,06 mM

En un vaso de precipitaciéon de 50 ml protegido de la luz con papel
aluminio se pesé 0,0024 g de reactivo de DPPH en la balanza
analitica.

Se disolvid con la ayuda de una varilla de vidrio y la adicion de una
alicuota de etanol analitico.

Se transfirid la solucion a un balén de 100 ml y se aforo.

La solucion se homogenizé con movimientos de inversién (20-30),
DPPH (2,2- DIPHENYL-1-PICRYLHYDRAZIL).
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DPPH (2,2- DIPHENYL-1-PICRYLHYDRAZIL)
MARCA SIGMA-ALDRICH

Especificaciones fisicas y quimicas

Formula Estado Masa molar Densidad Solubilidad

quimica fisico (20 °C)

CigH{2N50, Solido 394,32 1,4 kg/m?3 Insoluble en
cristalino g/mol agua

Tabla 4: Especificaciones del DPPH (Sigma- Aldrich, 2015).

2.2.1.2. Preparacion de la solucion madre de acido ascérbico de 100 ug/

ml

e En un vaso de precipitacion de 50 ml protegido de la luz con papel
aluminio se peso6 0,010 g de reactivo de &cido ascorbico en la balanza
analitica.

e Se disolvié con la ayuda de una varilla de vidrio y la adicién de una
alicuota de agua destilada ultra pura.

e Se transfirié a un balén de 100 ml la solucion, se aforé y se homogenizo.

e Acido ascorbico.

ACIDO L- ASCORBICO
MARCA SIGMA-ALDRICH

Especificaciones fisicas y quimicas

Formula Masa Punto de Solubilidad Actividad Pureza
quimica molar fusion (20 °C) Optica
CcHgOg4 176,12 190-194 °C 176,12 [@]25/D 19,0 99%
g/mol g/mol a 23,0,
c=10% en
H20

Tabla 5. Especificaciones del Acido ascorbico (Sigma- Aldrich, 2015).
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2.2.2. Evaluacién de la actividad antioxidante por el método del poder
reductor.
Para la evaluacion de la actividad antioxidante por el método de poder

reductor se emplearon los siguientes materiales:

e Balanza analitica BBK-31, marca Boeco.

e Vasos de precipitacion de 50 mly 100 ml.

e Espatulas.

e Varillas de vidrio.

e Balones de aforo de 100 y 500 ml.

e Probetas de 100 ml.

e Potenciometro modelo Orion Star A221, marca Thermo Scientific.

e Frascos ambar.

e Papel aluminio.

e Agua destilada calidad HPLC.

e Acido ascérbico.

e Etanol analitico.

e Tubos Falcon de 10 ml.

e Gradillas.

e Tubos de vidrio pequefios.

e Puntas para pipetas.

e Pipetas automaticas:
o 10-100 pl marca Boeco (serie Nro. 8076667).
o 100-1000 pl marca Thermo (serie Nro.HJO8254).

e Cubetas plasticas.

e Solucion buffer de fosfatos 0,2 M pH 6.6.

e Solucién de ferricianuro de potasio al 1% (w/v).

e Solucion de acido tricloroacético 10% (w/v).

e Solucién de cloruro férrico 0,1%.

e Vortex modelo VX 22, marca Labnet.
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e [Extractos metandlicos y de diclorometano las diferentes especies de

Jungia.

e Bafo maria

e Centrifuga

e Espectrofotdmetro marca Thermo, modelo Genesys 10-s

Preparacion de reactivos.

2.2.2.1.1. Preparacion de buffer de fosfato 0.2 M pH 6.6

Preparacién de solucién de fosfato de sodio monobésico dihidratado 0.2
M (Solucién A)

o

En vaso de precipitacion de 100 ml, se pes6 en la balanza
analitico 15.6 g del reactivo.

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

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

Se etiquetd correctamente y se cubrid con papel aluminio para

protegerlo de la luz.

Preparacion de solucién de fosfato de sodio dibasico heptahidratado 0.2
M (Solucién B)

o

En vaso de precipitacion de 100 ml, se pesé en la balanza
analitico 26.8 g del reactivo.

Se disolvié con la ayuda de una varilla y la adicion de pequefnas
alicuotas de agua destilada.

Se aforé en un balon de 500 ml homogenizando la soluciéon con
30 movimientos de inversion.

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

59

Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

e Con la ayuda de una probeta se tom6 62.5 ml de la solucién A y se
mezclé con 37.5 ml de la solucion B para obtener un pH de 6.6. No fue
necesario ajustar el pH de la solucion.

e Se transfirié la solucion final a un frasco ambar perfectamente etiquetado

y protegido de la luz.

2.2.2.1.2. Preparacion de la solucién de ferricianuro de potasio 1% (%w/v)

e Envaso de precipitacion de 100 ml, se pesaron 5 g del reactivo.

e Se disolvié con la ayuda de una varilla y la adicion de pequefas
alicuotas de agua destilada.

e Se aforé en un balon de 500 ml homogenizando la solucién con 20- 30
movimientos de inversién.

e Se transfirio a un frasco ambar, se etiquetd correctamente y se cubrio

con papel aluminio para protegerlo de la luz.

2.2.2.1.3. Preparacion de la solucién de acido tricloroacético 10% (%ow/v)

e En vaso de precipitacion de 100 ml, se pesaron 10 g del reactivo.

e Se disolvié con la ayuda de una varilla y la adicion de pequefas
alicuotas de agua destilada.

e Se afor6é en un balén de 100 ml homogenizando la soluciéon con 20- 30
movimientos de inversion.

e Se transfirié a un frasco ambar, se etiqueté correctamente y se cubrié

con papel aluminio para protegerlo de la luz.

2.2.2.1.4. Preparacion de la solucién de cloruro férrico 0.1%.

e En vaso de precipitacion de 100 ml, se pes6 en la balanza analitico
0.1665 g del reactivo.
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e Se disolvio con la ayuda de una varilla y la adicion de pequefias
alicuotas de agua destilada.

e Se aford en un balén de 100 ml homogenizando la soluciéon con 20-30
movimientos de inversion.

e Se transfirio a un frasco ambar, se etiqueté correctamente y se cubrio

con papel aluminio para protegerlo de la luz.
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CAPITULO I
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3. METODOS
3.1. ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (THIN
LAYER CHROMATOGRAPHY-TLC)

Para el analisis de mediante TLC se utilizaron los materiales mencionados en

el apartado 2.1.
3.1.1. Preparacion de las placas para TLC

Las placas para TLC se colocaron en la estufa durante 15 horas para lograr su
desecacion, luego se traz6 una linea de siembra a 1 cm del borde inferiory a 8

cm de ésta se traz6 la linea de frente del solvente.

3.1.2. Aplicaciéon de la muestra

e En el borde superior de la placa se identific6 el metabolito a
investigar, la fase movil y el revelador empleado; en la parte inferior
se identificaron los codigos de los extractos a analizar y patrones.

e Cada extracto se colocé a 1 cm de distancia entre si, y a una
distancia de 1 cm del borde inferior de la placa.

e La cantidad de muestra utilizada en la siembra fue de 4 pl.

3.1.3. Elucién sobre la placa

e La fase movil segun el metabolito a identificar se prepar6 el dia de
trabajo y fue colocada en la cdmara de vidrio durante 30 minutos,
logrando su saturacion.

e Utilizando la pinza se coloc6 la placa en la camara de vidrio
provista de la fase movil.

e El corrimiento se detiene cuando la fase movil ha llegado a la linea
de frente del solvente.

e Se retird la placa de la cAmara de vidrio con la pinza y se seco a

temperatura ambiente o con la ayuda de una secadora
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dependiendo del solvente, bajo la campana de extraccion de

vapores.

3.1.4. Revelado postcromatografico

La identificacion de los compuestos incoloros exige que estos sean revelados,
para facilitar su visualizacion se usan distintos tipos de reveladores segun los

metabolitos a ser identificados. (Anexo A)

Una vez que se han revelado las placas se dejan secar a temperatura ambiente
0 en la estufa durante 10 minutos y se procede a visualizarlas en el equipo de

lecturas de placas de TLC (Camag TLC visualizer).

El equipo permite realizar visualizaciones de las placas a 254 nm y 366 nm y
luz visible permitiendo revelar las fluorescencias que presentan las bandas de
los compuestos a analizar. Si se obtienen resultados al revelar las placas

como los indicados en la siguiente tabla, se puede tratar de:

Metabolito Revelador Deteccidn
Visible UV-365 nm
Cumarinas Productos - Fluorescencia:
naturales azul/azul-verde
Flavonoides Productos Flavonoles: Fluorescencia
naturales naranja- intensa

amarilo/amarillo-
verde
Flavonas:
naranja/amarillo-
verde
Saponinas Vainillina 1% en Azul/azul- -
acido sulfarico violeta/rojo/amarillo-
Anizaldehido- café Fluorescencia:

acido sulfarico azul/verde/violeta
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Vainillina-acido  Rojo-violeta Fluorescencia:

fosforico roja-azul
Triterpenos Vainillina 1% en Azul/verde/rojo/café -
glucosidos acido sulfurico

Anizaldehido- -

acido sulfurico
Terpenos Vainillina 1% en Morado-negruzco -
acido sulfurico

Tabla 6: Deteccion de metabolitos en el revelado postcromatografico.
(Wagner & Bladt, 2009)

3.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
En la presente investigacion se probaron dos técnicas:

e Evaluacién de la actividad antioxidante segun la técnica del DPPH en
extractos de metanol y de diclorometano.

e Evaluacién de la actividad antioxidante segun la técnica de poder
reductor en extractos de metanol y de diclorometano

3.2.1. Evaluacion de la actividad antioxidante segun la técnica de DPPH

Método

La actividad antioxidante de los extractos fue medida en términos de donacién
de hidrégeno, empleando la técnica del DPPH propuesta por Brand Williams et
al, con ligeras modificaciones. Se preparé una solucién de DPPH 0,06 mM y
0,7 ml de esta solucion fueron afiadidos a 0,7 ml de diferentes extractos en
etanol a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 pug/ml. Después de 30 minutos
necesarios para que se produzca la reaccion, se leyo la absorbancia a 520 nm
frente a un blanco de etanol. El estdndar de referencia usado fue el acido
ascorbico. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.(Kuskoski,
Asuero, Troncoso, Mancini-Filho, & Fett, 2005)

La actividad de barrido de DPPH fue calculada utilizando la siguiente ecuacion:
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. AB — AA
%Inhibicion = [T x100

Doénde:

AB= absorbancia del control

AA= absorbancia del estdndar o test. (Ruiz et al., 2013)

Los resultados se reportaron en términos de IC50 que se calcula mediante la

siguiente formula:

ICSO =

Dénde:

e 50=50% de inhibicion (eje de las ordenadas).
e b= punto de intercepcién de en eje d las ordenadas.

¢ m= pendiente de la recta.

3.2.1.1. Preparacion de los patrones de acido ascoérbico

e Se cubrid la gradilla de tubos con papel aluminio para protegerlos de la
luz.

e Se midieron las cantidades indicadas de solucién madre, agua destilada
y DPPH en cada patron como se sefiala en la tabla 7.

e Se homogenizaron los tubos de los patrones después de cada adicion

en el vortex.
Patron 1 2 3 4 5 6 7 Blanc  Contr
o) ol
Concentracié 1 2 3 4 5 6 7 - -
n (ug/mi)
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Sol. madre 20 40 60 80 100 120 140 - -

de acido

ascorbico (ul)

Agua 198 196 194 1920 190 188 186 - -

destilada (ul) O 0 0 0 0 0
Homogenizar en el vortex

Patrones (ml) 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 07

Solucién 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 07 - 0.7
DPPH (ml)
Etanol (ml) - - - - - - - 14 0.7

Tabla 7:Preparacion de los patrones de &cido ascorbico- método DPPH

3.2.1.2. Preparacion de la solucién madre y patrones del extracto.

3.2.1.2.1. Preparacion de la solucién madre del extracto de concentracion
200 pg/ml

e Se midio 50 pl del extracto y se colocé en un tubo Falcon cubierto con
papel aluminio para proteger de la luz.
e Se completd un volumen de 5 ml con de etanol analitico.

e Se homogeniz6 en el vortex.

3.2.1.2.2. Preparacion de los patrones del extracto

e Se cubrid la gradilla de tubos con papel aluminio para protegerlos de la
luz.

e Se midieron las cantidades de solucién madre, etanol analitico y DPPH
en cada patrén como se indican en la tabla 8.

e Se homogenizé en el vortex después de cada adicion.
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Patron 1 2 3 4 5 6 Blanco Control
Concentracion 5 10 25 50 100 150 - -
(Hg/ml)

Vol. Extracto 75 150 375 750 1500 2250 - -

(kL)

Etanol (ul) 2925 2850 2625 2250 1500 750 @ - -

Homogenizar en el vértex
Leer absorbancia de clorofila a 520nm
Patrones (ml) 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 - -

Solucién de 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 - 0.7
DPPH (ml)
Etanol (ml) - - - - - - 1.4 0.7

Tabla 8. Preparacion de los patrones del extracto- método DPPH

3.2.2. Evaluacion de la actividad antioxidante segun la técnica de poder

reductor férrico.

Método

El poder reductor de los extractos se determind segun el método descrito por
Oyaizu (1986) con pequefias variaciones. A 0.5 ml de extracto de
concentracion de 100 pg/ml, se le afadié 1.25 ml de tampédn fosfato 0.2 M, pH
6.6, y 1.25 ml de ferricianuro potasico al 1%. Esta mezcla se incubé a 50°C
durante 20 minutos, afadiéndole posteriormente 1.25 ml de acido
tricloroacético al 10 %. A continuacién, esta mezcla se centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos y, posteriormente, a 1.25 ml de sobrenadante obtenido se
la afiadieron 1.25 ml de agua destilada y 0.25 ml de cloruro férrico al 0.1 %,
registrandose la absorbancia de la mezcla a 700 nm. El poder reductor se
expresd en miligramos de acido ascorbico equivalentes a 100 gramo de droga
seca, para lo cual se construy6 la correspondiente recta patron. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.(Pérez, 2008)
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Se utiliza la siguiente férmula para calcular la capacidad antioxidante:

(As — Ac)(Fd)(Vo)
K.m

AAEAC =

Dénde:

As=absorbancia de cada muestra

Ac= absorbancia del control

m= peso del extracto (miligramos)

Vo= volumen

Fd= factor de dilucion

K= pendiente de la curva de calibracién de acido ascorbico

AAEAC= miligramos de acido ascorbico equivalentes a 100 g de droga seca
(mg/g)

3.2.2.1. Preparacion de los patrones de acido ascorbico

e Se cubrid la gradilla de tubos con papel aluminio para protegerlos de la
luz.

e Se midieron las cantidades indicadas de solucion madre, etanol analitico
y demas reactivos, en cada patron como se sefiala en la tabla 9.

e Se homogenizaron los tubos de los patrones después de cada adicion

en el vortex.
Patron 1 2 3 4 5 6 7 Blanc  Contr
o] ol
Concentracio 1 5 10 30 45 50 100 - -
n (Hg/ml)
Sol. madre de 10 50 100 300 450 500 100 - -
acido 0

ascorbico (ul)
Etanol (pl) 99 950 900 700 550 500 O 2.5 0,5
0
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Homogenizar en el vortex
Patrones(ml) 05 05 05 05 05 05 05 - -

Buffer de 12 125 125 125 125 125 125 - 1.25
fosfatos 5

0.2M, pH 6.6

(ml)

Ferricianuro 1.2 125 125 125 125 125 1.25 1.25
de potasio 5

1% (ml)

Homogenizar y llevar la mezcla reaccionante al Bafio Maria a 50 °C por 20

minutos. Dejar atemperar antes de continuar.

Acido 12 12 125 125 125 125 1.25 1.25
tricloroacético 5 5
10% (ml)

Centrifugar a 3000rpm por 10 minutos
Sobrenadante 1.2 1.2 125 125 125 125 1.25 1.25
(ml) 5 5
Agua 1.2 12 125 125 125 125 125 1.25
destilada (ml) 5 5
Cloruro 0.2 02 025 025 025 025 0.25 0.25
férrico 0,1% 5 5
(ml)

Dejar reposar 10 minutos y leer la absorbancia a 700 nm frente al blanco

Tabla 9. Preparacion de los patrones de acido ascérbico- método poder
reductor

3.2.2.2. Preparacion del patrén del extracto de concentracién 100 pug/ml.
e Se cubriod la gradilla de tubos con papel aluminio para protegerlos de la
luz
e Se midieron las cantidades de extracto y de etanol en el patron como se

indican en la tabla 10.
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e Se homogenizo en el vortex después de cada adicion.

Patron 1 Blanc  Contr
0 ol

Concentracion 100 - -

(Mg/ml)

Extracto pl) 15 - -

Etanol (pl) 2985 25 0.5
Homogenizar en el vértex

Patron (ml) 0.5 - -

Buffer de fosfatos 1.25 - 1.25

0.2M, pH 6.6 (ml)

Ferricianuro de 1.25 - 1.25

potasio 1% (ml)
Homogenizar y llevar la mezcla reaccionante al
Bafio Maria a 50 °C por 20 minutos. Dejar

atemperar antes de continuar.

Acido tricloroacético 1.25 - 1.25
10% (ml)

Centrifugar a 3000rpm por 10 minutos
Sobrenadante (ml) 1.25 - 1.25
Agua destilada (ml) 1.25 - 1.25
Cloruro férrico 0,1% 0.25 - 0.25
(ml)

Dejar reposar 10 minutos y leer la absorbancia
a 700 nm frente al blanco

Tabla 10: Preparacion del patron del extracto-método poder reductor
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CAPITULO IV
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4. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS DE TLC

Para la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en las plantas
estudiadas, se efectuaron corrimientos de cromatografia en capa fina (TLC)
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.1, para lo cual se emplearon
tres extractos en metanol y tres extractos en diclorometano para cada especie

(J. rugosa, J. coarctata, J. paniculata, J. fistulosa).

Los metabolitos investigados fueron: cumarinas, flavonoides, saponinas,
terpenos y triterpenos, se emplearon fases moviles y reveladores especificos
para cada metabolito (Anexo A). Las placas cromatograficas obtenidas se
observaron bajo UV 250 nm, 366 nm y espectro visible, con el fin de observar

coloraciones caracteristicas que ayudan en la identificacion.

Los cromatogramas para las cuatro especies de Jungia presentan corrimientos
muy similares que no revelan gran diferencia en su composicion, presentando
todas los mismos metabolitos secundarios, tal vez podria sospecharse que
presentan variaciones en cuanto a la concentracion y que se refleja en la mayor
intensidad en la fluorescencia observada y lo cual podria deberse a factores

como época de coleccion, condiciones del suelo, época del afio, etc.

De los metabolitos investigados los flavonoides son los que tienen mayor
relevancia en todas las especies de Jungia estudiadas debido a la funcién
antioxidante que cumplen. La cromatografia nos permiti6 observar intensas
fluorescencias amarillas a 366 nm con RF entre 0,70-0,72 (Figura 4.1) lo que
nos indica la presencia de flavonas y flavonoles; por la coloracion semejante a
la del patron podriamos decir que se trata de flavonoles del tipo de la

quercetina.
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Figura 4. 1: Cromatograma bajo UV 366 nm usando como revelador
productos naturales para flavonoides y cumarinas

Segun Enciso y Arroyo (2011) en un estudio realizado de la actividad
antioxidante en las hojas de Jungia rugosa nos afirma la presencia de: 3,5-
dihidroxi4,7-di metoxiflavona, 4,5,6,8-tetra metoxi-7-O-azucar flavona y 3-
hidroxi-5,6,7-tri metoxiflavona encontrados en la fraccion flavonica extraido de
las hojas de Jungia rugosa.(Enciso & Arroyo, 2011). Otra investigacion
realizado por Casado, Landa y Calvo (2007) titulado “Actividad Antioxidante de
Jungia paniculata y sus flavonoides” nos indica que ha sido identificado los
siguientes flavonoides: luteolina, apigenina, 7-glucosil-luteolina y 7-glucosil-
apigenina (Casado et al., 2007). Estos estudios demuestran la existencia de
diferentes tipos de flavonoides en la especie Jungia, compuestos a los cuales
se les podria atribuir el poder antioxidante. Es importante mencionar que los
flavonoides presentes en las plantas estudiadas son de tipo polar, lo cual se
argumenta por su falta de elucién en un fase movil de tipo apolar (tolueno —

dioxano- acido acético glacial).

En un estudio realizado por Cazar y Valdés (2013) se menciona la presencia
de lactonas sesquiterpénicas y furanosesquiterpenos en las hojas de Jungia, lo
cual sustenta lo encontrado en la presente investigacion, al observar bajo

espectro visible coloraciones verdosas que podrian indicar la presencia de
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terpenos, ademas en dos extractos se observo coloraciones violaceas

semejantes al esclareol con RF:0,18 (figura: 4.2) (Cazar, 2013)

Figura 4. 2: Cromatograma en espectro visible usando revelador para
terpenos en las distintas especies de Jungia

La observacion de la figura 4.3 nos indica que los terpenos con Rf: 0,67
presentan una coloracion verde oscura resultan especialmente interesantes
como marcadores del género Jungia al estar presente en todas las especies,
independientemente de variables como condiciones ambientales (época de
coleccién, altura, tipo de suelo, etc.), a diferencia del resto de metabolitos que
si presentan variaciones incluso dentro de la misma especie.
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Figura 4. 3: Cromatograma en espectro visible usando revelador para
terpenos en las distintas especies de Jungia

Es posible que en los extractos analizados exista la presencia de cumarinas, ya
que se observd fluorescencia azul a 366nm por lo que podria tratarse de
cumarinas simples (Figura 4.1), otros extractos presentaron fluorescencia mas
palida que podria tratarse de cromonas. Las cumarinas presentes en las
plantas estudiadas son polares ya que no hubo elucién en la fase mévil apolar

(tolueno-éter).

Por otra parte se presume de la presencia saponinas debido a que se aprecio

fluorescencias de color azul y verde en UV 366nm. (Figura 4.4)
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Figura 4. 4: Cromatograma de bajo UV 366nm usando revelador para
saponinas en las distintas especies de Jungia.

4.2. VALIDACION DE CURVAS DE CALIBRACION DE ACIDO
ASCORBICO EMPLEADAS PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE USANDO TANTO LA TECNICA DE
DPPH COMO LA DEL PODER REDUCTOR FERRICO.

Dentro del estudio de validacion se evalu6 la precision intra-dia, inter-dia y

linealidad de los dos métodos aplicados.

La evaluacion de la precision se llevd a cabo mediante un analisis de ANOVA,

expresando los resultados en porcentaje de coeficiente de variacion.

Las curvas de calibracion para la técnica de DPPH y poder reductor fueron

realizadas por dos analistas.

Mediante la aplicacion de la metodologia descrita en al apartado 3.2.1y 3.2.2,
se construyeron 6 curvas de calibracion (Anexo B) con 7 niveles de

concentracion: 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 ug/ml para el método de DPPH y 4 curvas de
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calibracion (Anexo C) con 7 niveles de concentracion: 1, 5, 10, 30, 45, 50 y 100

pg/ml para el método de poder reductor.

La tendencia lineal de las curvas de calibracion se observa a través del
coeficiente de determinacién, R?, con valores superiores a 0,99 en la técnica

del DPPHy mayores a 0,93 en la técnica del poder reductor.

Las curvas de calibracién se trabajaron con 7 patrones de concentracion, sin
embargo para la construccion de la curva se eliminaron los ultimos patrones, ya
gque a estas concentraciones, el radical libre se neutraliza con el acido
ascoérbico, dando lugar a una meseta. Este suceso se observéo en ambos
métodos de actividad antioxidante.

Para la validacion estadistica se llevd a cabo un test de ANOVA en un mismo
dia (intra-dia) y en dias consecutivos (inter-dia), obteniendo los resultados

siguientes:

Técnica de DPPH:

Analista 1 Analista 2

Patrones Concentracién Inter CV Intra CV Inter CV Intra CV

(hg/ml) (%) (%) (%) (%)
P1 1 3,22 0,73 2,37 3,9
P2 2 3,65 1,09 5,50 4,74
P3 3 7,66 3,7 2,22 3,33
P4 4 5,11 1,69 5,89 6,88
P5 5 12,32 3,68 4,87 9,37

Tabla 11: ANOVA Inter-dia e Intra-dia. Curvas de calibracion- método
DPPH
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En el ANOVA realizado para el analista 1, se puede observar en el inter-dia
que los coeficientes de variacion de los 4 primeros patrones (1-4 pg/ml) son
menores de 10%, lo que indica precision, mientras que el quinto patron (5
pug/ml) muestra un coeficiente de variacion de 12,32%, que segun el Instituto
Nacional de Estadistica y Censos(Instituto Nacional de Estadistica y Censos,
2013), es una precision aceptable; en el intra-dia todos los coeficientes de
variacion son menores al 10%, por lo tanto muestra precision en el trabajo. De
manera similar ocurre para el analista 2, tanto en el inter-dia como en el intra-

dia se obtienen coeficientes de variacion menores al 10% indicando precision.

Técnica del poder reductor:

Analista 1 Analista 2

Patrones Concentracién Inter CV Intra CV Inter CV Intra CV

(hg/ml) (%) (%) (%) (%)
P1 1 9,26 6,41 7,51 9,60
P2 5 8,11 6,58 11,93 4,02
P3 10 2,95 2,37 1,47 2,66
P4 30 7,17 2,15 1,02 1,10
P5 45 1,67 0,57 3,47 2,84

Tabla 12: ANOVA Inter-dia e Intra-dia. Curvas de calibracion- método
poder reductor.

En el ANOVA realizado para el analista 1, se puede apreciar, tanto en el inter-
dia como en el intra-dia, que todos los coeficientes de variacion estan por
debajo del 10%, por lo tanto el trabajo se realizé con precision. En el caso del

analista 2, se puede observar en el inter-dia, que el coeficiente de variacion del

79
Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

patron 2 (2 pg/ml) muestra un coeficiente de variacién de 12,93%, indicando
una precision aceptable, mientras que los demas patrones presentan un

coeficiente de variacion del 10%, mostrando precision en el trabajo.

4.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

4.3.1. Evaluacién de la actividad antioxidante mediante la técnica del
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

La actividad antioxidante se evalud utilizando el método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) como fue mencionado en el apartado
3.2.1, se observo que todos los extractos de las diferentes especies estudiadas
presentaron actividad antioxidante, esto se evidencié por la capacidad de
inhibir el radical DPPH a las diferentes concentraciones realizadas. Es
importante mencionar que al iniciar la investigacion se trabajé con
concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200ug/ml, sin embargo se observo
que a concentraciones superiores a 50ug/ml daba a lugar a la formacion de una
meseta por la neutralizacién del radical DPPH. Los valores de absorbancia de
los triplicados, IC50 y el porcentaje de inhibicion para cada extracto evaluado

se detallan en los Anexos D y E.

Para establecer las posibles diferencias entre las especies de Jungia con
respecto a su capacidad antioxidante, el parametro de estudio fue el IC50, que
nos indica la concentracion necesaria para inhibir el 50% de los radicales libres
(Tabla 13).
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Wilches 194 99,41 97,18
Wilches 183 125,88 245,40
Wilches 152 26,09 122,23
Wilches 147 107,79 47,15
Wilches 146 75,77 297,35
Wilches 144 129,82 369,62
Wilches 123 48,41 415,43
Wilches 100 90,46 323,00
Wilches 99 56,55 -

Wilches 98 78,88 -

Wilches 97 46,54 -

Wilches 181 45,00 117,56
wilches 180 - 198,01
Wilches 169 22,46 407,70
Wilches 168 37,03 316,64
Wilches 155 153,55 156,08
Wilches 154 93,55 144,99
Wilches 119 22,98 241,97
Wilches 118 55,97 250,65
Wilches 112 64,09 290,13
Wilches 95 58,71 -
Wilches 7 30,62 92,67

Wilches 202 80,87 638,70

Wilches 196 121,43 701,15
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Wilches 193 136,38 459,07
Wilches 133 36,18 216,48
Wilches 132 28,04 714,55
Wilches 131 33,84 -
Wilches 130 37,16 206,52
Wilches 129 24,11 278,47
Wilches 13 27,54 889,63
Wilches 11 25,36 670,15
Wilches 10 37,35 407,59
Cadigo del IC 50 (ug/ml) IC 50 (ug/ml)
Extracto Metanol DCM

Wilches 178 103,96 293,63
Wilches 175 34,55 317,95
Wilches 173 24,95 280,53
Wilches 149 15,65 166,66
Wilches 140 22,46 129,53
Wilches 139 28,42 542,17
Wilches 138 29,39 160,95
Wilches 137 22,38 221,09
Wilches 135 23,81 164,82

Tabla 13: Valores de IC50 de los extractos por el método del DPPH

Los valores encontrados del IC50 son muy variables comprende un rango entre
22,38 pug/ml — 153,55 pg/ml para los extractos metandlicos y un rango entre
47,15 pg/ml — 714,55 ug/ml para los extractos en diclorometano, mostrando su
poder antioxidante inferior al &cido ascoérbico (estandar) el cual posee un IC50
de 3,07 pg/ml, sin embargo es légico estos resultados puesto que el acido
ascorbico es un compuesto puro a diferencia de los extractos analizados los
cuales tienen una mezcla de compuestos ya que no se procedié a aislar

ninguno en particular.
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Se puede observar que existe una diferencia amplia entre los valores del IC50
de los extractos en metanol y diclorometano, razon por la cual se realizé un
analisis de ANOVA y el mismo nos afirmé que existe diferencia de la actividad
antioxidante dependiente del solvente de extracciobn empleado, al presentar
una probabilidad menor a 0,05 (Tabla 14)

Df  Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Solvente 1 1271521 1271521 64,63 9.25e-12 bl
Residuals 76 76 1495133 19673
Tabla 14: Analisis de Varianza del solvente (ANOVA)- método DPPH

A continuacién en la Figura 4.5 se muestra una representacion gréafica de la

diferencia de la actividad antioxidante en los diferentes solventes de extraccion
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Figura 4. 5: Box plot: Solvente- método DPPH. (0= metanol, 1=
diclorometano)

Ademas, se realiz6 un analisis de varianza especie-solvente para identificar si
hay diferencia en la capacidad antioxidante entre las especies de Jungia y si el
solvente de extraccidon ejerce influencia en la misma. La tabla 15 nos muestra

los resultados obtenidos.

83
Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Solvfact 1 1271521 1271521 98.448 5.53e-15 hk
Espfact 3 270200 90067 6.973 0.000358 *rx
solvfact:espfact 3 320838 106946 8.280 8.67e-05 *rx
Residuals 70 904095 12916

Tabla 15: Analisis de Varianza: Especie * solvente- método DPPH

Como podemos observar el analisis nos muestra que existe diferencia
significativa de la capacidad antioxidante entre las especies de Jungia
analizadas (P<0,05). De igual manera, se aprecia que existe interaccion entre
el solvente y la especie, lo que indica que la actividad antioxidante no sera la
misma para una especie y otra utilizando el mismo solvente de extraccion, y

viceversa.

Al comprobar mediante ANOVA que existian diferencia en las especies
evaluadas, se procedi6 a realizar un test de Tukey o multiples comparaciones,
el cual nos mostrara la especie que posee diferencia significativa. En la tabla
16 se puede observar que la especie de Jungia paniculata es la que difiere de
las demas especies, presentando una actividad antioxidante inferior en

comparacion a las demas.

La diferencia existente de la capacidad antioxidante entre las especias de
Jungia determinada en este estudio puede deberse a las diferentes condiciones
del microambiente y de los compuestos fendlicos presentes en las mismas,
como menciona Kuskoski, Asuero et al (2005) en su investigacion
“APLICACION DE DIVERSOS METODOS QUIMICOS PARA DETERMINAR
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN PULPA DE FRUTOS”(Kuskoski et al., 2005)
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Tabla 16. Multiples comparaciones. Especie- método DPPH. (1=Jungia
rugosa, 2=Jungia coarctata, 3=J.paniculata, 4= J.fistulosa)

HSD.test: especie
IC50 Std r | Min Max

111475242 119.7231 |19|26.09 [415.43
2 140.0180| 111.2871 |20|22.46 |407.70
3|274.7890| 287.8196 |21|24.11 |889.63
4 1143.4944| 143.8835 |18|15.65 |542.17
$groups

Trt | means M

3 274.7890 a

1 147.5242 b

4 143.4944 b

2 140.0180 b

En la figura 4.6 se muestra una representacion grafica de la diferente

capacidad antioxidante de las especies de Jungia

IC50

Figura 4. 6: Box plot: Especies- método DPPH. . (1=Jungia rugosa,
2=Jungia coarctata, 3=J.paniculata, 4= J.fistulosa)
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Segun la figura 4.6 se puede apreciar que la J. paniculta presenta un IC50
mayor al del resto de las especies estudiadas, siendo la media de 274,7890
pg/ml; lo que nos permite observar que esta especie de Jungia posee la menor
capacidad antioxidante en comparacion con las otras especies analizadas, las
cuales poseen un promedio de IC50 muy similares, J. rugosa 147,5242 ug/ml,
J. coarctata 140,0180 pg/mly J. fistulosa 143,4944 pg/ml.

4.3.2. Evaluaciéon de la actividad antioxidante mediante la técnica del

poder reductor.

La actividad antioxidante se evaluo utilizando la técnica del poder reductor
como fue mencionado en la metodologia del apartado 3.2.2. Se trabajo a una
sola concentracion (100 pg/ml), presentando actividad antioxidante en todos los

extractos metandlicos y de diclorometano.

Los valores de las absorbancias y AAEAC, de cada especie y solvente de
extraccion se detallan en los anexos F y G.

El pardmetro de medicién utilizado para identificar las posibles diferencias de
capacidad antioxidante entre las especies de Jungia, fue el AAEAC, que

significan los miligramos de &cido ascorbico equivalentes a 100 gramos de

droga seca.
J.rugosa
Metanol DCM
X X

AAEAC AAEAC
Codigo (mg/g) (mg/g)
wilches 183 71,0938| 110,9375
wilches 152 157,0313 63,9269
wilches194 84,3750| 146,3542
wilches 123 102,0833 68,9498
wilches 97 138,1279
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wilches 98 165,2968
wilches 144 133,3333 62,1354
wilches 99 129,2237
wilches 100 111,4155 72,2917
wilches 146 147,6563
wilches 147 114,5833
J.coarctata
Metanol DCM
X X
AAEAC | AAEAC
Cédigo (mg/g) (mg/g)
wilches 95 207,29
wilches180 146,88 80,82
wilches 118 166,41 173,70
wilches 168 207,31 101,04
wilches 181 101,82 80,82
wiches 96 183,33
wilches 169 162,76 97,66
wilches 119 230,37 95,31
wilches 7 214,58 182,29
wilches 112 155,71 177,86
wilches 154 190,10 174,74
wilches 155 188,54 178,65
J.paniculata
Metanol DCM
X X
AAEAC AAEAC
Codigo (mg/g) (mg/g)
wilches 10 206,25 178,65
wilches 130 193,75 103,13
wilches 133 183,85 107,55
wilches 196 132,29 93,61
wilches 193 134,11 83,11
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wilches 132 246,58 19,86
wilches 202 157,81 78,77
wiclhes 129 278,13 100,52
wilches 13 223,44 7,55
wilches 131 223,29 19,01
wilches 11 219,27 180,99
J.fistulosa
Metanol DCM
X X
AAEAC AAEAC

Cddigo (mg/g) (mg/g)

wilches 173 204,11 83,56
wilches 135 254,57 55,71
wilches137 192,71 53,88
wilches 175 131,28 76,26
wilches 140 285,16 108,59
wilches 178 58,45
wilches 138 213,54 55,02
wilches 139 201,30 40,18
wilches 149 352,86 108,85

Tabla 17: Valores de AAEAC de los extractos por el método del poder
reductor

Los valores encontrados del AAEAC son muy variables, comprende un rango
de 71,09-352,86 mg/g para metanol y entre 7,55-182,29 mg/g para
diclorometano, indicando mayor poder antioxidante en los extractos

metanolicos.

Se realizd un test de ANOVA debido a que los valores del AAEAC de los
extractos en metanol y diclorometano, presentan un rango de diferencia
marcado. Este test confirmd que si existe una diferencia significativa en la
actividad antioxidante respecto al solvente empleado, al presentar una
probabilidad menor a 0,05. (Tabla 18)
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DF Sum Sq mean Sq F value Pr(>F)
Solvfact 1 399877 399877 135.3 <2e-16 ok
Residuals 232 685605 2955
Tabla 18: Anédlisis de varianza. Solvente-método poder reductor

En la Figura 4.7 se muestra una representacion grafica de la diferencia de la

actividad antioxidante en los diferentes solventes de extraccion:
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Figura 4. 7: Box plot. Solvente- método poder reductor. (0= metanol, 1=
diclorometano)

Al igual que en el técnica del DPPH, se realiz6 un ANOVA especie-solvente
para identificar si hay diferencia en la actividad antioxidante entre las especies

de Jungia y si el solvente de extraccién influye en la misma.

DF Sum Sq mean Sq F value Pr(>F)
Espfact 3 70503 23501 11,98 2.62e-07 ok
Solvfact 1 4388144 438144 223 < 2e-16 ok
espfact:solvfact 3 133529 44510 23 7.04e-13 *hx
Residuals 226 443307 1962

Tabla 19: Andlisis de Varianza: Especie * solvente- método poder reductor
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Con este analisis podemos apreciar que si existe una diferencia significativa en

la actividad antioxidante entre las especies de Jungia estudiadas, al presentar

una P<0,05; ademas se puede observar que hay una influencia en cuanto al

solvente y la especie, es decir que la actividad antioxidante va a variar de una

especie a otra con un mismo solvente.

Al comprobar mediante ANOVA que existia diferencia en las especies

evaluadas, se procedi6 a realizar un test de Tukey o multiples comparaciones,

el cual nos indicara la especie que posee diferencia significativa. (Tabla 20)

AAEAC std R [Min Max
1 1.441.594 3.463.032 | 51 59.531.250 1.712.329
2 1.589.996 4.678.847 | 66 73.287.671 2.493.151
3 1.441.594 7.641.611| 66 5.208.333 2.867.188
4 1.456.491 9.307.620| 51 37.671.233 3.656.250
$groups
trt | means M
2 |158.9996| A
4 [145.6491| A
3 |144.1594| A
1 |110.5186| B

Tabla 20: Multiples comparaciones. Especie- método poder reductor.
(1=Jungiarugosa, 2=Jungia coarctata, 3=J.paniculata, 4= J.fistulosa

En la figura 4.8 se muestra una representacion grafica de la diferente

capacidad antioxidante de las especies de Jungia
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Figura 4. 8: Box plot. Especie- método de poder reductor. (1=Jungia
rugosa, 2=Jungia coarctata, 3=J.paniculata, 4= J.fistulosa

A través del test de Tukey se puede apreciar que la especie de Jungia rugosa
es diferente en su capacidad antioxidante con las demas especie de Jungia
analizadas, al presentar un valor promedio de AAEAC de 110,5186 mg/q,
mientras que Jungia coarctata, Jungia paniculata y Jungia fistulosa presentan
valores de 158,9996 mg/g, 144,1594 mg/g y 145,6491 mg/g, respectivamente,
seflalando que la Jungia rugosa presenta la menor capacidad antioxidante

entre estas especies.

Confrontando los resultados de la capacidad antioxidante de las distintas
especies de Jungia utilizando las dos técnicas podemos darnos cuenta que no
hay una concordancia entre los mismos, por lo que esto podria atribuirse a que
cada una de la técnicas evaldan parametros diferentes como menciona
Mercado et al, 2013 “El método del poder reductor férrico es, por tanto, un
método que no evalla la capacidad neutralizadora de radicales libres de la
muestra estudiada, sino su capacidad reductora por transferencia de
electrones. Por el contrario, los métodos ABTS y DPPH evaltan la capacidad
de la muestra para neutralizar radicales libres modelo” (Mercado, Carrillo, Wall-
Medrano, Lopez, & Alvarez, 2013), lo que justifica la diferencia existente entre

los dos métodos; por otro lado la diferencia entre los tiempos en que se
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procesaron las muestras pudo generar deterioro en los extractos procesados y

alterar la concentracion de los metabolitos evaluados.(Zapata et al., 2006)
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CAPITULO V
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5. CONCLUSIONES

Se concluye que la hipétesis planteada para la presente investigacion fue
aceptada debido a que se determind que existe diferencia de la capacidad
antioxidante en las especies de Jungia estudiadas. La diferencia de su
actividad se pudo apreciar tanto al aplicar el método del DPPH como del
poder reductor. Jungia coarctata y Jungia fistulosa no presentaron
diferencia en ambos métodos empleados al aplicar el test de mdltiples
comparaciones, Tukey, sin embargo; Jungia rugosa y Jungia paniculata
presenta diferencias en su capacidad antioxidante.

Se evalué la actividad antioxidante de los extractos metandlicos y
diclorometandlicos de las cuatro especies de Jungia en estudio por el
método del DPPH. Tanto los extractos metanolicos como los de
diclorometano presentaron actividad antioxidante, la cual fue evaluada por
el IC50. Los valores de IC50 para los extractos en diclorometano fueron
significativamente mas elevados que para los metandlicos, orientdndonos a
concluir que la actividad antioxidante de los extractos estan en funcion del
solvente empleado en la extraccion. Los extractos de diclorometano
presentan una actividad antioxidante sumamente baja con respecto a los
metanalicos, esto se puede atribuir a que el solvente al ser de tipo apolar no
logra la extraccion de los compuestos fendlicos (flavonas y flavonoles) que
mediante la cromatografia en capa fina demostraron ser de tipo polar.
Concluyendo que los extractos en metanol presentan una mejor actividad
antioxidante que los de diclorometano.

Se evalud la actividad antioxidante también mediante la técnica del poder
reductor, empleando extractos metandlicos y de diclorometano de las
especies de Jungia objeto de estudio. Al igual que la técnica del DPPH,
tanto los extractos metandlicos como los de diclorometano presentaron
actividad antioxidante, la cual fue evaluada por el AAEAC. Los valores de
AAEAC se encuentran entre 71,09-352,86 mg/g para extractos metandlicos
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y entre 7,55-182,29 mg/g para para extractos en diclorometano, sefialando
mayor actividad antioxidante en los extractos metandlicos.

e Mediante el andlisis por cromatografia de capa fina (TLC) en todos los
extractos de J. rugosa, J. coarctata, J. paniculata y J. fistulosa se evidencio
la presencia de flavonoides del tipo de la quercetina con RF: 0,70-0,72, los
flavonoides presentes en estos extractos son de tipo polar ya que no hubo
elucion en la fase movil de tipo apolar presentando RF correspondientes a
la linea de siembra. Por otra parte se evidencio la presencia de compuestos
terpenoides al presentar coloraciones verdosas al espectro visible. Las
especies de Jungia también contienen saponinas y cumarinas simples por
las coloraciones presentadas a 366nm. Podemos concluir que las especies
de Jungia presentan una actividad antioxidante, por el contenido de
compuestos fendlicos, antioxidantes naturales de alto poder, los cuales
fueron evidenciados en el TLC.

Se concluye que las especies de Jungia estudiadas presentan una
composicién bastante similar, pudiéndose considerar a los terpenoides
presentes como metabolito secundario marcador del género Jungia, sin
embargo existen variables que no han sido consideradas para el analisis
como lugar de recoleccion, estacion, tipo de suelo, entre otras que influyen
en la presencia y concentracién de ciertos metabolitos secundarios, por lo
gue se sugiere para llegar a resultados mas concluyentes se realicen
estudios en los que se puedan estandarizar condiciones como las
ambientales al momento de realizar la coleccion de las plantas.

Ademas la investigaciobn deberia ampliarse con nuevos estudios que
permitan obtener mayores datos adicionales, como por ejemplo anlisis
usando HPLC o fingerprinting que nos permitan establecer mediante la

sensibilidad de los métodos mayor diferencia de composicion.
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CAPITULO VI
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6. RECOMENDACIONES

e Debido a que esta investigacion se obtuvieron resultados diferentes en
la capacidad antioxidante para cada técnica, se sugiere que los ensayos
deban realizarse en periodos de tiempo similares, para poder comprobar
de mejor manera las técnicas aplicadas.

e En el presente estudio se realizé la cromatografia en capa fina de 3
extractos de cada especie, los cuales fueron escogidos sin considerar
variables importantes como: época del afio, tipo de suelo, hora del dia,
etc., razon por la cual se recomienda hacer un nuevo estudio igualando
condiciones, para obtener datos mas concretos. Ademas se sugiere
realizar HPLC o fingerprinting para poder obtener datos mas concretos

de su composicidn quimica ya que se trata de métodos mas sensibles.
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Marcha Fitoquimica por TLC

Fase movil Metabolito a Patrones (0,25mg/ml) Extractos (5mg/ml) Reveladores Placas Dimensione

investigar S

Tolueno- éter (1:1) Cumarinas Escopoletina, J. rugosa Productos naturales 2 soporte de = 15 x 10cm
Umbeliferona Wilches 152 plastico
Wilches 147
Wilches 194
J. coarctata
Wilches 119
Wilches181
Wilches 154
J. paniculata
wilches 130
Wilches 202
Wilches 193
J. fistulosa
Wilches 135
Wilches 178
Wilches 175
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Acetato de etilo-acido

formico- &cido acético glacial-

agua (100:11:11:26)

Cloroformo-acido acético

glacial-metanol-agua
(65:25:9:1)

Tolueno- dioxano-acido
acético glacial (90:25:4)

Tolueno- acetato de etilo

(85:15)

Cloroformo-metanol-agua

(65:25:4)

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Cumarinas

Flavonoides

Saponinas

Flavonoides

Terpenos

Triterpenos

glucosidos

Escopoletina,
Umbeliferona

Quercetin

Isorhamnetin

Apigenin

Quercetin 3 glucorénido

Escina

Quercetin

Isorhamnetin

Apigenin

Quercetin 3 glucorénido
Eugenol, Esclareol,
geraniol

Eugenol, Esclareol,
geraniol

Anexo A: Marcha Fitoquimica para Cromatografia de Capa Fina

Karen Aguilar, Caridad Tenorio

Productos naturales

Vainillina-acido fosférico

Vainillina- &cido sulftrico

Productos naturales

Vainillina- acido sulftrico

Vainillina- acido sulfarico

2 soporte de

plastico

4 soporte de

vidrio

2 soportes de

plastico

2 placas de
vidrio
2 placas de

vidrio

19 x 10cm

14 x 10cm

17 x 10 cm

16 x 10 cm

16 x 10 cm
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CURVAS DE CALIBRACION PARA EL METODO DEL DPPH

1. Curvas de calibracion del analista 1

Dia 1l
Curval
1 2 3 4 5 6 7
0,284 0,225 0,163 0,12 0,09 0,068 0,047
0,288 0,223 0,178 0,124 0,088 0,085 0,055
0,281 0,235 0,167 0,115 0,086 0,077 0,048
0,284 0,228 0,169 0,120 0,088 0,077 0,050
0,003 0,005 0,006 0,004 0,002 0,007 0,004
1,01 2,31 3,75 3,08 1,86 9,06 7,12
18,72 34,95 51,62 65,81 74,86 78,10 85,71
3,01
0,35
CURVA DE CALIBRACION 1
90,00
80,00 .
S 70,00 o ®
S6000 e
2 50,00 e IR
€ 2000 | e y = 14,314x + 6,2486
© 3000 e ” RZ = 0,9887
< 20,00 o
10,00
0,00
0 1 2 3 4 5
Concentracién ug/ml
Curva 2
1 2 3 4 5 6 7
0,278 0,231 0,168 0,127 0,091 0,069 0,041
0,276 0,236 0,179 0,12 0,08 0,07 0,045
0,305 0,235 0,17 0,111 0,074 0,071 0,05
0,286 0,234 0,172 0,119 0,082 0,070 0,045
0,013 0,002 0,005 0,007 0,007 0,001 0,004
4,62 0,92 2,78 5,49 8,62 1,17 8,12
18,14 33,14 50,76 65,90 76,67 80,00 87,05
3,07
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100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% de Inhicion
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0,35

CURVA DE CALIBRACION-2

........ ®
..... Py
..... o
o« y = 14,981x + 3,9816
........... R?=0,994
o
1 2 3 4 5
Concentracién ug/ml
Curva 3
1 2 3 4 5 6 7
0,281 0,237 0,152 0,112 0,091 0,063 0,043
0,286 0,223 0,165 0,128 0,085 0,069 0,034
0,275 0,238 0,154 0,105 0,093 0,062 0,038
0,281 0,233 0,157 0,115 0,090 0,065 0,038
0,004 0,007 0,006 0,010 0,003 0,003 0,004
1,60 2,94 3,64 8,37 3,79 4,78 9,60
19,81 33,52 55,14 67,14 74,38 81,52 89,05
3,00
0,35
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CURVA DE CALIBRACION 3

90,00
80,00 e
700 e
’ ’ .....
J—
% 50,00 e y=14,276x + 7,1714
= 4000 e R?2=0,9716
-qc: 30,00 [ e ®
= 20,00 o
10,00
0,00
0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (ug/ml)
Dia 2
1 2 3 4 5 6 7
0,24 0,195 0,163 0,09 0,057 0,047 0,051
0,241 0,182 0,155 0,1 0,06 0,045 0,052

0,261 0,181, 0,144} 0,095 0,05 0,051 0,05

0,247 0,186 0,154, 0,095| 0,056 0,048, 0,051

0,010 0,006, 0,008 0,004 0,004, 0,002 0,001

3,91 3,43 5,06 4,30 7,53 5,23 1,60

20,73| 40,38 50,64| 6955 82,16 84,72| 83,65

2,83

0,31

CURVA DE CALIBRACION

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00
0 1 2 3 4 5 6

CONCENTRACION (UG/ML)

y=15,203x + 7,0833
R*=0,992

% INHIBICION

Dia 3

111
Karen Aguilar, Caridad Tenorio



UNIVERSIDAD DE CUENCA

0,268| 0,201 0,148| 0,071 0,07 0,068 0,054

0,284| 0,191 0,122 0,072 0,06| 0,056 0,05

0,281 0,207, 0,119| 0,078 0,06 0,073| 0,062

0,278 0,200 0,130 0,074, 0,063, 0,066 0,055

0,007| 0,007 0,013 0,003 0,005 0,007 0,005

2,50 3,31 10,04 4,20 7,44 10,86 9,02

20,21| 42,62 62,74| 78,83 81,80 81,13 84,10

2,44

0,348

CURVA DE CALIBRACION

90,00

80,00 | °
7000 [T
e 0 et
2 60,00 -
K]
S conn e
200 y = 19,598x + 2,1073
E 4000 - R2 =0,9947
Q30 [ e
NN
20,00 ®
10,00
0,00
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Concentracion ug/ml

Dia 4
1 2 3 4 5 6 7
0,262 0,21 0,138 0,085 0,075 0,044 0,061
0,262 0,2 0,136 0,091 0,064 0,045 0,045

0,26, 0,202 0,137 0,083, 0,054| 0,037 0,048
0,261| 0,204, 0,137 0,086 0,064, 0,042 0,051
0,001 0,004, 0,001, 0,003 0,009, 0,004, 0,007

0,36 2,12 0,60 3,94 13,33 8,47 13,53
21,80 38,92 5898| 74,15 80,74, 87,43| 84,63
2,68
0,334
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CURVA DE CALIBRACION
90,00 ;
8000 | e ®
£7000 Q..
3 60,00 0.
25000 [
€ 4000 o y = 15,31x + 8,9896
é 3oloo ----------- R? =0,9744
X 20,00 ¢
10,00
0,00
0 1 2 3 4 5 6
Concentracion ug/ml
1. Curvas de calibracion del analista 2.
Dia 1
Curval
1 2 3 4 5 6 7
0,266 0,237 0,18 0,144 0,11 0,052 0,051
0,283 0,238 0,178 0,127 0,109 0,068 0,051
0,288 0,214 0,172 0,146 0,1 0,058 0,056

0,279 0,230 0,177 0,139 0,106 0,059 0,053

0,009 0,011 0,003 0,009 0,004 0,007 0,002

3,38 4,83 1,92 6,13 4,23 11,12 4,48
17,06 31,65 47,42 58,63 68,35 82,34 84,33
3,42
0,336

CURVA DE CALIBRACION 1

80,00

70,00

60,00 )

50,00 o

4000 | e

30,00 L y=12,956x +5,7536
R?=0,9903

20,00 pe

10,00

0,00
0 1 2 3 4 5 6

Concentracién ug/ml

% de Inhibicion

o
.
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80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Curva 2
1 2 3 4 5 6 7
0,232 0,229 0,167 0,137 0,123 0,062 0,054
0,291 0,216 0,162 0,147 0,112 0,05 0,046
0,28 0,217 0,183 0,14 0,104 0,062 0,057
0,268 0,221 0,171 0,141 0,113 0,058 0,052
0,026 0,006 0,009 0,004 0,008 0,006 0,005
9,57 2,68 5,25 2,96 6,89 9,75 8,87
19,91 33,93 48,90 57,68 66,17 82,63 84,33
3,40
0,334
CURVA DE CALIBRACION 2
Y
P
..... 0
......... y=11,627x + 10,438
¢ R?=10,9826
1 2 3 4
Concentracion ug/ml
Curva 3
1 2 3 4 5 6 7
0,248 0,195 0,169 0,12 0,105 0,06 0,015
0,256 0,215 0,159 0,128 0,118 0,08 0,011
0,252 0,2 0,152 0,136 0,108 0,078 0,013
0,252 0,203 0,160 0,128 0,110 0,073 0,013
0,003 0,008 0,007 0,007 0,006 0,009 0,002
1,30 4,18 4,36 5,10 5,04 12,38 12,56
18,71 34,41 48,39 58,71 64,41 76,56 95,81
3,44
0,31
114
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CURVA DE CALIBRACION 3

80,00
70,00
s . .
3 50,00 o
Z 4000 e
® 3000 L e [ y =11,57x + 10,215
- I
20,00 ®
10,00
0,00
0 1 2 3 4 5 6
Concentracién ug/ml
Dia 2
1 2 3 4 5 6 7
0,269 0,219 0,147 0,065 0,047 0,05 0,033
0,272 0,216 0,143 0,088 0,04 0,048 0,033
0,27 0,214 0,147 0,076 0,039 0,041 0,05
0,270 0,216 0,146 0,076 0,042 0,046 0,039
0,001 0,002 0,002 0,009 0,004 0,004 0,008
0,46 0,95 1,29 12,30 8,47 8,33 20,73
13,63 30,88 53,46 75,61 86,58 85,20 87,65
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% de Inhibicion
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80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Dia 3

1 2 3 4 5 6 7
0,297 0,266 0,203 0,153 0,083 0,086 0,09
0,31 0,231 0,191 0,15 0,08 0,062 0,079
0,304 0,248 0,198 0,148 0,086 0,086 0,071
0,304 0,248 0,197 0,150 0,083 0,078 0,080
0,005 0,014 0,005 0,002 0,002 0,011 0,008
1,75 5,75 2,49 1,37 2,95 14,50 9,74
12,74 28,64 43,30 56,80 76,15 77,59 77,01

3,42

0,348

Curva De Calibracion
.."...-
o y=15,498x - 2,9693
R? = 0,9967
2 3 4
Concentracién ug/ml
Dia 4

1 2 3 4 5 6 7
0,295 0,235 0,194 0,13 0,079 0,097 0,103
0,315 0,263 0,196 0,136 0,075 0,11 0,12
0,306 0,246 0,199 0,136 0,078 0,069 0,105
0,305 0,248 0,196 0,134 0,077 0,092 0,109
0,008 0,012 0,002 0,003 0,002 0,017 0,008
2,68 4,64 1,05 2,11 2,20 18,60 6,94
12,71 29,14 43,90 61,71 77,90 73,71 68,76

3,30

0,35
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CURVA DE CALIBRACION

.t

y =16,296x - 3,8113

4

Concentracion ug/ml

R?=10,9993

Anexo B: Curvas de Calibracion del Acido Ascérbico por el método del DPPH.

CURVAS DE CALIBRACION PARA EL METODO DEL PODER
REDUCTOR

1. Curvas de calibracion del analista 1

Dia 1l

Curval

Abs 1 0,076 0,119 0,207 0,49 0,62 0,622 0,925

Abs 2 0,063 0,121 0,215 0,415 0,6 0,63 0,9

Abs 3 0,08 0,129 0,217 0,503 0,622 0,636 0,917

Promedio 0,073 0,123 0,213 0,469 0,614 0,629 0,914

Desviacion estandar 0,0073| 0,0043| 0,0043| 0,0388| 0,0099| 0,0057| 0,0104

%CV 9,94 3,51 2,03 8,26 1,62 0,91 1,14
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Absrobancia 700nm

1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

0,000

Curva de Calibracion

10 20
Concentracion pg/mill

30

y =0,0137x

R?=0,9392

40

50

60

Curva 2
Abs 1 0,085 0,135 0,217 0,473 0,627 0,618 1,033
Abs 2 0,076 0,139 0,229 0,518 0,611 0,668 0,858
Abs 3 0,088 0,147 0,224 0,479 0,625 0,659 1,077
Promedio 0,083 0,140 0,223 0,490 0,621 0,648 0,989
Desviacion estandar | 0,0051| 0,0050| 0,0049| 0,0199| 0,0071| 0,0218| 0,0946
%CV 6,14 3,56 2,20 4,07 1,15 3,36 9,56
Curva de Calibracion
1,200
1,000
€
=
8 0,800
~
(1]
'S 0,600 ®
S
g 00 y = 0,0141x
< 0,200 R2=0,9221
™
0,000
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion pg/mill
118

Karen Aguilar, Caridad Tenorio




UNIVERSIDAD DE CUENCA

Dia 2
Abs 1 0,075 0,146 0,215 0,468 0,607 0,649 0,899
Abs 2 0,074 0,133 0,2 0,474 0,6 0,646 0,878
Abs 3 0,073 0,14 0,211 0,469 0,601 0,65 0,887
Promedio Abs 0,074 0,140 0,209 0,470 0,603 0,648 0,888
Desviacion estandar | 0,0008| 0,0053| 0,0063| 0,0026| 0,0031| 0,0017| 0,0086
%CV 1,10 3,80 3,04 0,56 0,51 0,26 0,97

1,200
1,000
0,800
0,600

0,400

Absorbancia 700nm

0,200

0,000

Curva de calibracion

y =0,0138x

R*=0,9387

10

20

30

40

Concentracion pg/ml

Dia 3

50

60
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Abs 1 0,076| 0,119, 0,207 0,49 0,62| 0,622 0,887
Abs 2 0,065 0,098, 0,215, 0,415 0,6 0,63 0,84
Abs 3 0,08 0,129 0,217 0,503 0,622 0,636 1,05
Promedio 0,074| 0,115, 0,213 0,469 0,614, 0,629| 0,926
Desviacion estandar | 0,0063| 0,0129| 0,0043| 0,0388| 0,0099| 0,0057| 0,0900
%CV 8,61| 11,20 2,03 8,26 1,62 0,91 9,72
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2. Curvas de calibraciéon del analista 2

Absorbancia 700nm

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200

0,000
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Curva de calibracion

y =0,0146x
R?=0,9428

10

20

30

40 50

Concentracién pg/ml

Dia 1l

Curva l

60

Abs 1 0,079 0,115 0,209 0,465 0,564 0,687 0,955

Abs 2 0,063 0,139 0,207 0,471 0,595 0,622 0,911

Abs 3 0,075 0,121 0,221 0,418 0,579 0,582 0,882

Promedio Abs 0,07 0,13 0,21 0,45 0,58 0,63 0,92

Desviacion estandar 0,0068 0,0102 0,0062 0,0237 0,0127 0,0433 0,0300

%CV 9,40 8,16 2,91 5,25 2,18 6,86 3,28
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Absorbancia 700 nm

1,20
1,00
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0,60
0,40
0,20

0,00

Curva de calibracion

y=0,0133x
R%=0,9392

20

30

40

Concentracion pg/ml

50

60

Curva 2

Abs 1 0,059 0,102 0,202 0,485 0,545 0,633 0,883
Abs 2 0,064 0,131 0,203 0,481 0,555 0,639 0,864
Abs 3 0,056 0,113 0,199 0,418 0,542 0,618 0,909
Promedio Abs 0,06 0,12 0,20 0,46 0,55 0,63 0,89
Desviacion estandar 0,0033 0,0120 0,0017 0,0307 0,0056 0,0088 0,0184
%CV 5,53 10,36 0,84 6,65 1,02 1,40 2,08
Curva de calibracion
1,20

g 1,00 y=0,0161x

o R? =0,9451

S 0,80

©

S 0,60

S 040 _——

° ’

20,20

0,00 o«
0 10 20 30 40
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Dia 2
Abs1l 0,037 0,098 0,106 0,369 0,616 0,664 1,204
Abs2 0,043 0,087 0,111 0,314 0,558 0,647 0,884
Abs3 0,03 0,091 0,121 0,309 0,595 0,603 1,031
Promedio Abs 0,04 0,09 0,11 0,33 0,59 0,64 1,04
Desviacion estandar 0,0053 0,0045 0,0062 0,0272 0,0240 0,0257 0,1308
%CV 14,49 4,94 5,53 8,22 4,07 4,03 12,58
Curva de calibracion
1,20

g 100 y =0,0126X

g R?=0,9873

S 0,80

~

©

'S 0,60 . —

5 0,40

* L 2

0,00 /
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion ug/ml

Dia 3

Absorbancia 0,07 0,13 0,205 0,402 0,581 0,583 0,911

0,07 0,132 0,198 0,394 0,545 0,648 0,934

0,07 0,123 0,153 0,409 0,559 0,63 0,917

Promedio Abs 0,07 0,13 0,19 0,40 0,56 0,62 0,92

Desviacion estandar 0,0000 0,0039 0,0230 0,0061 0,0148 0,0274 0,0097

%CV 0,00 3,01 12,43 1,53 2,64 4,42 1,06
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Curva de Calibracion
1,20
1,00 y = 0,0128x
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<
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Anexo C: Curvas de Calibracion del Acido Ascérbico por el método del poder
reductor
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Resultados de la actividad antioxidante de extractos metandlicos por el
método del DPPH

1. Jungiarugosa
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CONCENTRACION (UG/ML) 5 10 25 50 100 150| 200,00
Abs. De la Clorofila -0,005| 0,001| 0,004| 0,009 0,02| 0,031 0,04
Absorbancia 1 0,48| 0,313| 0,294| 0,233| 0,178 0,125 0,01
Absorbancia 2 0,49| 0,302| 0,283| 0,245 0,19 0,11 0,01
Absorbancia 3 0,344| 0,318 0,23 0,22| 0,169| 0,128 0,01
Media 0,438| 0,311| 0,269| 0,233| 0,179| 0,121 0,01
Desviacion Estandar 0,067| 0,007| 0,028, 0,010| 0,009| 0,008 0,000
% Coeficiente de Variacion 15,20 2,15| 10,39 4,39 4,81 6,51 8,84
%inhibicion -29,59 7,99| 20,41| 31,16| 47,04| 64,20 98,42
IC 50 (ug/ml) 107,79
Control 0,338
CONCENTRACION (UG/ML) 5 10 25 50 100 150| 200,00
Abs. De la Clorofila -0,004| -0,003| 0,001| 0,002 0,009| 0,021 0,03
Absorbancia 1 0,367 0,345| 0,297| 0,158| 0,127| 0,278 0,33
Absorbancia 2 0,394 0,326| 0,293 0,19| 0,141| 0,121 0,17
Absorbancia 3 0,377 0,33| 0,306| 0,204| 0,126| 0,104 0,14
Promedio 0,379 0,334| 0,299| 0,184| 0,131| 0,168 0,21
Desviaciéon Estandar 0,011 0,008| 0,005 0,019| 0,007| 0,078 0,085
% Coeficiente de Variacion 2,94 2,45 1,82 10,46 5,21| 46,72 39,90
%inhibicion -12,23 1,28| 11,64| 4556| 61,14| 50,39 37,28
IC 50 (ug/ml) 75,77
Control 0,34
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CONCENTRACION
(UG/ML) 5 10 25 50 100 150| 200,000
Abs. De la Clorofila 0 0,001 0,003 0,004 0,008 0,027 0,017
Absorbancia 1 0,829 0,454 0,295 0,243 0,188 0,075 0,089
Absorbancia 2 0,829 0,387 0,281 0,25 0,185 0,075 0,102
Absorbancia 3 0,829 0,409 0,28 0,251 0,185 0,071 0,097
Media 0,829 0,417 0,285 0,248 0,186 0,074 0,096
Desviacién estandar 0,000 0,028 0,007 0,004 0,001 0,002 0,005
% de coeficiente de
Variacion 0,00 6,69 2,40 1,44 0,76 2,56 5,58
%inhibiciéon -145,27 -23,27 15,58 26,63 44 .97 78,21 71,598
IC 50 (ug/ml) 129,82
Control 0,338
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CONCENTRACION (UG/ML) 5 10 25 50
Abs. De la Clorofila 0,004 0,005 0,010 0,018
Absorbancia 1 0,315 0,3 0,26 0,163
Absorbancia 2 0,303 0,277 0,248 0,167
Absorbancia 3 0,302 0,278 0,237 0,156
Media 0,307 0,285 0,248 0,162
Desviacion estandar 0,006 0,011 0,009 0,005
% de coeficiente de Variacion 1,93 3,72 3,78 2,81
%inhibicion 9,27 15,68 26,53 52,07
IC 50 48,41
Control 0,338
CONCENTRACION (UG/ML) 5 10 25 50 100 150| 200,00
Abs. De la Clorofila 0,006 0,008 0,01| 0,013| 0,016| 0,024 0,03
Absorbancia 1 0,666| 0,491 0,566| 0,454| 0,297| 0,438 0,48
Absorbancia 2 0,42| 0,419| 0,291| 0,238| 0,277| 0,249 0,19
Absorbancia 3 0,37| 0,329| 0,354| 0,229| 0,173| 0,104 0,13
Promedio 0,485| 0,413| 0,404| 0,307| 0,249| 0,264 0,27
Desviaciéon estandar 0,129| 0,066/ 0,118| 0,104| 0,054| 0,137 0,154
% Coeficiente de variacion 26,66| 16,05/ 29,14| 33,88| 21,83| 51,86 57,60
%inhibicion -43,59| -22,19| -19,43 9,17| 26,33| 21,99 21,10
IC 50 (ug/ml) 90,46
Control 0,338
CONCENTRACION (UG/ML) 5 10 25 50 100 150| 200,00
Abs. De la Clorofila 0,001| 0,002| 0,004| 0,008| 0,014| 0,016 0,02
Absorbancia 1 0,582| 0,547| 0,403| 0,294| 0,269| 0,197 0,23
Absorbancia 2 0,454| 0,381| 0,298| 0,181| 0,154| 0,142 0,14
Absorbancia 3 0,42 0,39| 0,343| 0,162| 0,07| 0,056 0,12
Promedio 0,485| 0,439| 0,348| 0,212| 0,164 | 0,132 0,16
Desviacion estandar 0,070 0,076| 0,043| 0,058| 0,082| 0,058 0,049
% coeficiente de variacion 14,37 17,35| 12,36| 27,44| 49,64| 44,07 30,61
% inhibiciéon -43,59| -29,98| -2,96| 37,18| 51,38| 61,05 52,37
IC 50 (ug/ml) 56,55
Control 0,338
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2. Jungia coarctata
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5 10 25 50
0,002 0,004 0,006 0,012
0,303 0,296 0,228 0,161
0,324 0,303 0,212 0,145
0,313 0,278 0,253 0,159
0,313 0,292 0,231 0,155
0,009 0,011 0,017 0,007

2,74 3,60 7,30 4,59
7,30 13,51 31,66 54,14
45,00
0,338
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-0,002 0 0 0,002
0,262 0,234 0,166 0,048
0,263 0,217 0,148 0,052
0,250 0,217 0,131 0,038
0,258 0,223 0,148 0,046
0,006 0,008 0,014 0,006

2,29 3,60 9,63 12,80
23,57 34,12 56,11 86,39
22,46
0,338
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-0,004 -0,003 0,000 0,007 0,021 0,034
0,384 0,403 0,339 0,246 0,094 0,027
0,389 0,400 0,350 0,243 0,078 0,021
0,415 0,402 0,362 0,237 0,08 0,023
0,396 0,402 0,350 0,242 0,084 0,024
0,014 0,001 0,009 0,004 0,007 0,002

3,43 0,31 2,68 1,55 8,47 10,54
341 2,03 14,55 40,98 79,51 94,23
64,09
0,41

3. Jungia paniculata
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0,424

5 10 25 50
0,001 0,001 0,002 0,002
0,358 0,364 0,256 0,095
0,332 0,300 0,210 0,115
0,349 0,295 0,212 0,104
0,346 0,320 0,226 0,105
0,011 0,031 0,021 0,008

3,11 9,83 9,39 7,81
-2,47 5,42 33,14 69,03
37,35
0,338

4. Jungia fistulosa
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5,62 8,97 11,54 26,73

103,96

0,338
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15,65
0,422
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10,27 12,24 46,84| 83,73] 89,49| 92,65

29,39

0,422
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1. Jungia Rugosa
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Concentracién ug/ml

Wilches 147

..... il y = 0,5143x - 5,4359
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Wilches 144
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Wilches 99
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2. Jungia coarctata
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Wilches 155
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Wilches 118
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Wilches 7
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4. Jungia fistulosa
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Anexo D: Resultados de la actividad antioxidante de extractos metandlicos por
el método del DPPH
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Resultados de la actividad antioxidante de extractos en DCM por el
meétodo del DPPH

1. Jungiarugosa
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2. Jungia coarctata
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3. Jungia paniculata
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4. Jungia fistulosa
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Anexo E: Resultados de la actividad antioxidante de extractos en
diclorometano por el método del DPPH
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Resultados de la actividad antioxidante de extractos metandlicos por el método del poder reductor

1. Jungiarugosa

X

Concentracio AAEAC |AAEAC |AAEAC | AAEAC(mg/ |Des. Coef.variacio
Cddigo n (pg/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 1(mg/g 2(mglg 3(mgalg g Estandar n
Wilches
183 100 0,089 0,09 0,094 69,53 70,31 73,44 71,09 1,69 2,37
Wilches
152 100 0,185 0,204 0,214 144,53 159,38 167,19 157,03 9,40 5,98
Wilches19
4 100 0,1 0,109 0,115 78,13 85,16 89,84 84,38 4,82 571
Wilches
123 100 0,125 0,13 0,137 97,66 101,56 107,03 102,08 3,85 3,77
Wilches 97 100 0,196 0,201 0,208 134,25 137,67 142,47 138,13 3,37 2,44
Wilches 98 100 0,238 0,236 0,25 163,01 161,64 171,23 165,30 4,23 2,56
Wilches
144 100 0,153 0,165 0,194 119,53 128,91 151,56 133,33 13,45 10,08
Wilches 99 100 0,184 0,187 0,195 126,03 128,08 133,56 129,22 3,18 2,46
Wilches
100 100 0,16 0,16 0,168 109,59 109,59 115,07 111,42 2,58 2,32
Wilches
146 100 0,191 0,176 0,2 149,22 137,50 156,25 147,66 7,73 5,24
Wilches
147 100 0,139 0,146 0,155 108,59 114,06 121,09 114,58 5,12 4,47
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2. Jungia coarctata

X
Concentracié AAEAC AAEAC 2 [AAEAC 3 | AAEAC |Des. Coef.variaci6

Cédigo n (pg/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 1(mg/g) |(mg/g) (mg/g) (mg/g) |Estandar n
Wilches 95 100 0,241 0,254 0,301 188,28 198,44 235,16 207,29 20,13 9,71
Wilches18
0 100 0,19 0,195 0,179 148,44 152,34 139,84 146,88 5,22 3,55
Wilches
118 100 0,188 0,247 0,204 146,88 192,97 159,38 166,41 19,46 11,70
Wilches
168 100 0,287 0,334 0,398 196,58 196,58 228,77 207,31 15,18 7,32
Wilches
181 100 0,129 0,133 0,188 100,78 100,78 103,91 101,82 1,47 1,45
Wiches 96 100 0,205 0,235 0,264 160,16 183,59 206,25 183,33 18,82 10,26
Wilches
169 100 0,192 0,214 0,219 150,00 167,19 171,09 162,76 9,16 5,63
Wilches
119 100 0,301 0,364 0,344 206,16 249,32 235,62 230,37 18,00 7,82
Wilches 7 100 0,252 0,284 0,288 196,88 221,88 225,00 214,58 12,59 5,87
Wilches
112 100 0,211 0,221 0,25 144,52 151,37 171,23 155,71 11,33 7,28
Wilches
154 100 0,22 0,235 0,275 171,88 183,59 214,84 190,10 18,14 9,54
Wilches
155 100 0,224 0,23 0,27 175,00 179,69 210,94 188,54 15,95 8,46
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3. Jungia paniculata

X
Concentracion AAEAC 1 |AAEAC 2 |AAEAC 3 AAEAC |Des.
Cédigo (ng/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) |Estandar Coef.variacion
Wilches
10 100 0,266 0,257 0,269 207,81 200,78 210,16 206,25 3,98 1,93
Wilches
130 100 0,224 0,241 0,279 175,00 188,28 217,97 193,75 17,96 9,27
Wilches
133 100 0,213 0,222 0,271 166,41 173,44 211,72 183,85 19,91 10,83
Wilches
196 100 0,152 0,145 0,211 118,75 113,28 164,84 132,29 23,13 17,48
Wilches
193 100 0,167 0,173 0,175 130,47 135,16 136,72 134,11 2,66 1,98
Wilches
132 100 0,315 0,387 0,378 215,75 265,07 258,90 246,58 21,94 8,90
Wilches
202 100 0,193 0,212 0,201 150,78 165,63 157,03 157,81 6,09 3,86
Wiclhes
129 100 0,353 0,348 0,367 275,78 271,88 286,72 278,13 6,28 2,26
Wilches
13 100 0,291 0,275 0,292 227,34 214,84 228,13 223,44 6,09 2,72
Wilches
131 100 0,281 0,327 0,37 192,47 223,97 253,42 223,29 24,89 11,15
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Wilches
11 100 0,265 0,278 0,299 207,03 217,19 233,59 219,27 10,94 4,99
4. Jungia fistulosa
=
Concentracion AAEAC 1 |AAEAC2 |AAEAC3 AAEAC Des.
Cdédigo (ng/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) |[Estandar Coef.variacion
Wilches 173 100 0,286 0,29 0,318 195,89 198,63 217,81 204,11 9,75 4,78
Wilches 135 100 0,347 0,345 0,423 237,67 236,30 289,73 254,57 24,87 9,77
Wilches 137 100 0,249 0,242 0,249 194,53 189,06 194,53 192,71 2,58 1,34
Wilches 175 100 0,18 0,18 0,215 123,29 123,29 147,26 131,28 11,30 8,61
Wilches 140 100 0,341 0,358 0,396 266,41 279,69 309,38 285,16 17,96 6,30
Wilches 138 100 0,267 0,274 0,279 208,59 214,06 217,97 213,54 3,85 1,80
Wilches 139 100 0,246 0,268 0,259 192,19 209,38 202,34 201,30 7,06 3,50
Wilches 149 100 0,452 0,435 0,468 353,13 339,84 365,63 352,86 10,53 2,98
Anexo F: Resultados de la actividad antioxidante de extractos metandlicos por el método del poder reductor
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Resultados de la actividad antioxidante de extractos en diclorometano por el método del poder reductor

1. Jungiarugosa

UNIVERSIDAD DE CUENCA

X
Concentracio6 AAEAC 1 [AAEAC 2 |AAEAC3 | AAEAC |Des. Coef.variaci6

Cédigo n (ug/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) |Estandar n
Wilches
183 100 0,144 0,141 0,141 112,50 110,16 110,16 110,94 1,10 1,00
Wilches
152 100 0,096 0,092 0,092 65,75 63,01 63,01 63,93 1,29 2,02
Wilches
194 100 0,196 0,18 0,186 153,13 140,63 145,31 146,35 5,16 3,52
Wilches
123 100 0,105 0,101 0,096 71,92 69,18 65,75 68,95 2,52 3,66
Wilches
144 100 0,089 0,094 0,094 59,53 63,44 63,44 62,14 1,84 2,96
Wilches
100 100 0,1 0,103 0,113 68,13 70,47 78,28 72,29 4,34 6,01
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2. Jungia coarctata
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X
Concentracié AAEAC 1 |AAEAC 2 |AAEAC 3 | AAEAC |Des. Coef.variacio
Cédigo n (pg/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) |Estandar n
Wilches
180 100 0,108 0,116 0,13 73,97 79,45 89,04 80,82 6,23 7,71
Wilches
118 100 0,211 0,22 0,236 164,84 171,88 184,38 173,70 8,08 4,65
Wilches
168 100 0,131 0,13 0,127 102,34 101,56 99,22 101,04 1,33 1,31
Wilches
181 100 0,107 0,117 0,13 73,29 80,14 89,04 80,82 6,45 7,98
Wilches
169 100 0,103 0,12 0,152 80,47 93,75 118,75 97,66 15,87 16,25
Wilches
119 100 0,098 0,123 0,145 76,56 96,09 113,28 95,31 15,00 15,74
Wilches 7 100 0,222 0,234 0,244 173,44 182,81 190,63 182,29 7,03 3,85
Wilches
112 100 0,219 0,223 0,241 171,09 174,22 188,28 177,86 7,48 4,20
Wilches
154 100 0,213 0,228 0,23 166,41 178,13 179,69 174,74 5,93 3,39
Wilches
155 100 0,217 0,227 0,242 169,53 177,34 189,06 178,65 8,03 4,49
3. Jungia paniculata
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X
Concentracion AAEAC 1 |AAEAC 2 |AAEAC 3 AAEAC |Des.
Cédigo (ng/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) |Estandar Coef.variacion
Wilches
10 100 0,214 0,225 0,247 167,19 175,78 192,97 178,65 10,72 6,00
Wilches
130 100 0,108 0,128 0,16 84,38 100,00 125,00 103,13 16,73 16,22
Wilches
133 100 0,12 0,137 0,156 93,75 107,03 121,88 107,55 11,49 10,68
Wilches
196 100 0,117 0,13 0,163 80,14 89,04 111,64 93,61 13,26 14,17
Wilches
193 100 0,109 0,131 0,124 74,66 89,73 84,93 83,11 6,29 7,56
Wilches
132 100 0,088 0,108 0,096 13,47 27,17 18,95 19,86 5,63 28,34
Wilches
202 100 0,101 0,114 0,13 69,18 78,08 89,04 78,77 8,12 10,31
Wilches
129 100 0,104 0,134 0,148 81,25 104,69 115,63 100,52 14,34 14,27
Wilches
13 100 0,075 0,08 0,079 5,21 9,11 8,33 7,55 1,69 22,35
Wilches
131 100 0,092 0,091 0,095 18,49 17,71 20,83 19,01 1,33 6,98
Wilches
11 100 0,218 0,227 0,25 170,31 177,34 195,31 180,99 10,53 5,82
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4. Jungia fistulosa
X
Concentracion AAEAC 1 |AAEAC2 |AAEAC3 AAEAC |Des.
Cdédigo (ng/ml) Abs 1 Abs 2 Abs 3 (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) |[Estandar Coef.variacion
Wilches 173 100 0,116 0,116 0,134 79,45 79,45 91,78 83,56 5,81 6,96
Wilches 135 100 0,084 0,084 0,076 57,53 57,53 52,05 55,71 2,58 4,64
Wilches137 100 0,078 0,079 0,079 53,42 54,11 54,11 53,88 0,32 0,60
Wilches 175 100 0,103 0,104 0,127 70,55 71,23 86,99 76,26 7,59 9,96
Wilches 140 100 0,125 0,135 0,157 97,66 105,47 122,66 108,59 10,44 9,62
Wilches 178 100 0,091 0,081 0,084 62,33 55,48 57,53 58,45 2,87 4,91
Wilches 138 100 0,087 0,078 0,076 59,59 53,42 52,05 55,02 3,28 5,96
Wilches 139 100 0,065 0,055 0,056 44,52 37,67 38,36 40,18 3,08 7,67
Wilches 149 100 0,121 0,138 0,159 94,53 107,81 124,22 108,85 12,14 11,15
Anexo G: Resultados de la actividad antioxidante de extractos en diclorometano por el método del poder reductor
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