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RESUMEN EJECUTIVO

Hedyosmum luteynii (sambuel) es una planta del cerro Teligote, un bosque nativo y de
gran importancia para la cultura Salasaca del cantén Pelileo, debido a las propiedades
medicinales de las plantas que alli crecen.

El presente estudio tuvo como finalidad la optimizacion del proceso de extraccion de
antioxidantes (polifenoles y flavonoides) de las hojas de sambuel, la caracterizacion
(mediante TLC y HPLC) y el estudio de las actividades bioldgicas (antiinflamatoria y
antioxidante) de los extractos optimizados. Ademas, se determin el contenido de diez
minerales (Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb, Ni, Zn) en las hojas.

La optimizacion se realiz6 variando 4 factores (disolvente, temperatura, tiempo y
desgaste del material vegetal) y se demostr6 que las mejores condiciones para la
extraccion de polifenoles fueron: etanol al 50%, 50°C y 10 min, mientras que para
flavonoides el mejor disolvente fue el metanol al 50%, 60°C y 10 min. En ambos casos
se determind que se necesitan 3 extracciones para obtener un rendimiento mayor al
90% (37,328 mg AG/g para la determinacion de polifenoles y 30,321 mg CQ/g para
la determinacion de flavonoides).

Ademas, se determind que los extractos optimizados presentaban actividad tanto anti-
inflamatoria [98.13% y 97.89% a 500 pg/ml mediante el método de estabilizacion de
HRBC para los extractos etanélico y metandlico respectivamente; y, 80.82% (extracto
etandlico) y 48.63% (extracto metandlico) mediante el método de desnaturalizacion
de proteinas] como antioxidante [61,72% (extracto etanolico) y 47,32% (extracto
metanolico) mediante el método TBARS], comparable con los estandares utilizados.
Mientras gque, en la determinacion de minerales, los que estuvieron presentes en mayor
cantidad fueron el magnesio (558,4 mg/100g de base seca), el calcio (111,1 mg/100g
de base seca) y el manganeso (43,1 mg/100g de base seca).

Palabras clave: Hedyosmum luteynii, sambuel, polifenoles, flavonoides
optimizacion, actividades bioldgicas.
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ABSTRACT

Hedyosmum luteynii (sambuel) is a plant from the Teligote hill,which is a native forest
of great importance for the Salasaca culture of the Pelileo canton, due to the medicinal
properties of the plants that grow there.

The objective of this study was to optimize the extraction process of antioxidants
(polyphenols and flavonoids) from sambuel leaves, characterization (using TLC and
HPLC) and also the study of the biological activities (anti-inflammatory and
antioxidant) of optimized extracts. In addition, the content of ten minerals (Ca, Cd, Co,
Cu, Fe, Mg, Mn, Pb, Ni, Zn) in the leaves was determined.

The optimization was carried out by modifying 3 factors (solvent, temperature and
time) and showed that the best condition for the extraction of polyphenols was: 50%
ethanol, 50 °C and 10 min, while for flavonoids the best condition was 50% methanol,
60 °C and 10 min. In both cases, it was determined that 3 extractions were needed to
obtain a yield greater than 90% (37,328 mg AG/qg for polyphenols and 30,321 mg CQ/g
for flavonoids).

The optimized extracts showed both anti-inflammatory [98.13% and 97.89% at 500
pug/ml by the HRBC stabilization method for the ethanolic and methanolic extracts
respectively; and, 80.82% (ethanolic extract) and 48.63% (methanolic extract) using
the protein denaturation method] and antioxidant activities[61.72% (ethanolic extract)
and 47.32% (methanolic extract) using the TBARS method], comparable with the
standars used. Whereas, magnesium (558.4 mg /100g of dry base), calcium (111.1
mg/100g of dry base) and manganese (43.1 mg/100g of dry base) were the minerals
with the highest concentration in the sambuel leaves.

Keywords: Hedyosmum luteynii, sambuel, polyphenols, flavonoids optimization,
biological activities.

XViii



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

Ecuador es un pais que cuenta con una gran biodiversidad de especies vegetales, ya
que con apenas el 2 % de la superficie total de la Tierra, posee el 10% de todas las
plantas que existen en el mundo (Viteri et al., 2016), de las que se han reportado 5172
especies con algun uso medicinal o alimenticio y 2430 de estas se encuentran en la
region Sierra (De la Torre et al., 2008) distribuidas en cerros y parques protegidos,
como es el caso del Cerro Teligote un bosque nativo de 407.40 hectéreas reconocido
a nivel nacional y por la red de Socio Bosque, como un bosque protector (Aimacafia,
2010) y que se encuentra ubicado en la provincia de Tungurahua, canton Pelileo, a
01°22722” latitud sur y 78°34°55 longitud oeste (Jaramillo, 2008).

El cerro Teligote es considerado un lugar sagrado para los Salasacas, un pueblo
indigena que habita a los pies de este desde la época incaica y cuyo origen se atribuye
a los aymaras (Bolivia), traidos por los incas en calidad de mitimaes (pueblos
desplazados como parte de la estrategia politica de los incas para evitar la subversion
de los pueblos conquistados) (Villarias, 1995). Los chamanes de Salasaca
consideradas personas con poder espiritual y mediadores entre el cuerpo humano, el
alma y la naturaleza (Corr, 2010) utilizan las plantas del cerro Teligote para tratar
enfermedades comunes como la gripe, dolor de cabeza o infecciones estomacales y
para realizar rituales de curacién y ofrendas (Whitten, 2003). Por ello los
conocimientos empiricos desarrollados por los Salasacas representan una riqueza

cultural ancestral invaluable para el pais.



1.1.1 Sambuel

Una de las plantas encontradas en el cerro Teligote es el sambuel.

El sambuel (Hedyosmum luteynii Todzia) es un arbol de la familia Chloranthaceae de
3-16 m de atura y un didmetro de 7-50 cm, con hojas brillantes aromaticas, flores
verdes carentes de estambres o carpelos y frutas negras (Todzia, 2015). Esta especie
endémica de las cordilleras de Ecuador y Colombia se puede encontrar a 2600-3600
m.s.n.m (Torres, et al., 2018). Representa una de las 40 especies encontradas cuyo
género es reportado con un indice de valor de importancia ecosistémico (Zamora &
Arturo, 2016). H. [uteynii tiene un amplio uso en la medicina ancestral del Ecuador,
para tratar dolores abdominales, problemas digestivos, calambres estomacales,
neuralgia, reumatismo, ademas de ser antiséptico, afrodisiaco y diaforético (Gupta,

2006).
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Fig 1. Flores y hojas de Hedyosmum luteynii Todzia
Fuente: https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Muestra-de-la-planta-Hedyosmun-luteynii-

Todzia-del-genero-Hedyosmun-de-la_figl 325521043

Los estudios realizados en H. luteynii son escasos. Siendo el trabajo realizado por
Torres et al.,(2018) denominado “Composicién quimica del aceite esencial de las
hojas de Hedyosmum luteynii Todzia (Chloranthaceae)” el tnico reportado hasta la

fecha. En este las muestras recolectadas en el bosque natural Jacarén, canton Colta,


https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Muestra-de-la-planta-Hedyosmun-luteynii-Todzia-del-genero-Hedyosmun-de-la_fig1_325521043
https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Muestra-de-la-planta-Hedyosmun-luteynii-Todzia-del-genero-Hedyosmun-de-la_fig1_325521043

provincia de Chimborazo, Ecuador, fueron sometidas a hidrodestilacion para la
extraccion de su aceite esencial siendo luego analizado mediante cromatografia de
gases y espectroscopia de masas (GC-MS, por sus siglas en inglés); logrando
identificar 28 compuestos, de los cuales los que en mayor proporcién se encontraron
fueron: o-felandreno (32.72%), a-pineno (13.20%), (Z)-B-ocimeno (10.99%),
silvestreno (6.51%), biciclogermacreno (5.05%), 1.8-cineol (4.95%), (E)-p-ocimeno
(3.88%) y germacreno D (3.20%). Llegando a ser el silvestreno el compuesto
reportado por primera vez y que diferencia al aceite de H. luteynii del resto de especies

del mismo género cuyo aceite ha sido estudiado.

Tal es el caso del estudio de Zamora & Arturo, (2016) titulado “Composicién
quimica del aceite esencial de hojas de Hedyosmum translucidum Cuatrec.,
Chloranthaceae (Granizo)”, donde las muestras fueron hidrodestiladas y analizadas
mediante cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas. Se reporta al
germacreno D (8,9%) como el Unico compuesto en comun entre los aceites esenciales
de estas dos especies. Los otros componentes reportados fueron: a-eudesmol (11,4%),

trans-B-cariofileno (7,8%), elemol (5,8%) y 6xido de cariofileno (5,3%).

En el estudio titulado “Composition of the essential oils from leaves and fruits of three
Hedyosmum species from Costa Rica” (Mundina et al., 2000). Los aceites esenciales
obtenidos por hidrodestilacion de hojas y frutos de Hedyosmum mexicanum
Cordemoy, hojas de Hedyosmum bonplandianum Kunth y hojas de Hedyosmum
costaricensis C.E. Wood se analizaron mediante GC-FID, GC-MS, GC-IR y *C-
RMN. Hidrocarburos monoterpénicos, especialmente sabineno (28% en las hojas y 25
% en los frutos), y sesquiterpenos que contienen oxigeno, principalmente furanodieno
(20% en las hojas y 12% en los frutos), fueron los principales constituyentes
encontrados en H. mexicanum. Los hidrocarburos monoterpenos también fueron el
principal grupo de componentes (sabineno 15%, (E)-B -ocimeno 11%) en el aceite de
H. bonplandianum, mientras que el aceite de H. costaricensis estuvo constituido
principalmente por hidrocarburos sesquiterpénicos (63%), especialmente el
germacreno-D (32%). El anélisis de *C-RMN de este ultimo aceite permitio

identificar el compuesto 18,6 a-dihydroxy-4(14)-eudesmene.



Mientras que Lorenzo, Loayza, & Dellacassa, (2003) en su estudio “Composition of
the essential oils from leaves of two Hedyosmum spp. from Bolivia”; analizaron los
aceites esenciales de Hedyosmum angustifolium (Ruiz & Pavon) Solms-Laubach y
Hedyosmum scabrum (Ruiz & Pavén) Solms-Laubach mediante GC-FID y CG-MS;
obteniendo que los hidrocarburos monoterpenos (64%), principalmente el o- y B-
pineno (24 y 23.5 %) y monoterpenos que contienen oxigeno (linalool (6.1%) y 1.8-
cineol (3.7%)) son los principales constituyentes del aceite de H. angustifolium,
mientras que en el aceite esencial de H. scabrum se encontr6 un mayor contenido de
hidrocarburos sesquiterpénicos el germacreno-D (13%), a-gurjuneno (6.6%) vy
3",4"dimethoxy propiodenol (6.6%) y monoterpenos (5-3-careno (12.1%))

En la literatura no se han reportado estudios acerca de la caracterizacion de compuestos
fenolicos y las actividades bioldgicas asociadas a H. luteynii, lo mas cercano a ello son

los estudios realizados para otra especie de Hedyosmum, llamada brasiliense.

Kirchner et al., (2010) en su estudio “Chemical composition and antimicrobial
activity of Hedyosmum brasiliense Mig., Chloranthaceae, essential oil” evalud el
efecto antibacteriano y antifdngico del aceite esencial de H. brasiliense contra 6
especies de bacterias (Bacilus subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y S. saprophyticus) y 6 especies de
hongos (Candida albicans, C. parapsilosis, Microsporum canis, M. gypseum,
Trichophyton rubrum y T.mentagrophytes) mediante el método de dilucién en agar.
Los resultados mostraron que el aceite esencial tenia baja actividad contra los
microorganismos Gram- negativos, pero una notable actividad contra las bacterias

Gram- positivas y hongos en concentraciones minimas (0.125 a 2.5% v/v).

Murakami et al., (2017) en su estudio “Chemical Composition, Antifungal and
Antioxidant Activities of Hedyosmum brasiliense Mart. ex Miq. (Chloranthaceae)
Essential Oils”, determind en aceite esencial de H. brasiliense la actividad
antimicrobiana mediante bioautografia y la actividad antioxidante por los métodos
DPPH (2,2diphenyl-2-picrylhydrazyl hidrate) y B-caroteno / acido linoleico. Reporta
al curzene como el posible responsable de la actividad antifingica y un potencial

antioxidante fuerte en B-caroteno / acido linoleico con un ICso desde 80 a 180 pg/ml y
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una débil actividad de captura de radicales en el método DPPH con ICso desde 2516.18
a 3783.49 pg/ml.

Otros estudios en plantas del género Hedyosmum se enfocan en el aislamiento y
analisis de lactonas sesquiterpénicas un derivado del germacreno-D de interés
farmacoldgico (Acebey et al., 2010, 2007; Amoah & Biavatti, 2018; Amoah et al.,
2013, 2015; Bercion, Martin, Baltaze, & Bourgeois, 2005; Fan et al., 2018;
Gongcalves et al., 2012; Guerrini et al., 2016; Su et al., 2008; Tolardo et al., 2010;
Tretin et al., 1999).

1.1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos quimicos que sintetizan las plantas y se consideran
no esenciales para su metabolismo basico. Estos son introducidos en el cuerpo humano
mediante la alimentacion y este los utiliza para prevenir o retardar la oxidacion de las

células (Ramirez et al., 2012).

La oxidacion de las células se produce cuando dentro de sus actividades normales se
generan sustancias oxidantes. Algunas de las mas comunes son el peréxido de
hidrégeno, anion superoxido y el radical hidroxido. Estos compuestos, cuando se
encuentran en altas concentraciones pueden dafar las proteinas y lipidos de las células
o transformar las células normales a cancerosas mediante un proceso que se conoce
como aduccion del ADN. (Centro Nacional para la Medicina Complementaria y
Alternativa, 2018; Seifried, et al., 2007)

Los antioxidantes pueden ser enzimaticos como la catalasa y la glutation peroxidasa o
no enzimaticos como las vitaminas, tioles, metales y fitoquimicos como los
polifenoles. Estos Gltimos son los responsables del color de los frutos; asi, entre éstos
hay pigmentos como las antocianinas, que otorgan tonos rojizos, azules y violetas a
las fresas y uvas o los flavonoles, de tonalidad crema-amarillenta, que estan presentes
principalmente en las partes externas de frutas y hortalizas (Barberan et al., 2001) y
son reconocidos por sus propiedades medicinales y farmacoldgicas, (Jaramillo et al.,



2016) debido a la capacidad que tienen para captar radicales libres (Ovando et al.,
2009); contribuyendo a la prevencion y tratamiento de enfermedades crénico
degenerativas como problemas de corazon, diabetes y cancer de colon (Chasquibol et
al., 2003; Robles et al., 2005; Velasquez, 2006).

Las sustancias fendlicas o polifenoles pueden ser divididos en varios subgrupos
atendiendo a su estructura basica. Asi, los flavonoides incluyen a las antocianinas, los
flavonoles y las flavonas, las flavanonas, chalconas y dihidrochalconas, las isoflavonas
y los flavanoles. Los fenil propanoides incluyen a los derivados de &cidos
hidroxicinamicos (cafeico, feralico, sindpico, p-cumarico). También tienen
importancia los estilbenoides (resveratrol) y los derivados del acido benzoico (acido
galico y elagico, etc.). Sblo de flavonoides se conocen mas de 5.000 compuestos
diferentes en la naturaleza. Muchos compuestos fendlicos son en parte responsables
de las propiedades organolépticas de los alimentos de origen vegetal y por tanto tienen

importancia en la calidad de los mismos. (Barberan, 2003).

Estos compuestos debido a lo expuesto anteriormente han cobrado interés cientifico y
comercial; investigando asi el efecto de los antioxidantes como parte de una dieta sana
y aislandolos de sus fuentes naturales para su uso como conservantes alimentarios
(Jiménez, 2005) o en la prevencion de enfermedades (Chasquibol et al., 2003; Robles
et al., 2005; Velasquez, 2006).

1.1.3 Métodos de Caracterizacion

La creciente demanda de métodos analiticos altamente sensibles y selectivos para la
caracterizacion de compuestos fenolicos en plantas ha permitido el desarrollo de gran
cantidad de técnicas para detectar la actividad antioxidante en extractos complejos o
distinguir los componentes de plantas con caracter antioxidante. Entre ellas se
encuentran: espectrofotometria, electroforesis, espectroscopia y cromatografia.
(Ignat, Volf, & Popa, 2011)



1.1.3.1 Cromatografia

La cromatografia es una técnica analitica de gran aplicabilidad para la caracterizacion
de compuestos fendlicos y ha permitido avanzar en el estudio de polifenoles. Tiene
muchas ventajas como: costos mas bajos, tiempo de analisis corto, posibilidad de
deteccion multiple y derivacion especifica (Cimpoiu, 2006).

Entre los métodos cromatograficos mas utilizados se encuentran la cromatografia de
capa fina, la cromatografia liquida de alto rendimiento, la cromatografia de gases, entre
otras. Todas estas técnicas buscan conseguir la separacion de los compuestos en base

a su diferente afinidad por la fase movil y la fase estacionaria.

Cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina (en inglés thin layer chromatography o TLC) es una
técnica analitica rapida y sencilla. Consiste en una lamina de vidrio o aluminio que
previamente ha sido recubierta de una fina capa de adsorbente (fase estacionaria) en la
que se deposita la muestra; la lamina se coloca en una cubeta cerrada que contiene uno
o varios disolventes mezclados (eluyente o fase movil). A medida que la mezcla de
disolventes asciende por capilaridad a través del adsorbente, se produce un reparto
diferencial de los productos presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente.
Esta técnica permite entre otras cosas: determinar el grado de pureza de un compuesto,
comparar muestras y obtener una especie de huella dactilar de la mezcla de compuestos

(UAM, 2018).

Cromatografia liquida de alto rendimiento

La cromatografia liquida de alto rendimiento (en inglés high performance liquid
chromatography o HPLC) se encuadra dentro de la cromatografia de elucion. En ésta,
un liquido (fase mavil) circula en intimo contacto con un solido u otro liquido
inmiscible (fase estacionaria); al introducir una mezcla de substancias (analitos) en la
corriente de la fase mdvil, cada analito avanzard a lo largo del sistema con una
velocidad diferente que dependera de su afinidad por cada una de las fases. Esto supone

que después de terminado el recorrido de la muestra por la columna, cada una de las



substancias introducidas en el sistema eluird con un tiempo diferente, provocando su

separacion (Hernandez, 2007).

1.1.3.2 Actividades Bioldgicas

La actividad bioldgica es la capacidad de una entidad molecular especifica para lograr
un efecto bioldgico definido en un objetivo vivo. Se mide en términos de potencia o
concentracion de la entidad molecular, necesaria para producir el efecto (Batista,
2013).

Desde el punto de vista de su actividad biol6gica muchos polifenoles presentan tanto

actividad antioxidante como anti-inflamatoria.

Actividad antioxidante

A través de la actividad antioxidante se busca medir la capacidad que tienen los
compuestos fendlicos para estabilizar un radical libre a través de la donacion de un
electron, o bien, de un atomo de hidrégeno. Como resultado de tal interaccién, el
radical libre pierde su reactividad y se bloquea la propagacion de la oxidacién de
células que desencadena (Atasoy, Yesilnacar, & Atasoy, 2019; Avello & Suwalsky,
2006).

Para la medicion de la actividad antioxidante uno de los métodos mas conocidos es el
TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Este procedimiento mide el
malondialdehido (MDA) formado como producto principal de la degradacion de
hidroperdxidos generados por la oxidacion de la muestra. Cada mol de MDA reacciona
con dos moles de &cido tiobarbiturico (TBA) para formar un producto de color rosa

que puede ser medido espectrofotométricamente a 532-535 nm (Londofio, 2012).

Actividad anti-inflamatoria

La inflamacion es un proceso normal del cuerpo humano en respuesta al dolor que

involucra una compleja activacion de enzimas. La sobreproduccién de estas ultimas



puede inducir estrés oxidativo y generar dafios a nivel celular, que promueven la
aparicion de enfermedades crénicas (Cui et al., 2006).

Los métodos para el estudio de la actividad anti-inflamatoria se realizan in vivo e in
vitro (Jaimes, 2009). Dentro de los métodos in vitro mas conocidos se encuentran: a)
el de estabilizacion de la membrana de los glébulos rojos (en inglés Human Red Blood
Cell 0 HRBC) que se basa en la proteccion de la membrana de estas células ante la
hemolisis inducida por hipotonicidad y b) el de desnaturalizacion de proteina en el cual
se inhibe la desnaturalizacion de la albimina de huevo inducida por temperatura
(Garcia Lopez, 2016).

1.1.3.3 Metales

Los minerales son sustancias inorganicas requeridas por el cuerpo en pequefias
cantidades para una variedad de funciones. Son responsables de las funciones
estructurales que involucran el esqueleto y los tejidos blandos y de las funciones
reguladoras, incluida la transmisiéon neuromuscular, la coagulacion de la sangre, el

transporte de oxigeno y la actividad enziméatica (National Research Councill, 1989).

Existen 16 minerales esenciales: calcio, fosforo, potasio, azufre, sodio, cloro,
magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso, yodo, selenio, molibdeno, cromo y fltor.
(HFA, 2010). El cuerpo requiere diferentes cantidades de cada mineral y los requisitos
varian segin la edad, el sexo y el estado fisioldgico (por ejemplo, el embarazo)
(British Nutrition Foundation, 2018). Los minerales se distribuyen ampliamente en
los 5 grupos de alimentos (lacteos, carnes y mariscos, vegetales y frutos secos,
cereales, grasas) por lo que, con una dieta variada, se puede suplir los requerimientos

diarios de estas y otros nutrientes (Romito & O’Brien, 2018).

Sin embargo, la dieta de la mayoria de las poblaciones es frecuentemente deficiente en
hierro y zinc , produciendo un aumento de la susceptibilidad y severidad a infecciones
(Albuja, 2012). Por otro lado, metales como el cadmio y el plomo son toxicos atin en
concentraciones bajas. La accion del hombre en minas y fabricas libera a la atmosfera
estos metales como material particulado que respiramos, contaminan el suelo y se

acumulan en las plantas y los tejidos organicos (Gaitan, 2004), de ahi la importancia



de su analisis en alimentos y los productos que de estos se deriven.

En la actualidad, existen una amplia variedad de métodos analiticos para la
cuantificacion de minerales. Los métodos mas frecuentemente utilizados incluyen:
espectrofotometria, fluorescencia, espectroscopia de absorcion o de emision atomica
(Amador, 2010). De estos, uno de los mas usados es la espectroscopia de absorcion
atomica en la que se emplea una fuente de radiacion externa de la misma longitud de
onda que la de absorcion del analito. Esta radiacion pasa a través de la llama donde
estan los atomos del analito que la absorben y generan asi una sefial (Harris, 2012).
Mediante este método, mas de 60 elementos metalicos pueden determinarse en un
amplio rango de concentraciones, con una buena sensibilidad y precision. Diferentes
formas de introduccion de la muestra y atomizacion han sido desarrolladas para esta
técnica la cual puede automatizarse facilmente para el andlisis rutinario

(Kastenmayer, 1997).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General
Estudiar la fitoquimica del sambuel (Hedyosmum luteynii Todzia)

1.2.2 Objetivos especificos
a) Establecer el mejor método para la extraccion de polifenoles y flavonoides

del sambuel (Hedyosmum luteynii Todzia).
b) Caracterizar los extractos mediante cromatografia de capa fina (TLC) y
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

c) Determinar la actividad antioxidante y anti-inflamatoria de los extractos

liofilizados.

d) Cuantificar el contenido de micronutrientes (zinc y hierro) y metales

pesados (plomo y cadmio) mediante espectroscopia de absorcidn atomica.
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1.3 HipOtesis

[Hip(’)tesis 1. ]
» Ho: Las condiciones del proceso de extraccion no afectan el contenido de
polifenoles y flavonoides totales del sambuel.

« Hi: Las condiciones del proceso de extraccion afectan el contenido de
polifenoles y flavonoides totales del sambuel.

[Hipétesis 2. ]

» Ho: Los extractos del sambuel obtenidos a traves del proceso optimizado no
presentan actividades biologicas.

« Hi: : Los extractos del sambuel obtenidos a traves del proceso optimizado
presentan actividades bioldgicas.

1.3.1 Sefialamiento de variables

[Hipétesis 1. ]
« Variable dependiente: concentracion de polifenoles y flavonoides totales.

« Variable independiente: disolvente, concentracion, temperatura y tiempo de
extraccion.

[Hipétesis 2. ]

« Variable dependiente: porcentajes de las actividades bioldgicas.
« Variable independiente: concentraciones de los extractos.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.11

Material Vegetal

Hojas de sambuel recolectadas en el cerro Teligote.

2.1.2

Material de Laboratorio

Vasos de precipitacion de 100 y 250 ml

Balones de aforo de 5, 10, 25, 100 y 250 ml

Probetas 250, 500, 1000 ml

Micropipetas: 20-200ul; 100-1000 pl

Puntas para micropipetas: 20-200ul; 100-1000 pl

Tubos falcon 15 ml; 50 ml

Espatula y agitadores magnéticos

Tubos de vidrio 10 ml (VanTubo)

Eppendorf 2 ml

Viales 10 ml

Viales HPLC Wicom de 2 ml con tapa 12x 32 nm

Filtros 0.45 pum

Placas cromatograficas Camag 10x10cm silica gel 60 F 254 (TLC y HPTLC)
Columna HPLC eclipse XDB-C18 4.6 x 250 mm, 5um (Agilent Technologies)

Reactivos

Acido galico (Sigma, 97,5%)

Catequina hidrato grado HPLC (Sigma, 98%)
Butylhidroxitolueno (Sigma, 99%)

Follin & Ciocalteu’s (Sigma, 2N)

Alcohol etilico (Sharlau, 99,8%)

Metanol (Applichem, 99,8%)
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2.14

Metanol grado HPLC (Merck, 99%)

Nitrito de sodio (Lobachemie, 98%)

Hidréxido de sodio (Merck, 99%)

Acido formico (Analar, 90%)

Cloruro de aluminio hexahidratado (Lobachemie)
Acido acético glacial (Fisher)

Acido tiobarbitirico (Applichem)

Tolueno (Merck)

Acetato de etilo (Fisher)

Acido clorhidrico grado metal traza (Fisher)

Acido nitrico grado metal traza (Fisher)

Equipos

Centrifuga (Eppendorf)

Centrifuga (Bunsen)

Espectrofotémetro (HACH)

Balanza analitica (Mettler Toledo)

Placa de agitacion (VWR)

Vortex (VWR)

Rotavapor (Eyela)

Liofilizador (LABCONCO)

Equipo de cromatografia de liquidos (Agilent Technologies)
Equipo de cromatografia de capa fina (CAMAG)
Equipo de espectroscopia de absorcion atdmica (P&G)
Baro de ultrasonido (Branson 2800)

Estufa de secado (Binder)

Mufla (Nabertherm)

Ultracongelador (Binder)
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparacion de la muestra

Hojas de H. luteynii fueron recolectadas en Abril del 2018 en el cerro Teligote, canton
Pelileo, provincia de Tungurahua — Ecuador a una altura de 3311 msnm (Ver Fig. 2
01°22°0.1.6” S; 78°33°51.6” O), previo a la identificacién por parte del botanico
Walter Simbafia, catedratico de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. La planta fue identificada usando

la guia “Plantas de los Remanentes del Cerro Teligote” (Simbafia & Vargas, 2017)

Un espécimen de la planta fue depositado en el herbario Misael Acosta Solis de la

* lungurahua

SPatate
(Salasaca st o

Cevallos
GantopisRyalios JPunto de recoleccion_sambuel

Lrisaled
Cerro Teligote !

Banos de ‘Agua:Santa

{Mocha

Volcan tungurahua
‘.‘v

Google Earth

Fig. 2. Ubicacion del punto de recoleccion

Fuente: https://www.earth.google.com
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El material vegetal colectado fue almacenado en fundas de papel para su posterior
transporte al laboratorio de Canje de Deuda de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia, donde fueron limpiadas y secadas en una estufa a 40°C
durante 72 h. Las muestras secas se molieron para reducir su tamafio de particula hasta
polvo y se conservaron en fundas ziploc en un ambiente seco y protegido de la luz.

2.2.2 Obtencion de los extractos

La obtencidn de los extractos se realiz6 segun lo descrito por Knezevic et al., (2011),
con ciertas modificaciones. Brevemente, 0,1 g de la muestra se mezcl6é con 1 ml del
disolvente y se homogeniz6 en un vortex. La muestra se colocé en un bafio de
ultrasonido, luego se centrifug6 a 14900 rpm, 10 °C por 10 minutos y el sobrenadante

se secd en una estufa a 40 °C por 2 horas y 30 minutos.

El extracto obtenido fue Ilevado a 5ml con agua destilada para su posterior analisis.

2.2.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion

Se realiz6 la optimizacion siguiendo la metodologia expuesta anteriormente y
considerando 3 factores de modificacion (disolvente, temperatura y tiempo). Para el
disolvente se probd: agua, etanol (25%, 50%,75% y puro) y metanol (25%, 50%, 75%
y puro). Mientras que para la temperatura se trabajé a 30, 40, 50 y 60 °C con tiempos
de 5, 10 y 20 minutos en el ultrasonido para determinar las condiciones optimas de la

extraccion.

Con las mejores condiciones de trabajo se realizo el desgaste del material vegetal, para
ello, se aumento la cantidad de muestra a 3 g y se realizaron 5 extracciones sucesivas;
anadiendo nuevo disolvente para cada extraccion. Los extractos fueron evaporados en

un rotavapor a 35°C y 60 Hpa y posteriormente liofilizados.
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2.2.4 Cuantificacion de polifenoles y flavonoides totales.

Polifenoles

Para la cuantificacion del contenido de fenoles totales se utilizo el método Folin-
Ciocalteu, segin la metodologia propuesta por Vasco et al., (2008), con ciertas
modificaciones. Brevemente, una alicuota de 50 pl del extracto obtenido previamente,
del blanco o del estandar se colocé en un balon de 5 ml, mas 100 pl del reactivo Folin-
Ciocalteu, y esta combinacion se dejo reaccionar durante 3 minutos bajo agitacion
continua. Posteriormente se afiadié 2 ml de una solucion de carbonato de sodio (75¢/L)
y se homogenizo. El volumen se lo aforé a 5 ml con agua destilada y se dej6 reposar a
temperatura ambiente durante 2 horas. Finalmente, la absorbancia se midié a una
longitud de onda de 760 nm y los resultados se expresaron como equivalentes de acido

gélico (AG) usando una curva de calibracion en el rango de 50 — 300 ppm.

Flavonoides

Para la cuantificacion del contenido de flavonoides se utilizd el método descrito por
Dewanto et al., (2002) con ciertas modificaciones. A 250 ul del extracto obtenido se
le afiadieron 1,25 ml de agua, mas 75 ul de nitrito de sodio (5%) y se dejé reaccionar
durante 6 minutos para luego afiadir 150 pl de cloruro de aluminio (10%), se esperé 5
minutos mas e inmediatamente se afiadieron 0,5 ml de hidroxido de sodio (1M) y se
aforé con agua a 5 ml. Ipso facto el complejo coloreado generado se midid en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 500 nm y los resultados se expresaron
como equivalentes de catequina (CQ) usando una curva de calibracién en el rango de
5—100 ppm.

2.2.5 Caracterizacion

Para la caracterizacion de los extractos se emplearon dos técnicas de separacion:
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Cromatografia de capa fina (TLC):

Se llevé a cabo en placas de vidrio (10 x 10 cm) previamente cubiertas con silica gel
60 F_254, segun la metodologia propuesta por KnezZevic et al., (2011) y Khatoon,
Singh, Srivastava, Rawat, & Mehrotra, (2008) con las respectivas modificaciones.
Para ello, alicuotas de 6 pl de los extractos etandlicos/metandlicos, tanto de la muestra
(15 mg/ml de los liofilizados) como de los estandares (&cido gélico y catequina a 5
mg/ml) previamente filtrados (microfiltros de 0,4 um) se aplicaron sobre las placas
mediante el sistema de inyeccion automatico Camag (Automatic TLC sampler 4) con
el software Wincats 1.4.9. Para la corrida cromatografica se utiliz6 como fase movil
una mezcla de tolueno: acetato de etilo: acido formico (40:40.2). Los platos se secaron
con una corriente de aire por unos cuantos minutos y se realizo la deteccion bajo luz

ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm.

Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC):

Se llevo a cabo en condiciones de gradiente; utilizando agua (A) y metanol (B) como
fase mavil (en 35 min de 5-95% B) y una columna eclipse XDB-C18 (4.6 x 250 mm,
5um) como fase estacionaria, segin la metodologia descrita por Saénz et al., (2009),
Guillarme et al., (2010) , Parets et al., (2016) con ciertas modificaciones. Todas las
muestras se filtraron a través de un filtro de 0,45 um. El caudal fue de 0,8 ml/miny la

temperatura de la columna y del automuestreador fue de 20 °C.

Para la identificacion de los compuestos se trabajo con acido galico y catequina, se
comparo los tiempos de retencion de los estandares con relacion a los obtenidos de los
extractos. Se trabaj6 a 214, 254, 280, 320, 360 y 366 nm.

2.2.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos obtenidos fue evaluada mediante el método

de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico.
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Método TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances):

Se siguid la metodologia descrita por Rojano et al., (2008) con modificaciones.
Brevemente, en tubos de vidrio se pesaron tanto muestra como BHT (Butil-
Hidroxitolueno) a varias concentraciones (100, 200, 500 y 1000 pg/ml) y se mezclé
con 10 ml de aceite de oliva “El arbolito”. La mezcla se dejé en agitacion constante a
100°C durante 48 horas. Luego los tubos se enfriaron y centrifugaron a 13000 rpm
durante 10 minutos.

Se tom6 0,95 g del aceite resultante y se mezclé con una solucion de TBA (écido 2-
tiobarbiturico 1mM en acido acético glacial al 50%) en relacion 1:1. Se agitd y se
incubé a 100 °C durante 1 hora. También se prepard un control con el mismo
procedimiento. Luego los tubos se enfriaron en agua durante 10 minutos. La mezcla
se centrifugo, eliminando el sobrenadante y midiendo el residuo a 532 nm. El
porcentaje de actividad antioxidante se calculd usando la siguiente formula.

. . (Am-Ac)
% de Actividad Antioxidante = ———x100
(AO - Ac)
Donde:
Am es la absorbancia de la muestra de ensayo
Ac es la absorbancia del control (aceite oxidado sin antioxidante)
Ao es la absorbancia del aceite sin oxidar

(Céardenas, Carpio, Welbaum, Vilcacundo, & Carrillo, 2018; Quinga, 2017)

2.2.7 Actividad anti-inflamatoria.

La actividad anti-inflamatoria in vitro de los extractos obtenidos se midio mediante los
siguientes métodos.

Desnaturalizacion de proteinas

Se evalud por el método de la desnaturalizacion de proteina segun lo descrito por
Alhakmani et al., (2013), con modificaciones. Diclofenaco de sodio (Merck, 25
mg/ml), un poderoso anti-inflamatorio no esteroidal se us6 como farmaco estandar. La

mezcla de la reaccion consistio de 2 ml del extracto o del estdndar a diferentes
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concentraciones (100, 200, 500 y 1000 pg/ml) y 2 ml de solucién albumina de huevo
(ImM) en buffer fosfato (0,15 M, pH = 6,4), se incubd a 37 °C por 15 minutos. La
desnaturalizacion se indujo manteniendo la mezcla de reaccion a 70 °C en un bafio con
agua por 10 minutos. Luego de enfriar, se midio la absorbancia a 660 nm, usando como
blanco agua mili-g. Cada experimento se realizé por triplicado y se tomd el promedio.
El porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion de la proteina se calcul6 usando la

siguiente férmula:

A
% de Inhibicién = 100 — (A—t x100>
C

Donde:
At es la absorbancia de la muestra de ensayo

Ac es la absorbancia del control

Estabilizacion de HRBC (Human Red Blood Cell)

Este ensayo se llevd a cabo mediante el método de Vadivu, (2018) con ciertas
modificaciones. Se colectd la sangre de voluntarios que no hayan ingerido
antinflamatorios no esteroideos las Ultimas dos semanas antes del experimento y se
mezclo la sangre con volimenes iguales de una solucion de Alsever (2 % dextrosa, 0.8
% citrato de sodio, 0.5 % &cido citrico y 0.42 % cloruro de sodio); se centrifug6 para
luego ser lavada (tres veces) con una solucion isosalina al 0.85%. Se conservo el
resultante en refrigeracion hasta el ensayo. Posteriormente se prepararon varias
concentraciones de los extractos y del estandar en agua destilada (25, 50, 75, 100, 200,
500 y 1000 pg/ml), y en un tubo de ensayo se afiadié 1ml de buffer fosfato (pH 6.4),
2ml de solucidn hipotdnica (0,36%), 0,5 ml de la suspensién de glébulos rojos (10%
v/v) y 0,5 ml del extracto o del estdndar. La mezcla se incub6 a 37°C por 30 minutos,
se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos y se midid el sobrenadante a 540nm. Como
estandar de referencia se empled diclofenaco de sodio (Merck ,25mg/ml). El
porcentaje de inhibicion se calculé usando la misma formula descrita en el método de

desnaturalizacion de proteina.
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2.2.8 Metales

Para la determinacion de metales (calcio, cadmio, cobalto, cobre, hierro, magnesio,
manganeso, niquel, plomo y zinc) en las hojas de sambuel, se realizo la digestion de
la muestra segun el método AOAC 985.35 para eliminar la materia organica.
Brevemente, se pesd 0.6 g de la muestra en crisoles previamente llevados a peso
constante (550°C durante 3 horas), y se calcino a 550°C durante 24 horas. Se enfri6 en
el desecador durante 30 minutos. A cada crisol se afiadi6 1ml de HNO3 (&cido nitrico)
concentrado grado metal traza y 2ml de HCI (4cido clorhidrico) concentrado grado
metal traza, se calent6 a 75°C y se dej6 actuar durante 15 minutos. Luego el remanente
se filtr6 (0.45 pm) y se aford a 25 ml con HNO3 al 1% y se analizaron los metales

segun las condiciones Optimas (Ver Anexos, Tabla A12) para el espectrofotometro de

absorcion atdmica PG - AA500 (Cook Book). Los resultados se contrastaron con las

curvas de calibrado para cada metal en los rangos descritos a continuacion:

Tabla N° 1. Rangos de deteccién y modo de operacidn utilizados en la
determinacion de metales.

Rango de
deteccion de la Sistema de
Elemento L,
curva de atomizacion
calibrado(ppm)
Ca 0.5-3
Cu 0.1-1.75
Fe 0-3 Llama
Mg 0.04-0.4
Mn 0-1
Zn 0-2
Cd 0.006-0.06
Co 0.025-0.2 Horno de
Ni 0.025-0.4 grafito
Pb 0.05-0.6
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUCION

3.1 Optimizacion del proceso de extraccion

Oreopoulou, Tsimogiannis, & Oreopoulou, (2019) y otros autores (Baharuddin,
Nordin, Morad, Aris, & Yunus, 2018; Both, Chemat, & Strube, 2014; Sakanaka,
Tachibana, & Okada, 2005) concuerdan en que los factores que pueden influir en el
proceso de extraccion de metabolitos secundarios son: la composicion del disolvente,
la temperatura de extraccion, el tiempo y/o la cantidad de veces que se necesita repetir
el proceso para lograr el mayor rendimiento y el mayor contenido fendlico. Por ello
estos fueron los factores que se tomaron en cuenta para la optimizacién del proceso de

extraccion de polifenoles y flavonoides totales en las hojas de sambuel.

El contenido de polifenoles se midi6 mediante el método fotométrico de Folin-
Ciocalteu. EI método se basa en la reduccion de los acidos fosfomolibdico y
fosfotlingstico en solucion alcalina a 6xidos cromdgenos de color azul intenso de
tungsteno(WsO23) y molibdeno (MogO23). La absorbancia de estos es proporcional al
namero de grupos fendlicos aromaticos y se utiliza para su cuantificacién con acido
galico como estandar (Xi et al., 2009). Este método permite la extraccion de una
amplia gama de polifenoles, como: fenoles simples, glucésidos flavonoides,
flavanoles como la catequina, procianidinas (dimeros de catequina y epicatequina) y
taninos condensados  (oligdbmeros o polimeros de flavanoles) e hidrolizables
(polimeros del acido galico y elagico) (Cheynier, 2005; Vasco et al., 2008). Para la
determinacion del contenido de flavonoides se utilizd un método colorimétrico en
donde el cloruro de aluminio reacciona con las flavonas y flavonoles, creando un
complejo coloreado que va del amarillo al naranja dependiendo de la concentracion de

estos en la muestra (Salamanca, Correal, & Principal, 2007)

Para este estudio se prepard una curva de calibracion de acido galico (AG) (50 a 300
ppm) y los resultados, determinados por la ecuacion de regresion lineal (y = 0.111x -
0.0409, R? = 0.994), se expresaron como mg de acido galico equivalentes por gramo
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de la muestra seca. Mientras que, para el contenido de flavonoides se realizé una curva
de calibracion de catequina (CQ) (50 a 100 ppm) y los resultados, determinados por la
ecuacion de regresion de la curva de calibracion (y = 0.02909x - 0.0206, R? = 0.997),

se expresaron como mg de catequina equivalentes por gramo de la muestra seca.

3.1.1 Optimizacion del disolvente

Los solventes utilizados fueron etanol y metanol a 4 concentraciones diferentes
(25,50,75,99,8% y agua). Se eligieron estos, debido a la afinidad que han demostrado
los compuestos fenolicos por los disolventes polares en estudios previos (Daneshfar,
Ghaziaskar, & Homayoun, 2008; Sakanaka et al., 2005)

Los resultados obtenidos para la optimizacion del primer factor: concentracion del
disolvente (Ver Tabla N° 2), fueron mayores a los obtenidos por Guler & Candemir,
(2015) en hojas de vid (9.72 a 14.25 mg AG /g para polifenoles y 5.08 a 6.22 mg CQ/g
para flavonoides). Se observa un mayor contenido de fenoles que de flavonoides; esta
misma tendencia se reporta en hojas de Curcuma Zedoaria (125.75 mg/g para
polifenoles y 6.12 mg/g para flavonoides ) (Azahar, Gani, & Mohd Mokhtar, 2017)
y hojas de Zingiber officinale Roscoe (33.0 a 39.1 mg/g para polifenoles y 5.54 a 7.05
mg/g para flavonoides) (Ghasemzadeh, Jaafar, & Rahmat, 2010).

Tabla N° 2. Contenido de polifenoles y flavonoides totales en los tratamientos
aplicando diferentes concentraciones de disolventes.

Optimizacion por disolventes

Disolvente Etanol Metanol
Concentracion | g, 50% 75% 99,8% 25% 50% 75% 99,8% s
del disolvente
mg de acido 17725
galico/g + 20,005+ | 14,018+ | 3,094 + 14,663 + 16,584 + 18,385 + 8,451 + 10,342 +
muestra seca a ot 0,393v 1,040v 0,341 0,231% 0,332 0,7324 0,911y 1,1557
0,481t
760 nm*
mg de
catequinal/g 12,538 13,827+ | 10,374+ | 2,509 + 11,459 + 14,014 + 13,923 + 7,586 + 7,961 +
muestra secaa | *0,3592 0,714 0,852¢ 0,6684 0,372a¢ 0,280 0,792° 0,800¢ 0,570¢
500 nm*

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar
LUVIWXY.Z v/alores en la misma fila con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente

significativas entre disolventes para la cuantificacion de polifenoles (p < 0,05).
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ab.c.d\salores en la misma fila con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas
entre disolventes para la cuantificacion de flavonoides (p < 0,05).

B Mejor condicion seleccionada (disolvente) para la cuantificacion de polifenoles.

g Mejor condicion seleccionada (disolvente) para la cuantificacién de flavonoides.

El etanol y el metanol son los disolventes mas utilizados para la extraccion cuantitativa
de polifenoles de plantas aromaticas (Oreopoulou et al., 2019). El rendimiento tanto
en la extraccion de fenoles totales como de flavonoides disminuy6 al aumentar la
concentracion de etanol y metanol (superior al 50%); mientras que, al comparar el
rendimiento en los disolventes puros, fue el agua el mejor. Estos resultados estan de
acuerdo con los encontrados por Xi et al., (2009) y Bouras et al., (2015) donde la
concentracion optima de medio alcohdlico se encontraba entre 40 y 50% para la
extraccion de polifenoles. Ademas, el rendimiento de extraccion en plantas depende
en gran medida de la polaridad del solvente, que determina cualitativa y
cuantitativamente los compuestos antioxidantes extraidos (Franco et al., 2008); de
hecho, cuando se agrega agua al etanol y al metanol, la polaridad del solvente aumenta
(Cujié¢ et al., 2016) y esto afecta positivamente la solubilidad de los compuestos

fenélicos en la solucion.

Debe considerarse que, la eficiencia de un solvente depende principalmente de su
capacidad para disolver grupos fenolicos especificos, mientras que, la solubilidad de
los polifenoles depende principalmente de los grupos hidroxilo, del tamafio molecular
y la longitud del hidrocarburo (Franco et al., 2008). Estas diferencias se pueden
atribuir a los grupos fendlicos especificos presentes en la planta. Esto explica el hecho
de que, en el sambuel, para la extraccion de fenoles totales, el mejor disolvente fuera
el etanol, mientras que; el metanol dio mejores resultados para la extraccion de
flavonoides. Las flavonas son un tipo de flavonoides que se disuelven en metanol
(Oreopoulou et al., 2019), por lo que los resultados sugieren que el extracto de

sambuel podria ser rico en estos compuestos.

El analisis estadistico indica que no existe diferencia significativa entre el rendimiento
de flavonoides extraidos con metanol al 50% y 75%. Sin embargo, debido a que el
metanol al 50% requiere de menor gasto de solvente y resulta menos toxico, se

considerd como la mejor concentracion de disolvente.
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Siendo que, las mezclas etanol-agua (fenoles totales) y metanol-agua (flavonoides) al
50% permitieron obtener las concentraciones mas altas de estos metabolitos en los

extractos; fueron elegidas para la siguiente etapa del proceso de optimizacion.

3.1.2 Optimizacion de la temperatura

El incremento de la temperatura en el proceso de extraccion mejora la solubilidad de
los compuestos fendlicos en los extractos (Baharuddin et al., 2018); favoreciendo asi
a un mayor rendimiento. Sin embargo, a temperaturas mayores de 60°C en la
extraccion, los compuestos fenolicos podrian degradarse, repercutiendo de manera
negativa al rendimiento de la extraccion (Zhou et al., 2013). Es por ello, que las
temperaturas utilizadas en la optimizacion del proceso de extraccion fueron 30, 40, 50

y 60 °C y los resultados se muestran en la Tabla N°3.

Tabla N° 3. Contenido de polifenoles y flavonoides totales en los tratamientos
aplicando diferentes temperaturas en el proceso de extraccion.

Optimizacion con temperaturas

Disolvente | "EMperatura e 30 °C 40 °C 50 °C 60 °C
extraccion

mg de acido

Etanol 50% | galico/g muestra | 17,334 +0,270' | 14,498 +0,135 | 21,011 +0,248% | 21,626 + 0,651
seca a 760 nm*

Metanol mg de catequina/g

muestra seca a 13,900 + 0,408™ | 14,965+ 0,102" | 15,710 +0,090" | 17,600 + 0,730°

s 500 nm*

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar.

LK \salores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre temperaturas para la prueba de polifenoles (p < 0,05).

MM valores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre temperaturas para la prueba de flavonoides (p < 0,05).

B Mejores condiciones seleccionadas para la cuantificacion de polifenoles.

= Mejores condiciones seleccionadas para la cuantificacion de flavonoides.

Los mejores resultados se obtuvieron a 50 y 60°C, notdndose una relacion
directamente proporcional entre la temperatura y la concentracion de polifenoles y
flavonoides en los extractos. La misma tendencia obtuvieron Baharuddin et al.,

24



(2018) en hojas de Clinacanthus nutans ( 11.05 mg AG/g (30°C) a 13.87 mg AG/g
(55°C) para polifenoles y 8.97 mg QE/g (30°C) a 12.25 mg QE/g (55°C) para

flavonoides), siendo estos resultados menores a los encontrados en el presente estudio.

En general, cuanto mayor es la temperatura de extraccion, mayor es la recuperacion
de compuestos fendlicos. Una temperatura més alta puede mejorar la recuperacion,
porque puede extraer algunos polisacaridos pécticos de la pared celular y debillitar su
integridad (Sun, Chu, Wu, & Rui, 2001), como resultado, se produce una mayor
solubilidad de los compuestos fendlicos, mayores fendémenos de transferencia de calor
y masa a través de la matriz de la planta y se mejora el rendimiento (Oreopoulou et
al., 2019).

Con las dos mejores condiciones de temperaturas (50 y 60°C) se decidi6 optimizar el
tiempo de extraccion, para verificar si el rendimiento presenta diferencia significativa
al utilizar estas dos temperaturas cuando el tiempo de extraccion incrementa y

eventualmente establecer la mejor temperatura.

3.1.3 Optimizacion del tiempo

El tiempo al igual que la temperatura presenta un efecto positivo en el incremento de
la concentracion de polifenoles y flavonoides de los extractos. Por ende fue el siguiente
factor a optimizar; estableciendo 5, 10 y 20 min como los pardmetros a evaluar. Las
concentraciones resultantes de metabolitos secndarios obtenidas para esta etapa de

optimizacion se reportan en la Tabla N° 4.
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Tabla N° 4. Contenido de polifenoles y flavonoides totales en los tratamientos en el
proceso de extraccion con variacion del tiempo.

Optimizacion con tiempos

mg de 4cido galico/g mg de catequina/g
muestra seca a 760 nm | muestra seca a 500 nm
TemperatL_J[a de T|err_lpo de_ Etanol 50% Metanol 50%
extraccion extraccion (min)
5 21,011 + 0,248 15,710 + 0,079
50 °C 10 22,181 +£0,113¢ 16,684 + 0,034'
20 22,361 + 0,094 16,589 + 0,121
5 21,626 + 0,651" 14,965 + 0,103™
60 °C 10 22,706 + 0,138 17,497 £ 0,635"
20 22,841 + 0,104 17,944 + 0,053"

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar.

f9N1 valores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente

significativas entre tiempos para la prueba de polifenoles (p < 0,05).

kLM \salores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre tiempos para la prueba de flavonoides (p < 0,05).

B Mejores condiciones seleccionadas para la cuantificacion de polifenoles.

o Mejores condiciones seleccionadas para la cuantificacion de flavonoides.

Los tiempos utilizados para la optimizacion fueron menores a los utilizados por
estudios anteriores en hojas de plantas (Nour, Trandafir, & Cosmulescu, 2016;
Sharmila et al., 2016). Generalmente, el aumento del tiempo y la temperatura
promueven la solubilidad analitica. Sin embargo, los compuestos fenolicos
generalmente se degradan o experimentan reacciones indeseables tales como
oxidacion enzimatica por tiempos de extraccion prolongados y altas temperaturas
(Gullian & Terrats, 2017). Por, ello, cuando el tiempo aumentd de 10 a 20 min, el

rendimiento no incremento significativamente.

El analisis estadistico mostro que no existen diferencias significativas (p< 0,05) a los
10 y 20 min de extraccion para ambas temperaturas, tanto para la extraccion de
polifenoles como de flavonoides, por ello el tiempo seleccionado fue de 10 min, para
conservar los metabolitos secundarios extraidos, facilitar el proceso de extraccion y

reducir los gastos en recursos.

26



3.1.4 Desgaste del material vegetal

Para el desgaste del material vegetal se realizaron 5 extracciones sucesivas, y se
determind el contenido de polifenoles y flavonoides por cada extraccién, con el fin de
conocer cuantas veces se puede repetir el proceso en una misma muestra para
conseguir el maximo de rendimiento posible. Los resultados obtenidos se detallan en
la Tabla N°5.

Tabla N° 5. Contenido de polifenoles y flavonoides totales con desgaste del material
vegetal variando el nimero de extracciones.

Desgaste del material vegetal

mg de acido glico/g .
mg de catequina/g
muestransr?]ca el muestra seca a 500 nm
Temperatura y Numero de 0 0

Tiempo de extraccion extracciones Etanol 50% Metanol 50%
1 22,751 £ 0,026° 16,741+ 1,746¢

b r

50 °C x 10 min 2 10,522 + 0,104 8,125+ 0,786
3 4,055 + 0,045° 3,187 £0,121°

4 1,099 + 0,052¢ 1,296 + 0,469

5 <LOD 0,471 + 0,040
1 21,836 +0,119¢ 18,070 + 0,189

2 9,292 + 0,138f 7,678 +0,172"

60 °C x 10 min 3 3,079 £ 0,026° 4,573 +£1,975°
4 1,024 +0,113¢ 1,308 + 0,105

5 <LOD 0,804 + 0,091

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar.

ab.cdefg vajores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre tiempos para la prueba de polifenoles (p < 0,05).

arst valores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre tiempos para la prueba de flavonoides (p < 0,05).

B Mejores condiciones seleccionadas para la cuantificacion de polifenoles.

& Mejores condiciones seleccionadas para la cuantificacion de flavonoides

Al realizar extracciones sucesivas se obtuvieron rendimientos significativos hasta la
tercera repeticion, luego de esta el porcentaje de recuperacion fue minimo (3% para
polifenoles y 5% para flavonoides) (Ver Fig.3 y 4), demostrando asi el desgaste del

material vegetal y estableciendo que con tres extracciones se supera el 90% de
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rendimiento. El mecanismo de extraccién ultrasénica involucra dos tipos de
fendmenos fisicos: difusion a través de las paredes celulares y expulsion del contenido
celular una vez que las paredes se rompen (Tiwari, 2015), lo que permite que el
método sea mas efectivo en comparacion con métodos convencionales (Zhou et al.,
2013).

Desgaste del material vegetal en el extracto de etanol al 50%
25

22,751

97% 100% _ 100%

20
86%

3 Contenido de polifenoles
15 en el extracto

5924/ e——ePorcentaje acumulado

mg de &cido galico/g muestra seca a 760 nm

10,522
10
5 4,055
1,099 e
I_I <
O —
1 2 4 5

3 :
NUmero de extracciones

Fig. 3 Concentracidon de polifenoles en mg de acido galico/g muestra seca a 760 nm vs el nimero de
extracciones realizadas a 50°C.
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Desgaste del material vegetal en el extracto de metanol al 50%
20

18,07

98% 100%

15

=== Concentracion de
flavonides en el extracto
e——ePorcentaje acumulado

56%-

mg de catequina/g muestra seca a 500 nm
[EEY
o

7678
; 4573
1,308 0,804
0 | | '
1 2 3 4 5

NUmero de extracciones

Fig. 4 Concentracion de polifenoles en mg de catequina/g muestra seca a 500 nm vs el nimero de
extracciones realizadas a 60°C.

En base a los resultados obtenidos, se eligieron 50°C x 10 min como las mejores
condiciones para la extraccion de fenoles totales y 60°C x 10 min para la extraccién de
flavonoides en las hojas de sambuel. Comportamientos similares fueron obtenidos en
los estudios de Gullian & Terrats, (2017) y Baharuddin, Nordin, Morad, Aris, &
Yunus, (2018) en hojas de Brosimum alicastrum y C. nutans, donde la temperatura
afectd de manera diferente a la muestra, consiguiendo condiciones de extraccién

diferentes para la determinacion de fenoles y flavonoides.
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3.2 Caracterizacion de los extractos

Los extractos obtenidos a partir del sambuel empleando las mejores condiciones de
disolvente, concentracion, temperatura y tiempo (etanol 50%, 50 °C x 10 min para la
extraccion de polifenoles y metanol 50% 60°C x 10min para la extraccion de
flavonoides) fueron caracterizados cualitativamente mediante TLC y HPLC, con el fin
de conseguir el patron de compuestos presentes en los extractos y con ello una especie

de huella dactilar que los caracterice y diferencie de otros extractos.

3.2.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia se realizé aplicando 6ul de las muestras y usando como fase movil
una mezcla de tolueno: acetato de etilo: &cido formico (40:40:2). Se reveld a 366 nm
(los compuestos solo se pudieron detectar a esta longitud de onda, a 254nm y bajo luz

visible no se apreciaron) y los resultados se muestran en la Fig. 5.

Fig. 5 Perfiles de huellas dactilares de los extractos de las hojas de H. luteynii en placas HPTLC de
silica gel 60 F 254 (Merck) de dimensiones 10x10cm con tolueno: acetato de etilo: acido formico (40:
40: 2), como fase movil. La deteccion se realizo por iluminacién UV a 366nm. SE: Sambuel extraido

con etanol 50% (15mg/ml), SM: Sambuel extraido con metanol 50% (15mg/ml), AG: Acido galico
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(5mg/ml); CQ: catequina (5mg/ml). Rf de compuestos obtenidos de forma ascendente: C1:0.21 ,
C2:0.51, C3:0.55, C4:0.59, C5: 0.89, C6: 0.99, AG: 0.3, CQ: 0.23.

Bajo las condiciones establecidas se observaron 6 compuestos representativos, cuyos
Rf se reportan en la Fig. 5. EI compuesto 5 (C5) no se aprecia en el extracto obtenido
con metanol al 50%, lo cual estaria directamente relacionado con la solubilidad que
los compuestos presentan en los disolventes empleados para su extraccion. Ademas,
por la intensidad de las bandas pareceria que los compuestos C4, C5 y C6 estuvieran

en menor concentracion en el extracto metandélico.

Por otra parte, la intensidad de la banda de inyeccion (base) en ambos extractos sugiere
la presencia de mas compuestos, pero con una polaridad elevada, razon por la cual bajo
las condiciones empleadas no lograron ascender. Finalmente, la presencia de acido

galico y catequina no se pudo apreciar en ninguno de los extractos.

3.2.2 Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

Para la caracterizacion mediante HPLC, los extractos fueron inyectados en un volumen
de 10 pl a una presion inicial de 130.5 bar y un flujo de 0.8 ml/min; la fase movil
utilizada fue metanol y agua y se trabaj6é en modo gradiente. Los principales picos se

observaron durante los primeros 30 minutos de analisis.
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Fig. 6 Perfiles cromatograficos de los extractos etanolico (EtOH) y metandlico (MeOH) de las hojas

de H. luteynii obtenidos mediante HPLC a diferentes longitudes de onda. A: 214 nm, B: 254 nm, C:

280 nm, D: 320 nm, E: 360 nmy F: 366 nm
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La Fig. 6 presenta los cromatogramas de los extractos obtenidos en condiciones
Optimas del proceso de extraccion para las hojas de sambuel. Los cromatogramas
obtenidos para los extractos etanolico y metanolico presentan el mismo patron al
compararlos a la misma longitud de onda, con picos representativos ligeramente
desplazados en los tiempos de retencion. Sin embargo, el uso de etanol como
disolvente para la extraccion de metabolitos secundarios incrementa el contenido de
compuestos detectados a 360 nm. Esto, como se habia mencionado antes (Ver

Optimizacion por disolvente) se debe a la capacidad del disolvente para disolver

grupos fendlicos especificos (Franco et al., 2008).

A cada longitud de onda se observan dos picos importantes (a 240 nm: 23.24 y 23.24
min, a 280 nm: 22.12 y 22.23 min, a 320 nm: 22.12 y 22.24 min, a 360 nm: 23.02 y
23.24 min, a 366 nm: 24.64 y 24.76 min ) cuya concentracion es mayor en el extracto
metandlico en todos los casos (comparacion de areas). Lo que sugiere que este
disolvente favorece la extraccion de compuestos especificos que deberan ser

identificados en estudios posteriores.

Ademas, se corrieron dos estandares disponibles :&cido galico y catequina,
obteniéndose un tiempo de retencion de 8.33 min y 14.97 min a 280 nm,
respectivamente. Al comparar estos picos con los obtenidos en los cromatogramas de

los extractos de sambuel (a la misma longitud de onda), no se logré identificarlos.

3.3 Actividades Bioldgicas

3.3.1 Actividad Antiinflamatoria - método HRBC

La determinacion de la actividad antiinflamatoria mediante HRBC se realiz6 con los
extractos liofilizados disueltos en buffer fosfato pH 7.4 a diferentes concentraciones
(25,50,75,100,200,500,1000pg/ml). Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion.
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Tabla N° 6. Porcentaje de actividad antiinflamatoria en los extractos de sambuel a
diferentes concentraciones - método HRBC.

., % de Actividad

Concentracion .. ;

Muestra ug/ml antiinflamatoria a

540nm*

25 97,01 + 0,942
50 97,25 + 0,682
Diclofenaco 75 97,19 + 0,502
100 93,53 + 1,53°
200 93,19 + 2,79°
25 92,25 + 0,05°
50 92,30 + 0,14¢
Extracto 75 93,00 + 0,26¢
etanélico 100 93,35 + 0,08¢
(50%) 200 94,47 + 0,48°
500 98,13 + 0,322
1000 94,04 + 0,44¢
25 90,67 + 0,44f
50 92,70 + 0,289
Extracto 75 93,88 + 0,17
metandlico 100 94,23 +0,21"
(50%) 200 93,45+ 0,17"
500 97,89 + 0,202
1000 93,08 + 0,179

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar

ab\/alores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas
entre porcentajes de actividad para el estandar diclofenaco (p < 0,05).

¢de valores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre porcentajes de actividad antinflamatoria para el extracto etandlico de sambuel (p < 0,05).

oMk valores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre porcentajes de actividad antiinflamatoria para el extracto metandlico de sambuel (p < 0,05).

g Mayor porcentaje de actividad antiinflamatoria -método HRBC para el estandar diclofenaco.
B Mayor porcentaje de actividad antiinflamatoria -método HRBC para el extracto etanélico de sambuel.

g Mayor porcentaje de actividad antiinflamatoria -método HRBC para el extracto metanélico de sambuel.

La estabilizacion de la membrana de los eritrocitos humanos (también conocidos como
gldbulos rojos) conseguida por los extractos contra la lisis inducida por la solucién
hipotonica, implica que estos también pueden estabilizar membranas lisosomicas
(Parameswari, Devika, & Vijayaraghavan, 2019); esto se explica debido a que la
membrana de los eritrocitos y de los lisosomas se consideran analogos (Chippada,
Volluri, Bammidi, & Vangalapati, 2008; Kota, Sharma, & Tahashildar, 2018).
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Cuando los eritrocitos son sometidos a estrés hipotonico, los farmacos
antiinflamatorios impiden que estos liberen la hemoglobina de su interior; mientras
que, durante la inflamacion, los farmacos antiinflamatorios impiden que los lisosomas
de las celulas liberen las enzimas lisosomales (generalmente bactericidas
(ciclooxigenasa) o proteasas) o inactivan las ya liberadas (Bag et al., 2013; Kumar et
al., 2011; Parameswari et al., 2019) lo que permite que no se produzca dafio al tejido
y por ende, la inflamacion; la cual, cuando es persistente y no es controlada a tiempo,
puede actuar como un factor etioldgico para varias enfermedades cronicas como
ataques cardiacos, descargas sépticas y artritis reumatoide (Kota et al., 2018; Sharma,
Karunakar, & Ragavendhra, 2018)

Por ello, la estabilizacion de la membrana de glébulos rojos humanos (HRBC) por lisis
de membrana inducida por hipotonicidad se puede tomar como una medida in vitro de
la actividad antiinflamatoria de los fArmacos o extractos de plantas.

Los extractos de hoja de sambuel mostraron actividad antiinflamatoria significativa
(superior a 90%) a todas las concentraciones probadas, inclusive a concentraciones
bajas (Ver Tabla N° 5). A la concentracion de 500 pg/ml los extractos mostraron el

maximo porcentaje de actividad antiinflamatoria inhibiendo la lisis celular en un
98,13% (extracto etandlico) y 97,89% (extracto metanolico); porcentajes superiores a
los reportados en estudios de actividad antiinflamatoria mediante este método, en hojas
de otras plantas como la Gardenia coronaria (33% a 300 pg/ml ) (Chowdhury et.al
2014) , Artemisia nilagirica (Clarke) Pamp (74,63% a 200 pug/ml ) (Parameswari et
al., 2019), Basella alba L. var. alba. (71,89% a 400 ug/ml) (Kumar et.al., 2011) y
Punica granatum Linn (87,41% a 500 pg/ml) (Kota et al., 2018).

Cabe indicar que a una concentracién de 100 pg/ml la actividad antiinflamatoria de
los extractos de sambuel resulta totalmente comparable a la actividad presentada por

el diclofenaco.
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3.3.2 Actividad Antiinflamatoria — método desnaturalizacion de proteinas

La desnaturalizacion puede definirse en términos generales como cualquier
modificacion de la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria de las moléculas de
proteina que no implica la ruptura de enlaces covalentes. (Grant, Alburn, &
Kryzanauskas, 1970). Al momento se cree que la produccion de autoantigenos que
inducen a la inflamacion en enfermedades inflamatorias y artriticas puede deberse a la
desnaturalizacion de proteinas in vivo (Alhakmani et al.,, 2013; Chandra,
Chatterjee, Dey, & Bhattacharya, 2012). Por lo tanto, los agentes que pueden
prevenir la desnaturalizacion de las proteinas valdrian la pena para el desarrollo de

farmacos antiinflamatorios.

Tabla N° 7. Porcentaje de actividad antiinflamatoria en los extractos de sambuel a

diferentes concentraciones - método desnaturalizacion de proteinas.

% de Actividad
Concentracion % Qe Activida_d antiinflamatoria
Muestra ug/ml antiinflamatoria normalizado
a 660nm* respecto al
estandar*
100 24,18 + 0,96? 40,29 + 0,962
Diclofenaco 200 35,37 + 2,28° 58,93 + 2,28°
500 49,96 + 1,38° 83,24 + 1,38°
1000 60,02 + 3,19¢ 100,00 + 3,19¢
Extracto 100 36,50 + 0,90° 60,81 + 0,90°
etanélico 200 48,51 £ 0,27° 80,82 + 0,27°¢
(50%) 500 46,60 + 0,52° 77,65 + 0,52¢
1000 21,83 + 1,25 36,38 + 1,25f
Extracto 100 27,85 + 0,089 46,40 + 0,08°
metandlico 200 29,19 + 0,273 48,63 + 0,273
(50%) 500 21,25+ 1,10 35,40 + 1,10
1000 12,39 + 3,44" 20,64 + 3,44

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar

abcd vsalores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente

significativas entre porcentajes de actividad para el estandar diclofenaco (p < 0,05).

&f\zalores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas

entre porcentajes de actividad antiinflamatoria para el extracto etandlico de sambuel (p < 0,05).

9" v/alores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas

entre porcentajes de actividad antiinflamatoria para el extracto metanélico de sambuel (p < 0,05).

g Mayor porcentaje de actividad antiinflamatoria mediante el método de desnaturalizacién de proteina para el

estandar diclofenaco.
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B Mayor porcentaje de actividad antiinflamatoria mediante el método de desnaturalizacién de proteina para el
extracto etandlico de sambuel.

O Mayor porcentaje de actividad antiinflamatoria mediante el método de desnaturalizacion de proteina para el
extracto metanolico de sambuel.

Se ha informado que una de las caracteristicas de varios medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos es su capacidad para prevenir la desnaturalizacion de
la albimina inducida mediante calor a pH de 6.2-6.5 (Chatterjee, Chandra, Dey, &
Bhattacharya, 2012). Por ello, los extractos del sambuel a diferentes concentraciones
(100, 200, 500 y 1000) pg/ml, fueron analizados mediante este método a un pH de 6.4,

utilizando diclofenaco s6dico como estandar.

Los extractos de H. luteynii y el diclofenaco sodico exhibieron un porcentaje de
actividad antiinflamatoria dependiente de la concentracion (Tabla N° 7). Para el caso
de los extractos, se observd una tendencia parabdlica, en donde la maxima actividad
fue a 200 pg/ml (80,82% para el extracto etandlico y 48,63% para el extracto
metanolico) y a partir de ésta, a concentraciones mayores del extracto, la actividad
antiinflamatoria disminuye. Una tendencia similar fue reportada por Umapathy et al.,
(2011) en el estudio de la actividad atiinflamatoria en Albuca cetosa mediante el
mismo método (65% a 125 pg/ml, 45% a 250 pg/ml y 59% a 500 pg/ml). Ademas, se
observa que a la misma concentracion (200 pg/ml) el extracto etandlico presenta
mayor capacidad antiinflamatoria que el diclofenaco y el extracto metandlico, lo que
sugiere que este podria llegar a ser mas efectivo para el tratamiento de procesos
antiinflamatorios. Un resultado similar al del sambuel etanol 50% se reporta para el
extracto de las hojas de Cynodon dactylon (48,46% a 200 pg/ml ) (Ghumre et al.,
2017)

Los resultados observados mediante los méetodos in vitro de estabilizacion de HRBC
y desnaturalizacion de proteina indican que los extractos de H. luteynii extraidos con
metanol y etanol al 50 % poseen capacidad antiinflamatoria, actividad bioldgica que
estaria relacionada con los compuestos fendlicos presentes en los extractos (Chopade,
Somade, & Sayyad, 2012). Ademas, cabe destacar que el uso del extracto a
concentraciones bajas (100 a 200 pg/ml) podria dar resultados satisfactorios en el

tratamiento de inflamaciones.
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3.3.3 Actividad antioxidante - método TBARS

Las sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS) estan presentes de forma
natural en lipidos poliinsaturados e incluyen hidroperdxidos lipidicos y aldehidos que
aumentan su concentracién como respuesta al estrés oxidativo y al descomponerse
forman malonaldehido un compuesto medible espectrofotométricamente a 532nm
(Oxford Biomedical Research, 2013). Los ensayos se realizaron con aceite de oliva
y los liofilizados de los extractos a concentraciones de 100, 200, 500 y 1000 pg/ml.

Trabajando con butilhidroxitolueno como estandar.

Tabla N° 8. Porcentaje de actividad antioxidante en los extractos de sambuel a
diferentes concentraciones — método TBARS.

Concentracion %o d_e Actividad
Muestra ug/ml antioxidante a
532nm*

100 82,75 + 0,322
BHT (Butil 200 84,52 + 0,572
hidroxitolueno) 500 91,42 +1,21°
1000 95,54 + 0,79°
E 100 19,15 + 4,62°
eéﬁﬁfi‘é 200 41,02 + 7,31°
(50%) 500 51,07 £ 2,47¢
1000 61,72+ 2,43
Extracto 100 47,32 + 2,80z
metanclico 200 43,81 + 0,18_
(50%) 500 34,00 + 3,57
1000 27,70 £ 2,71

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar

ab\/alores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas
entre porcentajes de actividad antioxidante para el estdndar butilhidroxitolueno (p < 0,05).

¢def \salores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre porcentajes de actividad antioxidante para el extracto etanélico de sambuel (p < 0,05).

9Mii \alores en la misma columna con letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente
significativas entre porcentajes de actividad antioxidante para el extracto metandélico de sambuel (p < 0,05).

o Mayor porcentaje de actividad antioxidante mediante el método TBARS para el estandar butilhidroxitolueno.
B Mayor porcentaje de actividad antioxidante mediante el método TBARS para el extracto etanélico de sambuel.

o Mayor porcentaje de actividad antioxidante mediante el método TBARS para el extracto metanélico de sambuel.
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Los resultados obtenidos (Tabla N° 8) muestran que los extractos del sambuel poseen
actividad antioxidante, lograndose diferenciar distintas tendencias en ambos extractos.
Asi, en el extracto etandlico el porcentaje de actividad se incrementa a medida que

aumenta la concentracion, mientras que en el extracto metandlico desciende.

En general, el m&ximo porcentaje de actividad antioxidante obtenido fue mayor en el
extracto etanolico (61,72% a 1000ug/ml), que en el metanolico (47,32% a 100 pg/ml)
y se relaciona directamente con los resultados de fenoles totales obtenidos durante la
primera etapa de la optimizacién (20 mg &c. galico/g para el extracto etanélico al 50%
y 16 mg ac.gélico/g para el extracto metandlico al 50%) (Ver Tabla N°2). Segun lo

informado por otros investigadores (Franco et al., 2008; Zhou et al., 2013), el
contenido de fenoles totales tiene una relacion directa con la actividad antioxidante.
Ademaés, resultados similares a los obtenidos fueron reportados en el estudio de
Bouras et al., (2015) para el extracto de Quercus (Etanol 5,47% y Metanol 4,87%)
quienes informaron que las mediciones de la capacidad antioxidante fueron
consistentes con el contenido de los compuestos fendlicos. Sin embargo, desde una
perspectiva de efectividad en lugar de rendimiento, el extracto metandlico seria mas
efectivo al lograr una mayor actividad con una menor concentracion; todo esto se
podria explicar, debido a las diferentes condiciones de extraccion utilizadas, ya que,
estas pueden dar como resultado la obtencidén de componentes fendlicos con diferentes
estructuras quimicas (Li, Smith, & Hossain, 2006). Por lo tanto, aunque el contenido
fendlico total puede ser alto, si el extracto consta de componentes fendlicos, que tienen

menor capacidad antioxidante, la actividad antioxidante total puede no ser alta.

Por otra parte, la peroxidacion lipidica de los alimentos puede conducir al desarrollo
de sabores desagradables, asi como a pérdidas nutricionales y a la formacion de
productos finales potencialmente toxicos, una de las principales razones del deterioro
de los alimentos durante su procesamiento y almacenamiento (Amensour et al., 2010).
Por ello, el potencial antioxidante del extracto metanolico a bajas concentraciones
sugiere la posibilidad de usarlo en la industria alimentaria para aumentar el tiempo de

vida atil mediante la inhibicién de la oxidacion de grasas.

Se cree que los antioxidantes al reducir los niveles de radicales libres, ayudan a que
las células sean menos susceptibles a experimentar estrés oxidativo y en definitiva
respuesta inflamatoria (Chopade et al., 2012; Karthikeyan & Koushik O, 2016;
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Nagaharika, kalyani, Rasheed, & Ramadosskarthikeyan, 2013; Umeti, Onajobi,
Oboutor, Anyasor, & Esan, 2019); lo que explicaria las actividades bioldgicas

encontradas en los extractos de sambuel.

3.4 Metales

Para la determinacion de metales se evaluaron un total de 10 minerales) (Ver Tabla N°
9) con la finalidad de obtener mayor informacién sobre la composicién de la planta y
ademas para verificar la posible contaminacion por influencia de las cenizas del volcan
Tungurahua.

Tabla N° 9. Curvas de calibrado y concentraciones de los minerales determinados en
las hojas secas de sambuel.

. Curvas de Calibracién
Mineral Concentracion _
mg/100g base seca Ecuacion Coeficiente de
determinacion (R2)

Calcio 1111+ 3,0 y =0,119x + 0,006 0,983
Cadmio < 0,002 y = 13,318x + 0,008 0,994
Cobalto <0,014 y = 3,478x + 0,060 0,998
Cobre 09+0,1 y = 0,336x + 0,007 0,999
Hierro 3,1+05 y =0,207x + 0,013 0,995
Magnesio 558,4 + 53,9 y = 1,690x + 0,006 0,999
Manganeso 43,1 +£ 3,0 y = 0,551x — 0,034 0,992
Plomo <0,017 y = 0,963x + 0,056 0,928
Niquel 0,2 +0,02 y =2,217x + 0,127 0,996
Zinc 48+05 y = 0,553x + 0,020 0,993

*Los datos reportados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar

B Minerales con mayor concentracion en las hojas secas de sambuel.

Dentro de los minerales analizados y que considerados como esenciales, el magnesio
reporta la mayor concentracién (558,4 mg/100g) seguido del calcio (111,1 mg/1009)
y el manganeso (43,1 mg/100g). En menor concentracion se obtuvo el zinc (4,8
mg/100q), el hierro (3,1 mg/100g) y el cobre (0,9 mg/100g).

Los contenidos de hierro, magnesio y manganeso conseguidos fueron mayores que los
reportados en otros estudios en hojas de Boerhavia diffusa (Fe 0.012, Mg 8,7y Mn 0,4
mg/100g) y Commelina nudiflora (Fe 0.017, Mg 6,6 y Mn 0,1 mg/100g); aunqgue en el

estudio los contenidos de zinc y cobre estuvieron por debajo del limite de deteccion,
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el calcio se reporté en mayor cantidad (174,1 mg/100g para B.diffusa y 240,0 mg/100g
C.nudiflora) que en el sambuel (Ujowundu, Igwe, Enemor, Nwaogu, & Okafor,
2008).

Aunque ciertos minerales son necesarios para el organismo, existe un rango estrecho
entre la concentracion maxima a la que no se producen efectos nocivos y la
concentracion a la que se esperan efectos adversos (British Nutrition Foundation,
2018). Esta es una de las razones por las cuales se deben monitorear las
concentraciones de estos en los productos destinados al consumo humano. A partir de
los resultados obtenidos, se observo que todos los elementos se encuentran dentro de
los limites establecidos para la legislacion ecuatoriana vigente y el Codex Alimentarius
(Mg: 300mg, Cu: 0.9 mg, Ca: 1000 mg, Fe: 14mg, Zn: 15mg, Mn: 2,3 mg ) (Codex
Alimentarius, 2015; INEN(Instituto Ecuatoriano de Normalizacién), 2016;
National academies of sciences, 2015). Sin embargo, debido a que las hojas de
sambuel son consumidas mediante infusién a modo de té por los moradores del cerro
Teligote, la cantidad en la que estos minerales puedan retenerse en el organismo
dependeré del contenido total del elemento en las hojas, la fraccidn del contenido total
eluido en la infusion y la biodisponibilidad del mineral presente en la infusion
(Wrdbel, Wrobel, & Colunga, 2000), por lo que, seria de utilidad estudiar el
contenido de minerales presentes en la infusion del sambuel, para determinar el

contenido real de minerales que una persona podria ingerir con este.

Por otro lado, la determinacion de metales pesados es importante para juzgar el valor
nutricional de las hojas de sambuel y evitar cualquier posible efecto negativo que
pueda causar a la salud humana si este es ingerido. Los contenidos de cadmio, cobalto
y plomo fueron menores a los limites de deteccion; mientras que el contenido de niquel
(0,2 mg/100g) fue menor al reportado por Shaltout, Abdel-Aal, Welz, & Castilho,
(2013) en las hojas de té negro (0,8 mg/100g) y por Srividhya, Subramanian, &
Raj, (2011) en las hojas de té negro (1,1 mg/100g) y de té verde (0,9 mg/100g). Lo
que indica que el sambuel podria ser una matriz alimenticia segura para el consumo
humano (Martins et al., 2013).
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3.5 Verificacion de Hipotesis

[Hipétesis 1. ]

3.5.1 Condiciones del proceso de extraccion

Segun el andlisis de varianza y la prueba de mdaltiples rangos HSD de Tukey (Honestly
Significant Difference, por sus siglas en inglés) existe diferencia significativa en el
contenido de polifenoles y flavonoides a las distintas condiciones de extraccion, por
lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa.

[Hipétesis 2. ]

3.5.2 Actividades Biologicas

El analisis de varianza y la prueba de multiples rangos HSD de Tukey mostré que los
extractos del sambuel presentan actividades biol6gicas, cuyas medias presentan
diferencia significativa de acuerdo con la concentracién del extracto, por lo tanto, se
rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis alternativa.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Luego de realizar la optimizacion del proceso de extraccion considerando cuatro
factores diferentes (disolvente, temperatura, tiempo y el desgaste de material). Se
determind que las mejores condiciones para la extraccion de polifenoles y flavonoides
de las hojas de H. luteynii son: etanol 50%, 50 °C x 10 min (polifenoles) y metanol
50% 60°C x 10min (flavonoides) con 3 extracciones sucesivas en ambos casos para
conseguir el maximo de concentracion de estos metabolitos en los extractos (37,328
mg AG/g muestra seca para polifenoles y 30,321 mg CQ/g muestra seca para
polifenoles). Esto muestra que los polifenoles contenidos en las hojas de sambuel son
ligeramente menos polares que los flavonoides y requieren de menor temperatura para
transferirse al disolvente. La determinacion de estos parametros en la extraccion es de
utilidad porque desde el punto de vista econémico, permiten reducir costos y

aprovechar al maximo el material vegetal.

Se obtuvo un perfil cromatografico de los extractos optimizados mediante la
caracterizacion por TLC y HPLC. En TLC se detectaron 6 compuestos en el extracto
etanolico y 5 en el metandlico a 366 nm, lo cual podria estar relacionado con los
resultados de los cromatogramas en HPLC, en donde a 360 nm se observaron
compuestos a 4.10 y 4.52 min de retencion, visibles solo en el extracto etanolico. Por
lo que se podria inferir, que el etanol permite la solubilidad de una mayor diversidad

de compuestos fenolicos que el metanol.

Las hojas de H. luteynii presentan actividad antiinflamatoria (98,13% y 97,89% a 500
pg/ml en el extracto etandlico y metandlico respectivamente- método HRBC y 48,51%
y 29,19% a 200 pg/ml en el extracto etandlico y metanolico- método desnaturalizacion

de proteina), y antioxidante (61,72% a 1000ug/ml en el extracto etandlico y 47,32%
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a 100 pg/ml en el extracto metandlico), por lo que podrian llegar a ser usados en la
industria alimenticia para prevenir la oxidacion de los aceites o en la industria
farmacéutica para sustituir a los antiinflamatorios sintéticos como el diclofenaco cuyos

efectos colaterales, limitan su consumo en la poblacion.

Se lograron detectar 10 minerales mediante espectroscopia de absorcién atomica,
donde por cada 100g de hojas secas de sambuel se determinaron que existen 4.8 mg
de zinc, 3.1 mg de hierro, 0.9 mg de cobre, 111.1 mg de calcio, 43.1 mg de manganeso
y 558,4 mg de magnesio. Siendo el magnesio el mineral con mayor concentracion
encontrado en la muestra. Los contenidos de cadmio, cobalto y plomo fueron menores
a los limites de deteccion y el niquel 0.2 mg, esto convierte al sambuel en una matriz
segura para su consumo si llegase a ser procesada industrialmente, debido a que la
materia prima posee un contenido de minerales tan bajo, las probabilidades de que se

produzca una intoxicacidn por consumo son escasas.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar ensayos in vivo y de citotoxicidad para la determinacion de las
actividades biologicas con el fin de ver la biodisponibilidad de los compuestos en el

organismo Y sus posibles efectos tdxicos si son ingeridos.

Caracterizar los extractos mediante HPLC acoplado a un espectro de masas y
aumentando la cantidad de estdndares como quercetina, &cidos p-cumarico, siringo y
sinapico, para determinar con exactitud cuales son los compuestos que constituyen los
extractos de sambuel y de ser detectados, despertarian gran interés en el estudio

posterior de su sintesis como farmaco.

Realizar el estudio de la concentracion de metales en la infusién de las hojas de

sambuel, para determinar el contenido de minerales que se puede lixiviar en el té.
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Estudiar las posibles formas de proteger los extractos de la oxidacion para su uso en
férmulas alimenticias, como por ejemplo el recubrimiento con maltodextrina mediante

secado por aspersion.

Vincular en proximos proyectos con la comunidad los resultados experimentales de

esta investigacion para conocimiento de la sociedad.
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CURVAS DE CALIBRACION DE LOS ESTANDARES
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Fig. Al. Curva de calibracion estandar de acido galico utilizada para el calculo del contenido de

polifenoles presentes en el sambuel.
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Fig. A2. Curva de calibracion estandar de catequina utilizada para el calculo del contenido de

flavonoides presentes en el sambuel.
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OPTIMIZACION DE PROCESO DE EXTRACCION

Optimizacion del disolvente

Tabla Al. Datos obtenidos en la optimizacion del proceso de extraccion por
disolvente para la determinacion de polifenoles.

POLIFENOLES
Agua

o Afo_ro Alicuota A_foro Abs Conc. 760 Eadge]gplelelle] Desviacion Coeficiente
Cddigo | Peso () | inicial | muestra | final | F.D. 760nm | M (mgl/g estandar _de_’

(ml) ()] (ml) muestra) variacion
SAl 0,1000 5 50 5 1 0,299 11,617
SA2 0,1000 5 50 5 1 0,249 9,367 10,342 1,155 0,112
SA3 0,1000 5 50 5 1 0,264 10,042

Etanol 25%

SE25.1 | 0,1000 5 50 5 1 0,437 17,830
SE25.2 | 0,1000 5 50 5 1 0,444 18,145 17,725 0,481 0,027
SE25.3 | 0,1000 5 50 5 1 0,423 17,199

nol 50%
0,478

SE50.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0495 | 20441
SE50.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0483 | 19,900
Etanol 75%
SE75.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0,339 | 13,418
SE75.2 | 0,1000 5 50 5 1 |0379 | 15,219 14,018 14,018 14,018
SE75.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,339 | 13418
Etanol puro
SEP.1 | 0,1000 5 50 5 1 | 01115 3,334
SEP.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 01113 3,244 3,094 0,341 0,110
SEP.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,101 2,704
Metanol 25%
SM25.1 | 0,1000 5 50 5 1 | 0371 | 14,859
SM25.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,368 | 14,723 14,663 0,231 0,016
SM25.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,361 | 14,408
Metanol 50%
SM50.1 | 0,1000 5 50 5 1 | 0415 | 16,839
SM50.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,401 | 16,209 16,584 0,332 0,020
SM50.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0412 | 16,704
Metanol 75%
SM75.1 | 0,1000 5 50 5 1 | 0435 | 17,740
SM75.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0446 | 18,235 18,385 0,732 0,040
SM75.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,467 | 19,180
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Metanol puro

SMP.1 | 0,000 | 5 50 5 1 |0252 | 9502
SMP.2 | 0,000 | 5 50 5 1 |0218 | 7,971 8,451 0,911 0,108
SMP.3 | 0,1000 50 1 |0216 | 7,881
Tabla A2. Datos obtenidos en la optimizacion del proceso de extraccion por
disolvente para la determinacion de flavonoides.
FLAVONOIDES
Agua
o Aforo Alicuota A_foro Abs Conc. 500 EEgelnlelle Desviacion Coeficiente
Cadigo | Peso (g) | inicial | muestra | final |F.D. nm (mg/g 0 . de
mh | @) | (mi) S00NM | estra) NS estandar | - riacion

SA1 | 0,1000 | 5 250 5 0,297 8,375
SA2 | 0,000 | 5 250 5 0,267 7,311 7,961 0,570 0,072
SA3 | 0,1000 | 5 250 5 1 |0,292 8,198

Etanol 25%
SE25.1 | 0,1000 | 5 250 5 1 |0426 | 12,952
SE25.2 | 0,000 | 5 250 5 0,408 | 12,314 12,538 0,359 0,029
SE25.3 | 0,1000 | 5 250 5 1 |0409 | 12,349

Etanol 50%
SE50.1 | 0,000 | 5 250 5 0,448 | 13,733
SE50.2 | 0,000 | 5 250 5 1 |0432| 13,165 13,827 0,714 0,052
SE50.3 | 0,1000 | 5 250 5 0,472 | 14,584

Etanol 75%
SE75.1 | 0,1000 | 5 250 5 0,381 | 11,356
SE75.2 | 0,000 | 5 250 5 0,338 9,830 10,374 0,852 0,082
SE75.3 | 0,000 | 5 250 5 1 {0,341 9,936

Etanol puro
SEP.1 | 0,000 | 5 250 5 1 {0,110 1,740
SEP.2 | 0,1000 | 5 250 5 1 {0,141 2,840 2,509 0,668 0,266
SEP.3 | 0,1000 | 5 250 5 1 |0,144 2,947

Metanol 25%
SM25.1| 0,1000 | 5 250 5 1 |0366 | 11,872
SM25.2| 0,1000 | 5 250 5 1 |0,345 | 11,150 11,459 0,372 0,032
SM25.3| 0,1000 | 5 250 5 1 10351 | 11,356

0,434

SM50.2 | 0,1000 | 5 250 5 1 |0419 | 13,693
SM50.3| 0,1000 | 5 250 5 1 |0432 | 14,140

Metanol 75%
SM75.1| 0,1000 | 5 250 5 1 |0427 | 13,968
SM75.2| 0,1000 | 5 250 5 1 | 0448 | 14,690 13,923 0,792 0,057
SM75.3| 0,1000 | 5 250 5 1 |0,402 | 13,109

Metanol puro
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SMP.1 | 0,1000 5 250 5 0,225 7,025
SMP.2 | 0,1000 5 250 5 0,268 8,503 7,586 0,800 0,106
SMP.3 | 0,1000 5 250 5 0,231 7,231
Optimizacion de la temperatura
Tabla A3. Datos obtenidos en la optimizacion del proceso de extraccion por
temperatura para la determinacién de polifenoles.
POLIFENOLES
Aforo | Alicuota | Aforo Conc. Promedio . Coeficiente
- Peso |: .. . Abs | 760 nm Desviacion
Cédigo inicial | muestra | final | F.D. conc. a . de
(9) 760nm | (mglg estandar A
(ml) (ul) (ml) 760 nm variacion
muestra)
Etanol 50% a 30°C
SE30.1 | 0,1000 5 50 5 1 | 0426 | 17,334
SE30.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,420 | 17,064 17,334 0,270 0,016
SE30.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0432 | 17,605
Etanol 50% a 40°C
SE40.1 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,363 | 14,498
SE40.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,366 | 14,633 14,498 0,135 0,009
SE40.3|0,1000| 5 50 5 1 | 0,360 | 14,363
Etanol 50% a 50°C
SE50.1 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,508 | 21,026
SE50.2|0,1000| 5 50 5 1 | 0513 | 21,251 21,011 0,248 0,012
SE50.3 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,502 | 20,756
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Tabla A4. Datos obtenidos en la optimizacion del proceso de extraccion por
temperatura para la determinacion de flavonoides.

FLAVONOIDES
Aforo | Alicuota | Aforo conc. Promedio ... | Coeficiente
Cadigo Peso inicial | muestra | final | F.D. Abs | 500 nm conc. a DeS\{lauon de
@ | my | @ | (mi S500nm | (M/g NN estandar | . icion
muestra)
Metanol 50% a 30°C
SM30.1|0,1000 5 250 5 1 | 0,433 | 14,175
SM30.2|0,1000| 5 250 5 1 | 0431 | 14,106 13,900 0,418 0,030
SM30.3|0,1000 5 250 5 1 | 0,411 | 13,418
Metanol 50% a 40°C
SM40.1/0,1000| 5 250 5 1 | 0,459 | 15,068
SM40.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,453 | 14,862 14,965 0,103 0,007
SM40.3|0,1000| 5 250 5 1 | 0,456 | 14,965
Metanol 50% a 50°C
SM50.1|0,1000 5 250 5 1 | 0,479 | 15,756
SM50.2 10,1000 5 250 5 1 | 0,475 | 15,618 15,710 0,079 0,005
SM50.3|0,1000 5 250 5 1 | 0,479 | 15,756
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Optimizacion del tiempo

Tabla A5. Datos obtenidos en la optimizacion del proceso de extraccion por tiempo
para la determinacion de polifenoles.

POLIFENOLES

Aforo | Alicuota | Aforo Conc. 760 pdgelglNelle] L, Coeficiente
. - Peso | . ... - Abs Desviacion
Cédigo inicial | muestra | final |F.D. nm (mg/g . de
(9) 760nm estandar A
(ml) (un (ml) muestra) variacién
Etanol 50% a 50°C x 5 min
SE505.1 | 0,1000 5 50 5 1 0,508 21,026
SE505.2 | 0,1000 5 50 5 1 0,513 21,251 21,011 0,248 0,012
SE505.3 | 0,1000 5 50 5 1 0,502 20,756
Etanol 50% a 50°C x 10 min
SE510.1 | 0,1000 5 50 5 1 0,531 22,061
SE510.2 | 0,1000 5 50 5 1 0,536 22,286 22,181 0,113 0,005
SE510.3 | 0,1000 5 50 5 1 0,534 22,196
Etanol 50% a 50°C x 20 min
SE520.1 | 0,1000 5 50 5 1 0,536 22,286
SE520.2 | 0,1000 5 50 5 1 0,537 22,331 22,361 0,094 0,004
SE520.3 | 0,1000 5 50 5 1 0,540 22,466
Etanol 50% a 60°C x 5 min
SE605.1 | 0,1000 5 50 5 1 0,512 21,206
SE605.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0514 21,296 21,626 0,651 0,030
SE605.3 | 0,1000 5 50 5 1 0,538 22,376
Etanol 50% a 60°C x 10 min
SE610.1 | 0,1000 5 50 5 1 0,548 22,826
SE610.2 | 0,1000 50 0,542 22,556 22,706 0,138 0,006
SE610.3 | 0,1000 5 50 5 1 0,546 22,736
Etanol 50% a 60°C x 20 min
SE620.1 | 0,1000 50 0,551 22,961
SE620.2 | 0,1000 50 0,547 22,781 22,841 0,104 0,005
SE620.3 | 0,1000 50 0,547 22,781
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Tabla A6. Datos obtenidos en la optimizacion del proceso de extraccion por tiempo
para la determinacion de flavonoides.

FLAVONOIDES

Aforo | Alicuota | Aforo conc. Promedio ... | Coeficiente
- Peso | . .. . Abs 500 nm Desviacion
Cédigo inicial | muestra | final |F.D. conc. a . de
(9) 500nm | (mg/g estandar o
(ml) (un (ml) 500nm variacion
muestra)
Metanol 50% a 50°C x 5 min
SM505.1 | 0,1000 5 250 5 1 0,479 15,756
SM505.2 | 0,1000 5 250 5 1 0,475 15,618 15,710 0,079 0,005
SM505.3 | 0,1000 5 250 5 1 0,479 15,756
Metanol 50% a 50°C x 10 min
SM510.1 | 0,1000 250 5 1 0,506 16,684
SM510.2 | 0,1000 250 5 1 0,507 16,718 16,684 0,034 0,002
SM510.3 | 0,1000 250 5 1 0,505 16,649
Metanol 50% a 50°C x 20 min
SM520.1 | 0,1000 5 250 5 1 0,503 16,581
SM520.2 | 0,1000 5 250 5 1 0,499 16,443 16,569 0,121 0,007
SM520.3 | 0,1000 5 250 5 1 0,506 16,684
Metanol 50% a 60°C x 5 min
SM605.1 | 0,1000 5 250 5 1 0,459 15,068
SM605.2 | 0,1000 5 250 5 1 0,453 14,862 14,965 0,103 0,007
SM605.3 | 0,1000 5 250 5 1 0,456 14,965
Metanol 50% a 60°C x 10 min
SM610.1 | 0,1000 5 250 5 1 0,519 17,131
SM610.2 | 0,1000 5 250 5 1 0,551 18,231 17,497 0,635 0,036
SM610.3 | 0,1000 5 250 5 1 0,519 17,131
Metanol 50% a 60°C x 20 min
SM620.1 | 0,1000 5 250 5 1 0,543 17,956
SM620.2 | 0,1000 5 250 5 1 0,544 17,990 17,944 0,053 0,003
SM620.3 | 0,1000 5 250 5 1 0,541 17,887
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Desgaste del materia vegetal

Tabla A7. Datos obtenidos en el desgaste de material vegetal en la determinacion de

polifenoles.
POLIFENOLES
o Peso Afo_ro Alicuota A_foro Abs | Conc. 760 EgeInelle Desviacion | Coeficiente
Cadigo inicial | muestra | final |F.D.| 760 | nm (mg/g Eesglem:wde . o
(9) (ml) ) (ml) nm | muestra) am estandar | de variacion

Etanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 1
SE501.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0546 | 22,736
SE501.2 | 0,1000 5 50 5 1 |0546| 22,736 22,751 0,026 0,001
SE501.3 | 0,1000 5 50 5 1 |0547| 22,781

Etanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 2
SE502.1 | 0,1000 5 50 5 1 10,272 10,402
SE502.2 | 0,1000 5 50 5 1 |0,276 | 10,582 10,522 0,104 0,010
SE502.3 | 0,1000 5 50 5 1 |0,276 | 10,582

Etanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 3
SE503.1 | 0,1000 5 50 5 1 10,130 4,010
SE503.2 | 0,1000 5 50 5 1 (0131 4,055 4,055 0,045 0,011
SE503.3 | 0,1000 5 50 5 1 (0,132 4,100

Etanol 50% a 50°C x 10 min._Extraccién 4
SE504.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0,066 1,129
SE504.2 | 0,1000 5 50 5 1 |0,066 1,129 1,099 0,052 0,047
SE504.3 | 0,1000 5 50 5 1 |0,064 1,039

Etanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccién 5
SE505.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0,025 -0,717
SE505.2 | 0,1000 5 50 5 1 (0,020 -0,942 -0,822 0,113 -0,138
SE505.3 | 0,1000 5 50 5 1 ]0,023 -0,807

Etanol 50% a 60°C x 10 min. Extraccidn 1
SE601.1 | 0,1000 5 50 5 1 ]0523| 21,701
SE601.2 | 0,1000 5 50 5 1 (0528 | 21,926 21,836 0,119 0,005
SE601.3 | 0,1000 5 50 5 1 |0527| 21,881

Etanol 50% a 60°C x 10 min. Extraccidén 2
SE602.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0,244 9,141
SE602.2 | 0,1000 5 50 5 1 |0,248 9,322 9,292 0,138 0,015
SE602.3 | 0,1000 5 50 5 1 |0,250 9,412

Etanol 50% a 60°C x 10 min. Extraccién 3
SE603.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0,109 3,064
SE603.2 | 0,1000 5 50 5 1 |0,110 3,109 3,079 0,026 0,008
SE603.3 | 0,1000 5 50 5 1 |0,109 3,064

Etanol 50% a 60°C x 10 min. Extraccién 4
SE604.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0,064 1,039
SE604.2 | 0,1000 5 50 5 1 | 0,066 1,129 1,024 0,113 0,111
SE604.3 | 0,1000 5 50 5 1 |0,061 0,904

Etanol 50% a 60°C x 10 min. Extraccién 5
SE605.1 | 0,1000 5 50 5 1 |0,039 -0,087
SE605.2 | 0,1000 5 50 5 1 |0,037 -0,177 -0,222 0,162 -0,732
SE605.3 | 0,1000 5 50 5 1 ]0,032 -0,402




Tabla A8. Datos obtenidos en el desgaste de material vegetal en la determinacion de

flavonoides.
FLAVONOIDES
o Poso Afo_ro Alicuota A_foro Abs Conc. 500 EEg]gllelle} Desviacion Coeficiente
Cédigo inicial | muestra | final |F.D. nm (mg/g . de
(9) 500nm estandar A
(ml) (uh) (ml) muestra) variacion

Metanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 1
SM501.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,537 17,749
SM501.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,537 17,749 16,741 1,746 0,104
SM501.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,449 14,725

Metanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 2
SM502.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,240 7,541
SM502.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,248 7,816 8,125 0,786 0,097
SM502.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,283 9,019

Metanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 3
SM503.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,110 3,072
SM503.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,117 3,313 3,187 0,121 0,038
SM503.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,113 3,175

Metanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 4
SM504.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,056 1,216
SM504.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,046 0,872 1,296 0,469 0,362
SM504.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,073 1,800

Metanol 50% a 50°C x 10 min. Extraccion 5
SM505.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,035 0,494
SM505.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,033 0,426 0,471 0,040 0,084
SM505.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,035 0,494
SM601.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,549 18,162
SM601.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,550 18,196 18,070 0,189 0,010
SM601.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,540 17,852
SM602.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,244 7,678
SM602.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,239 7,506 7,678 0,172 0,022
SM602.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,249 7,850
SM603.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,122 3,485
SM603.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,220 6,853 4,573 1,975 0,432
SM603.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,119 3,382

Metanol 50% a 60°C x 10 min. Extraccion 4
SM604.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,058 1,285
SM604.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,056 1,216 1,308 0,105 0,080
SM604.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,062 1,422

Metanol 50% a 60°C x 10 min. Extraccion 5
SM605.1 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,042 0,735
SM605.2 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,047 0,907 0,804 0,091 0,113
SM605.3 | 0,1000 5 250 5 1 | 0,043 0,769




ACTIVIDADES BIOLOGICAS

Actividad Antiinflamatoria- método HRBC

Tabla A9.1 Datos obtenidos en la determinacion de actividad antiinflamatoria- método HRBC en los
extratos del estandar diclofenaco

., Promedio
Muestra SRS e Absorbancias a 540 nm control
pg/mi abs.muestra
% de Act = 100 — (— X 100)
abs. control
Control 0 1,253 | 1,254 | 1,235 1,247
9%AcCt. 9%AcCt. Desviacion Coeficiente
Antiinflamatoria| Antiinflamatoria , de
. estandar .,
a 540 nm Promedio variacion
0,050 | 0,045 | 0,050 95,99
25 0,035 | 0,031 | 0,037 97,19 97,01 0,94 0,010
0,027 | 0,024 | 0,029 97,84
0,031 | 0,027 | 0,036 97,51
50 0,044 | 0,039 | 0,046 96,47 97,25 0,68 0,007
0,028 | 0,025 | 0,029 97,76
= 0,033 | 0,030 | 0,035 97,35
(&S]
@®©
§ 75 0,030 | 0,026 | 0,039 97,59 97,19 0,50 0,005
o
-S 0,042 | 0,038 | 0,044 96,63
0,095 | 0,090 | 0,100 92,38
100 0,059 | 0,042 | 0,064 95,27 93,53 1,53 0,016
0,088 | 0,083 | 0,094 92,94
0,057 | 0,041 | 0,062 95,43
200 0,074 | 0,070 | 0,079 94,07 93,19 2,79 0,030
0,124 | 0,118 | 0,127 90,06
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Tabla A9.2 Datos obtenidos en la determinacién de actividad antiinflamatoria- método HRBC en los
extratos de etandlico y metandlico de sambuel.

Concentracién . . % de Act = 100 abs.muestra 00
Muestra ug/m Absorbancias a 540 nm | Promedio control | % de Act = - abs. control
Control 0 1,253 | 1,254 | 1,235 1,247

%ACt. %ACt. Desviacion Coeficiente
Antiinflamatoria | Antiinflamatoria . de
. estandar S
a 540 nm Promedio variacion
0,097 | 0,064 | 0,091 92,22
25 0,096 | 0,063 | 0,09 92,30 92,25 0,05 0,001
0,097 | 0,080 | 0,086 92,22
0,095 | 0,059 0,09 92,38
50 0,098 | 0,063 | 0,089 92,14 92,30 0,14 0,002
0,095 | 0,059 | 0,090 92,38
0,086 | 0,073 | 0,076 93,11
© 75 0,085 | 0,056 | 0,079 93,19 93,00 0,26 0,003
L°o0 0,091 | 0,077 | 0,081 92,70
©
S 0,083 | 0,062 | 0,093 93,35
EI 100 0,084 | 0,056 | 0,078 93,27 93,35 0,08 0,001
g 0,082 | 0,055 | 0,075 93,43
QO
% 0,075 | 0,051 0,07 93,99
@ 200 0,069 | 0,047 | 0,064 94,47 94,47 0,48 0,005
0,063 | 0,046 | 0,071 94,95
0,021 | 0,012 | 0,027 98,32
500 0,021 | 0,013 | 0,027 98,32 98,13 0,32 0,003
0,028 | 0,019 | 0,035 97,76
0,068 | 0,049 | 0,083 94,55
1000 0,078 | 0,058 | 0,063 93,75 94,04 0,44 0,005
0,077 | 0,056 | 0,061 93,83
0,111 | 0,072 | 0,102 91,10
0,122 | 0,079 | 0,114 90,22 90,67 0,44 0,005
0,116 | 0,075 | 0,108 90,70
0,093 | 0,068 | 0,103 92,54
o 0,087 | 0,056 | 0,082 93,03 92,70 0,28 0,003
g 0,093 | 0,061 | 0,086 92,54
n
§ 0,074 | 0,050 | 0,068 94,07
© 0,077 | 0,055 | 0,070 93,83 93,88 0,17 0,002
=) 0,078 | 0,053 | 0,074 93,75
]
>
-g 0,074 | 0,050 | 0,068 94,07
3 0,069 | 0,047 | 0,063 94,47 94,23 0,21 0,002
0,073 | 0,049 | 0,067 94,15
0,080 | 0,057 | 0,061 93,59
0,084 | 0,063 | 0,095 93,27 93,45 0,17 0,002
0,081 | 0,06 | 0,092 93,51

72



500

1000

0,029 | 0,019 | 0,037 97,68
0,026 | 0,019 | 0,034 97,92
0,024 | 0,014 | 0,031 98,08
0,087 | 0,066 | 0,07 93,03
0,084 | 0,061 | 0,067 93,27
0,088 | 0,058 | 0,080 92,94

97,89

93,08

0,20

0,17

0,002

0,002

Actividad Antiinflamatoria- método desnaturalizacion de proteinas

Tabla A10.1 Datos obtenidos en la determinacion de actividad antiinflamatoria- método
desnaturalizacion de proteinas en el estandar diclofenaco.

Concentracion | ., .
Muestra del extracto Réplica | Abs. A 660 nm Promedio control
% de Act.= 100 — (w 100)
Cl 1,414 0 ' abs. control
Control 0 pg/ml Cc2 1,414 1,42
C3 1,427
% de Act. Promedio del % Desviacion Coeficiente
Antiinflamatoria __de Act, .| estandar _de”
Antiinflamatoria variacion
1 1,074 24,28
Diclofenaco 25 pg/ml 2 1,193 15,89 20,09 4,20 0,21
3 1,133 20,12
1 1,049 26,04
Diclofenaco 50 pg/mi 2 1,009 28,86 28,86 2,82 0,10
3 0,969 31,68
1 0,909 35,91
Diclofenaco 75ug/ml 2 0,927 34,64 35,28 0,63 0,02
3 0,918 35,28
1 1,066 24,84
Diclofenaco| 100 pg/ml 2 1,091 23,08 24,18 0,96 0,04
3 1,069 24,63
1 0,953 32,81
Diclofenaco| 200 pg/ml 2 0,906 36,12 35,37 2,28 0,06
3 0,891 37,18
1 0,728 48,67
Diclofenaco| 500 pg/ml 2 0,712 49,80 49,96 1,38 0,03
3 0,689 51,42
1 0,583 58,90
Diclofenaco | 1000 pg/ml 2 0,516 63,62 60,02 3,19 0,05
3 0,602 57,56
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Tabla A10.2. Datos obtenidos en la determinacion de actividad antiinflamatoria- método desnaturalizacion
de proteinas en los extratos de etandlico y metanolico de sambuel.

Concentraci Abs, Promedio
Muestra on del Réplica | A 660
del control
extracto nm abs.muestra
C1 1,414 % de Act.= 100 — (—b ol X 100)
Control 0 pg/ml C2 1414 142 abs.contro
C3 1,427
% de Act . - %. -
- " | Promedio del % de | Desviacién | Normalizado | Coeficiente
Antiinflam . . , -
- Act. Antinflamtoria | estandar respecto al | de variacion
atoria )
estandar
Sambuel 1 0,907 36,05
oo B00s | 100mg/mi [ 2 0,886 37,53 36,50 0.90 60,81 i
3 0,909 35,91
Sambuel 1 0,732 48,39
etanol 50% 200 pg/ml 2 0,726 48,81 48,51 0,27 80,82 0,01
3 0,733 48,32
Samtg] 1 0,760 46,42
etanol 50% 500 pg/ml 2 0,749 47,19 46,60 0,52 77,65 0,01
3 0,763 46,20
Sambuel 1 1,129 20,40
etanol 50% 1000 pg/ml 2 1,100 22,44 21,83 1,25 36,38 0,06
3 1,097
]
- estzmug(')o/ 100 pg/ml ; 18;21
° 3 1,024
1 1,006
Sambuel ;
200 pg/mi 2 1,007
0,
metanol 50% 3 1000
1 1,109
Sambuel :
500 pg/mi 2 1,135
0,
metanol 50% 3 1107
1 1,299
Sambuel :
1000 pg/ml 2 1,215
0,
metanol 50% 3 1214
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Actividad Antioxidante - método TBARS

Tabla Al11. Datos obtenidos en la determinacion de actividad antioxidante en los extratos de

etanolico y metanolico de sambuel y el estandar diclofenaco

Absorpa
R1 R2 Promedio Act. = (Ab.muestra—Ab.control) *100
CONTROL (Ab. aceite sin oxidar —Ab.control)
(Aceite 0,977 0,928 0,953

Oxidado)

Aceite sin oxidar | 0,129 0,124 0,127 9% Ac. Antioxidante
. | Desviacion Coeficiente
Muestras R1 R2 R3 R1 R2 R3 | Promedio estandar _de_,
variacion

S. Etanol 100 0,809 0,751 0,823 17,37 |24,3915,68 19,15 462 0241
S. Etanol 200 0,680 0,562 0,599 32,99 |47,28|42,80 41,02 731 0178
S. Etanol 500 0,516 0,554 0,522 52,85 |48,24|52,12 51,07 247 0,048
S. Etanol 1000 0,426 0,465 0,437 63,74 |59,02|62,41 61,72 2,43 0,039
S. Metanol 100 0,575 0,575 0,535 4570 |45,70|50,54 47,32 2,80| 0,059
S. Metanol 200 0,592 0,591 0,589 43,64 43,77 44,01 43,81 0,18| 0,004
S. Metanol 500 0,684 0,638 0,693 32,51 |38,0831,42 34,00 357| 0105
S. Metanol 1000 | 0,748 0,719 0,704 24,76  |28,27 30,08 27,70 2,71 0,098
BHT 100 0,268 0,267 0,272 82,87 82,99 82,38 82,75 0,32| 0,004
BHT 200 0,249 0,256 0,258 85,17 84,32 (84,08 84,52 0,57| 0,007
BHT 500 0,205 0,186 0,201 90,50 |92,8090,98 91,42 1,21 0,013
BHT 1000 0,163 0,170 0,157 95,58 |94,73|96,31 95,54 0,79| 0,008
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Metales

Tabla A12. Condiciones utilizadas en la determinacion de minerales analizados por

llama
Lonaitud Ancho | Corriente
: g de de la : Fondo Ajuste de
Mineral de onda . Tipo de flama :
banda | lampara /Ambiente llama
(nm)
(nm) (ma)
. . Rojo
Ca 422.70 0.4 5.0 N2O/Acetileno | Ninguno/SR
reductor
. . . Azul
Cu 324.79 0.4 5.0 Aire/Acetileno | Ninguno/SR .
oxidante
Fe 24830 | 0.2 50 | Aire/Acetileno |  Du/SR Azul
oxidante
. . Azul
Mg 285.20 0.4 5.0 Aire/Acetileno D2/SR .
oxidante
. . Azul
Mn 279.50 0.4 5.0 Aire/Acetileno D,/SR .
oxidante
Zn 21390 | 04 50 | Aire/Acetileno |  DJSR Azul
oxidante

Tabla A13. Condiciones utilizadas en la determinacion de minerales analizados por
horno de grafito.

. Ancho | Corriente Temperatura
Longitud Temperatura
: de de la A de Fondo
Mineral de onda band I4 de pirolisis s /Ambi
(nm) anda ldmpara C) atomolzacmn Ambiente
(nm) (ma) (°C)
Cd 228.80 0.4 5.0 600 1800 D
Co 240.70 0.2 7.0 600 1800 D;
Ni 232.04 0.2 4.0 600 1800 D;
Pb 217.00 0.4 3.0 450 1800 Ninguno
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ANEXO B

ANALISIS ESTADISTICO
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DETERMINACION DE POLIFENOLES

Optimizacion del disolvente

Tabla B1. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la optimizacion
del proceso de extraccion por disolvente en la determinacion de polifenoles.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados G Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 715,689 8 89,461 181,08 0,0000
Intra grupos 8,893 18 0,494
Total (Corr.) 724,581 26

Tabla B2. Prueba de mdaltiples rangos para los datos obtenidos en la optimizacion del
proceso de extraccion por disolvente en la determinacion de polifenoles .Método:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

Disolventes Casos Media Grupos Homogéneos

Etanol Puro 3 3,094 X
Metanol puro 3 8,451 X

Agua 3 10,342 X
Etanol 75% 3 14,018 X
Metanol 25% 3 14,663 X
Metanol 50% 3 16,584 X
Etanol 25% 3 17,725 XX
Metanol 75% 3 18,385 X
Etanol 50% 3 20,005 X

Optimizacion de la temperatura

Tabla B3. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la optimizacion
del proceso de extraccion por temperatura en la determinacion de polifenoles.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 100,19 3 33,397 231,63 0,0000
Intra grupos 1,153 8 0,144
Total (Corr.) 101,344 11
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Tabla B4. Prueba de multiples rangos para los datos obtenidos en la optimizacion del
proceso de extraccion por temperatura en la determinacién de polifenoles .Método:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

Temperaturas \ Grupos Homogéneos \
Etanol 50% a 40°C 3 14,498 X
Etanol 50% a 30°C 3 17,334 X
Etanol 50% a 50°C 3 21,011 X
Etanol 50% a 60°C 3 21,626 X

Optimizacion del tiempo

Tabla B5. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la optimizacion
del proceso de extraccion por tiempo en la determinacion de polifenoles.
Suma de Cuadrado

Cuadrados G Medio Razon-F Valor-P
A 50°C
Entre grupos 3,2238 2 1,6119 58,24 0,0001
Intra grupos 0,16605 6 0,027675
Total (Corr.) 3,38985 8
A 60°C
Entre grupos 2,66085 2 1,33042 8,80 0,0164
Intra grupos 0,9072 6 0,1512
Total (Corr.) 3,56805 8

Tabla B6. Prueba de multiples rangos para los datos obtenidos en la optimizacion del
proceso de extraccion por tiempo en la determinacién de polifenoles .Método:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

Tiempos Casos Media

A 50°C
Etanol 50% x 5min 3 21,011 X
Etanol 50% x 10min 3 22,181 X
Etanol 50% x 20min 3 22,361 X

A 60°C
Etanol 50% x 5min 3 21,626 X
Etanol 50% x 10min 3 22,706 X
Etanol 50% x 20min 3 22,841 X
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Desgaste del material vegetal

Tabla B7. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en el desgaste del
material vegetal para la determinacion de polifenoles.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 2079,29 9 231,032 22633,50 0,0000
Intra grupos 0,204 20 0,0102
Total (Corr.) 2079,49 29

Tabla B8. Prueba de mdltiples rangos para los datos obtenidos en el desgaste de
material vegetal en la determinacion de polifenoles .Método: Diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

NUmero de extraccion | Casos Media | Grupos Homogéneos

Etanol 50% a 50°C x 10min. Ext 5 3 -0,822 X

Etanol 50% a 60°C x 10min. Ext 5 3 -0,222 X

Etanol 50% a 60°C x 10min. Ext 4 3 1,024 X

Etanol 50% a 50°C x 10min. Ext 4 3 1,099 X

Etanol 50% a 60°C x 10min. Ext 3 3 3,079 X

Etanol 50% a 50°C x 10min. Ext 3 3 4,055 X
Etanol 50% a 60°C x 10min. Ext 2 3 9,292 X
Etanol 50% a 50°C x 10min. Ext 2 3 10,522 X
Etanol 50% a 60°C x 10min. Ext 1 3 21,836 X
Etanol 50% a 50°C x 10min. Ext 1 3 22,751 X
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DETERMINACION DE FLAVONOIDES

Optimizacion del disolvente

Tabla B9. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la optimizacion
del proceso de extraccion por disolvente en la determacion de flavonoides.

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 357,008 8 44,6259 110,94 0,0000
Intra grupos 7,2405 18 0,40225
Total (Corr.) 364,248 26

Tabla B10. Prueba de multiples rangos para los datos obtenidos en la optimizacion
del proceso de extraccion por disolvente en la determacion de flavonoides .Método:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

Disolventes Casos Media Grupos Homogéneos
Etanol Puro 3 2,509 X
Metanol puro 3 7,586 X
Agua 3 7,961 X
Etanol 75% 3 10,374 X
Metanol 25% 3 11,459 XX
Etanol 25% 3 12,538 X
Etanol 50% 3 13,827 X
Metanol 75% 3 13,922 X
Metanol 50% 3 14,014 X

Optimizacion de la temperatura

Tabla B11. Analisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
optimizacion del proceso de extraccion por temperatura en la determacion de
flavonoides.

Suma de Cuadrado .
Cuadrados Medio Razon-F valor-P
Entre grupos 21,885 3 7,295 41,35 0,0000
Intra grupos 1,412 8 0,176
Total (Corr.) 23,297 11
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Tabla B12. Prueba de multiples rangos para los datos obtenidos en la optimizacion
del proceso de extraccion por temperatura en la determacion de flavonoides .Método:

Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.
Temperaturas Casos Media Grupos Homogéneos

Metanol 50% a 40°C 3 13,899 X
Metanol 50% a 30°C 3 14,965 X
Metanol 50% a 50°C 3 15,71 X
Metanol 50% a 60°C 3 17,600 X

Optimizacion del tiempo

Tabla B13. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
optimizacion del proceso de extraccion por tiempo en la determacion de flavonoides.
Suma de

Cuadrado

Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
A 50°C
Entre grupos 1,699 2 0,849 115,04 0,0000
Intra grupos 0,044 6 0,007
Total (Corr.) 1,743 8
A 60°C
Entre grupos 15,490 2 7,745 55,76 0,0001
Intra grupos 0,833 6 0,139
Total (Corr.) 16,324 8

Tabla B14. Prueba de multiples rangos para los datos obtenidos en la optimizacién
del proceso de extraccion por tiempo en la determinacion de flavonoides .Método:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

Tiempos Casos Media \ Grupos Homogéneos \

A 50°C

Etanol 50% x 5min 3 15,71 X

Etanol 50% x 10min 3 16,569 X

Etanol 50% x 20min 3 16,684 X
A 60°C

Etanol 50% x 5min 3 14,965 X

Etanol 50% x 10min 3 17,498 X

Etanol 50% x 20min 3 17,944 X
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Desgaste del material vegetal

Tabla B15. Analisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en el desgaste del
material vegetal para la determinacion de flavonoides.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1138,63 9 126,514 160,40 0,0000
Intra grupos 15,775 20 0,789
Total (Corr.) 1154,4 29

Tabla B16. Prueba de multiples rangos para los datos obtenidos en el desgaste de
material vegetal en la determinacién de flavonoides .Método: Diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

NUmero de extraccion Casos Media  Grupos Homogéneos

Metanol 50% a 50°C x 10min. Ext 5 3 0,471 X
Metanol 50% a 60°C x 10min. Ext 5 3 0,804 X
Metanol 50% a 50°C x 10min. Ext 4 3 1,296 X
Metanol 50% a 60°C x 10min. Ext 4 3 1,308 X
Metanol 50% a 50°C x 10min. Ext 3 3 3,187 X
Metanol 50% a 60°C x 10min. Ext 3 3 4573 X
Metanol 50% a 60°C x 10min. Ext 2 3 7,678 X
Metanol 50% a 50°C x 10min. Ext 2 3 8,125 X
Metanol 50% a 50°C x 10min. Ext 1 3 16,741 X
Metanol 50% a 60°C x 10min. Ext 1 3 18,07 X
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ACTIVIDADES BIOLOGICAS

Actividad antiinflamatoria-método HRBC

Tabla B17. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antiinflamatoria-método HRBC para el extracto etanolico.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 73,992 6 12,332 137,92 0,0000
Intra grupos 1,252 14 0,089
Total (Corr.) 75,244 20

Tabla B18. Anélisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antiinflamatoria-método HRBC para el extracto
metandlico.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados G Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 85,369 6 14,228 197,69 0,0000
Intra grupos 1,008 14 0,072
Total (Corr.) 86,376 20

Tabla B19. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antiinflamatoria-método HRBC para el estandar.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 51,967 4 12,992 5,53 0,0130
Intra grupos 23,484 10 2,348
Total (Corr.) 75,451 14
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Tabla B20. Prueba de mdltiples rangos para los datos obtenidos en la determinacion
de actividad antiinflamatoria-método HRBC de los extractos del sambuel. Método:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

Concentracion del Casos Media Grupos Homogéneos
extracto _______________________________

Extracto etandlico
Etanol 50%_25ug/mi 3 92,247 X
Etanol 50% 50ug/ml 3 92,3 X
Etanol 50% 75ug/mi 3 93,0 X
Etanol 50% 100ug/ml 3 93,35 X
Etanol 50% 1000ug/ml 3 94,043 X
Etanol 50% 200ug/ml 3 94,47 X
Etanol 50% 500ug/ml 3 98,133 X
Extracto metandlico

Metanol 50% 500ug/mi 3 97,893 X
Metanol 50% _25ug/ml 3 90,673 X
Metanol 50% 50ug/ml 3 92,703 X
Metanol 50%_1000pg/ml 3 93,08 XX
Metanol 50% 200ug/mi 3 93,51 XX
Metanol 50% 75ug/ml 3 93,83 XX
Metanol 50% 100ug/mi 3 94,23 X

Tabla B21. Prueba de maltiples rangos para los datos obtenidos en la determinacion
de actividad antiinflamatoria-método HRBC del estandar diclofenaco. Método:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.
Concentracion del
estandar

Media Grupos Homogéneos

Diclofenaco 200ug/ml 3 93,187 X
Diclofenaco _100ug/ml 3 9353 X
Diclofenaco 25ug/mi 3 97,007 X
Diclofenaco_75ug/ml 3 97,19 X
Diclofenaco 50ug/mi 3 97,247 X

Actividad antiinflamatoria-método desnaturalizacion de proteina

Tabla B22. Analisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antiinflamatoria-método desnaturalizacién de proteina

para el extracto etandlico.
Suma de Cuadrado

Cuadrados Gl Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 1342,53 3 447,51 663,19 0,0000
Intra grupos 5,398 8 0,675
Total (Corr.) 1347,93 11
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Tabla B23. Anélisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antiinflamatoria-método desnaturalizacién de proteina
para el extracto metandlico.

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P

Entre grupos 531,113 3 177,038 53,87 0,0000
Intra grupos 26,293 8 3,287
Total (Corr.) 557,406 11

Tabla B24. Anélisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antiinflamatoria-método desnaturalizacion de proteina
para el estandar.

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 224751 3 749,17 164,98 0,0000
Intra grupos 36,327 8 4,541
Total (Corr.) 2283,84 11

Tabla B25. Prueba de mdaltiples rangos para los datos obtenidos en la determinacion
de actividad antiinflamatoria-método desnaturalizacion de proteina de los extractos del
sambuel. Método: Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95%
de confianza.

Concentracion del

Casos Media Grupos Homogéneos
extracto

Extracto etandlico
Etanol 1000 pg/ml 3 21,833 X
Etanol 100 pg/ml 3 36,497 X
Etanol 500 pg/ml 3 46,603 X
Etanol 200 pg/ml 3 48,507 X
Extracto metandlico
Metanol 1000 pg/mi 3 12,387 X
Metanol 500 pg/mi 3 21,247 X
Metanol 100 pg/mi 3 27,847 X
Metanol 200 pg/mi 3 29,187 X

Tabla B26. Prueba de mdaltiples rangos para los datos obtenidos en la determinacién
de actividad antiinflamatoria-método desnauralizacion de proteina del estandar
diclofenaco. Método: Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel
95% de confianza.

Concentracion del

. Casos Media Grupos Homogéneos
estandar
Diclofenaco 100pg/ml 3 24183 X
Diclofenaco 200ug/ml 3 35,37 X
Diclofenaco 500ug/ml 3 49,963 X
Diclofenaco1000ug/ml 3 60,027 X




Actividad antioxidante-método TBARS

Tabla B27. Analisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antioxidante-método TBARS para el extracto etanolico.

Suma de Gl Cuadrado
Cuadrados Medio

Entre grupos 2965,03 3 988,345 45,54 0,0000
Intra grupos 173,63 8 21,7037
Total (Corr.) 3138,66 11

Tabla B28. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antioxidante-método TBARS para el extracto metandlico.
Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados G Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 726,838 3 242,279 34,71 0,0001
Intra grupos 55,843 8 6,980
Total (Corr.) 782,681 11

Tabla B29. Andlisis de varianza (ANOVA) para los datos obtenidos en la
determinacion de actividad antioxidante-método TBARS para el estandar.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 321,083 3 107,028 169,22 0,0000
Intra grupos 5,0598 8 0,632
Total (Corr.) 326,143 11

Tabla B30. Prueba de mdaltiples rangos para los datos obtenidos en la determinacion

de actividad antioxidante-método TBARS de los extractos del sambuel. Método:

Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.
Concentracién del

Casos  Media Grupos Homogéneos

extracto
Extracto etandlico
S.E 100 3 19,147 X
S.E 200 3 41,023 X
S.E 500 3 51,07 X
S.E 1000 3 61,723 X
Extracto metandlico
S.M 1000 3 27,703 X
S.M 500 3 34,003 X
S.M 200 3 43,807 X
S.M 100 3 47,313 X
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Tabla B31. Prueba de maltiples rangos para los datos obtenidos en la determinacion
de actividad antioxidante-método TBARS del estandar diclofenaco. Meétodo:
Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel 95% de confianza.

Concent,rauon del Casos Media Grupos Homogéneos
estandar

BHT 100 3 82,747 X
BHT 200 3 84,523 X
BHT 500 3 91,427 X
BHT 1000 3 95,54 X
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ANEXO C

FOTOGRAFIAS DE LA
INVESTIGACION
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Recoleccion de las hojas de Sambuel

= =

Fig. C1. Socializacién del proyecto de estudio y peticion de permiso para la recoleccion del material
vegetal en la comunidad Teligote.

Bienvenidos
Bosque Nativo

TELIGOTE

Fig. C2. Ascensos al cerro Teligote para la recoleccién de las hojas de sambuel.
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Fig. C3. Preparacion de las hojas de sambuel.

Optimizacion del proceso de extraccion

Fig. C4. Determinacion de polifenoles (A) y de flavonoides (B).

91



! a ¥
2% | 1
-_—qaa.—"‘,‘ i —— —— ™
J =
B e s e, sl

= [ =2 == p—1
(TN
Nﬂ ir3 |

, : . . amer ::J == }\—“ o
o808 NN B0 A0EE N
Latl Bx 7.0 ':"_4 3 ¢ ;,.\;b = ,:_ ‘ £] g2 | ‘ ’*‘:‘s 2 f—" )] — ) 5 .
‘ v a e, a3 | & } ‘ f B ¥ ‘ 'iit;‘ =.,,y->:
] ! ]

SV OY OV \.é ,a‘ o
A _ia ) e %50l 3 D A R

Fig. C5. Desgaste del material vegetal en la optimizacion del proceso de extraccion. Donde : A=
extractos de las hojas de sambuel, B= complejo coloreado formado luego del ensayo de polifenoles
(Folin Ciocalteu) y C= complejo coloreado formado luego del ensayo de flavonoides.

Fig. C6. Evaporacion de los disolventes en el rotavapor. Extractos de las hojas de sambuel antes (A) y
después (B) de la evaporacion.
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Actividades Bioldgicas

Fig. C7. Resultados luego de realizar el ensayo de actividad antiinflamatoria- método HRBC a
diferentes concentraciones de los extractos de sambuel.

Fig. C8. Extracto de las hojas de sambuel a diferentes concentraciones y los resultados luego de realizar
el ensayo de actividad antiinflamatoria- método desnaturalizacion de proteina con albdmina de huevo.

Fig. C9. Tubos de ensayo con aceite de oliva y los extractos liofilizados de sambuel a diferentes
concentraciones en el ensayo de actividad antioxidante, antes de la oxidacidn.
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