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RESUMEN

La medicina ancestral en los paises Sudamericanos es muy utilizada por su poblacion
tanto urbana como rural, ya sea para tratar enfermedades leves «dolor de estobmago, indigestion,
inflamaciones, problemas en la piel, etc.» como enfermedades con un grado mas de complejidad
«torceduras, fracturas, infeccionesy, a lo largo de los afos el uso de estas plantas ha aumentado
es por esto que se ve la necesidad de estudiar con mas profundidad las plantas en el Ecuador,
ya que al ser un pais mega diverso no cuenta con los estudios necesarios a todas las especies en
el pais siendo esta una desventaja para el descubrimiento de nuevas especies y para la
elaboracion de nuevos usos en la industria. Debido a esto el objetivo de esta investigacion es la
de indagar que metabolitos secundarios estan presentes en la especie y la capacidad antioxidante
de la planta de Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunth» envista de que carece de estudios
fitoquimicos, por esto se realizd extractos acuosos y alcoholicos para realizar las pruebas
pertinentes de metabolitos secundarios y capacidad antioxidante. Los principios activos
encontrados en los extractos son: carbohidratos, azucares, cumarinas, taninos, saponinas,
alcaloides, lipidos, almidon, flavonoides y fenoles, en el extracto alcohodlico hay mayor
concentracion de metabolitos secundarios por el contrario en el acuoso hay ausencia de
alcaloides. En cuanto a la capacidad antioxidante presentd un alto porcentaje el extracto
alcohodlico con un 71,74% y en el acuoso el 35,55%, obteniendo como resultado que se
recomienda al Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunth» como un posible uso en la industria por

su alto porcentaje de actividad antioxidante y por su elevado contenido de fenoles.

Palabras clave: Valeriana tomentosa Kunth, marcha fitoquimica, metabolitos

secundarios, capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

Ancestral medicine in South American countries is widely used by its urban and rural
population, whether to treat minor illnesses "stomach pain, indigestion, inflammation, skin
problems, etc." as diseases with a higher degree of complexity «sprains, fractures, infections»,
over the years the use of these plants has increased, which is why there is a need to study the
plants in Ecuador in greater depth, since Being a mega-diverse country, it does not have the
necessary studies for all the species in the country, this being a disadvantage for the discovery
of new species and for the development of new uses in the industry. Due to this, the objective
of this research is to investigate which secondary metabolites are present in the species and the
antioxidant capacity of the Shilpalpal plant «Valeriana tomentosa Kunth» in view of the lack
of phytochemical studies, for this reason aqueous and alcoholic extracts were made. to carry
out the pertinent tests of secondary metabolites and antioxidant capacity. The active principles
found in the extracts are: carbohydrates, sugars, coumarins, tannins, saponins, alkaloids, lipids,
starch, flavonoids and phenols, in the alcoholic extract there is a higher concentration of
secondary metabolites, on the contrary in the aqueous one there is an absence of alkaloids.
Regarding the antioxidant capacity, the alcoholic extract presented a high percentage with
71,74% and the aqueous extract with 35,55%, obtaining as a result that the Shilpalpal
«Valeriana tomentosa Kunth» is recommended as a possible use in the industry due to its high

percentage of antioxidant activity and its high content of phenols.

Keywords: Valeriana tomentosa Kunth, phytochemical march, secondary metabolites,

antioxidant capacity.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

Desde hace décadas el Ecuador se vio en la necesidad de estudiar con profundidad la
biodiversidad de su flora para explotarla en beneficio de la comunidad, mejorando su salud, ya
que cuenta con el 10% de las especies de plantas en el mundo. Al sur de Ecuador en las regiones
de la Amazonia, Andes y bosque seco abarca una de las vegetaciones maés ricas y diversas del
pais gracias a los factores geologicos y ambientales, por todo lo mencionado anteriormente se
incrementod el interés de investigar las plantas medicinales existentes en el Ecuador para
descubrir y aislar sustancias nuevas direccionadas hacia el tratamiento de enfermedades con la
finalidad de mejorar la calidad de vida de las poblaciones. En los paises subdesarrollados el uso
terapéutico de plantas medicinales por la sociedad es del 80%, teniendo como objetivos
fundamentales el descubrir los principios activos y la comprobacion terapéutica para su empleo
(Mendoza, 2015).

La medicina alternativa es un conglomerado de aptitudes, competencia y experiencias
ancestrales utilizadas para procurar una amplia variedad de enfermedades y dolencias mentales
y fisicas, pero después de la llegada de los farmacos esta medicina estuvo en riesgo, sin
embargo; es deber de la sociedad que sepa complementar la medicina ancestral con la
convencional (Porras, 2022).

Esta medicina examina a la persona como un todo fusionado por lo espiritual, emocional
y fisico, por lo que se considera a la enfermedad como un desequilibrio en la integridad del
individuo, basandose en la bioindividualidad (Raele, 2019).

La fitoquimica estudia los metabolitos secundarios, compuestos quimicos, presentes en

las plantas de forma natural, estas van a varias segin su familia, género y especie, la

18



metodologia a utilizar dependera de los estudios a los que se someta la planta (Herndndez et

al.; Marcano y Hasegawa, 2002).

La medicina convencional es de altos costos y es por esta razén que las poblaciones
recurren a plantas medicinales para aliviar cualquier tipo de dolencias presentes en la persona,
debido a ello se abordan investigaciones de las diferentes especies con el fin de conglomerar
conocimientos acerca de los compuestos presentes en la diversidad de la flora del Ecuador, ya
que hay muchas especies que cuentan con principios activos potenciales para la elaboracion de
productos medicinales. Debido a ello el objetivo de la presente investigacion radica en la
sustentacion cientifica de las propiedades medicinales atribuidas a los metabolitos secundarios
y capacidad antioxidante del Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunth» desconocidos

actualmente, para recomendaciones medicinales.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La eficiencia farmacoldgica de una planta se debe a la presencia de uno o mas
componentes quimicos activos que se localizan en el tejido de ésta, los metabolitos secundarios
son elementos que desempefian un papel importante en la subsistencia de la planta ya que actuan
como instrumentos de defensa contra insectos depredadores.

El analisis de la capacidad antioxidante en las plantas alimenticias y medicinales ha
aumentado en los ultimos afios puesto que se extraen productos tales como alcaloides, aceites
esenciales y polifenoles los cuales son comprobados por medio de diversos ensayos in Vitro e
in vivo. Su valor investigativo es debido a los antioxidantes que la componen puesto que
postergan o inhiben la propagacion de las reacciones en cadena de radicales libres (Rivaz et al.,
2016).

En investigaciones anteriores destacan las propiedades medicinales ancestrales del
Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunthy las cuales son benéficas contra la gastritis, ulceras,
relajante, analgésico «dolor de gargantay», parasitos, dolor de estomago, infecciones y
cicatrizante (Vega, 2014; Sanchez y Torres, 2020; Andrade et al., 2014; Ceron, 2006).

Segun Guillen y Sarmiento (2011), en previas investigaciones del Shilpalpal «Valeriana
tomentosa Kunth» radican con respecto a su examinacidon macroscopica y microscopica,
cenizas totales, cenizas insolubles en Acido Clorhidrico, determinacion de humedad y
microbiologica «Mohos, levaduras, coliformes totales, bacterias aerobias mesofilasy.

Evidenciando su carencia de indagacioén con respecto a sus metabolitos secundarios y
comparacion de la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlicos y acuoso contra el acido
ascorbico, para corroborar mediante estudios el uso empirico del Shilpalpal «Valeriana

tomentosa Kunthy» en las comunidades.
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1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual de los dos extractos alcohdlico y acuoso del Shilpalpal «Valeriana tomentosa
Kunth» posee mayor capacidad antioxidante frente al acido ascérbico?

1.4 JUSTIFICACION

La indagacién de nuevas plantas con propiedades antioxidantes ha aumentado
formidablemente en el transcurso de los ultimos cinco afios, debido a que los antioxidantes
tienen la posibilidad de neutralizar los radicales libres contribuyendo a evitar enfermedades
cerebrovasculares, cardiovasculares, céancer, aterosclerosis, artritis, diabetes y demas
enfermedades. En la industria alimenticia se utilizan los antioxidantes para aminorar la tasa de
oxidacion de los productos, prolongando su vida de anaquel (Behar et al., 2021).

La migracion de las zonas rurales a la ciudad, la falta de estudios a gran escala y la
escasa documentacion disponible pone en peligro los saberes ancestrales acerca del uso
potencial de las especies vegetales que estan en la region Andina. Al norte de Sudamérica hay
escasez de documentos que respalden el 6ptimo uso de plantas medicinales, a gran escala no
hay estudios que indiquen patrones, los proyectos locales ocasionalmente son fragmentados y
con cortos periodos de tiempo, confirmando que este fenomeno de la migracion de las
comunidades rurales hacia las zonas urbanas podria generar alteraciones en el uso de plantas
medicinales y con ello disipar la posibilidad de estudios mas profundos de la flora ecuatoriana
(UNAL, 2021).

Por ello esta investigacion radica en la importancia del estudio a profundidad de la
biodiversidad que existe en el pais mediante un andlisis de los metabolitos secundarios y la
evaluacion antioxidante del Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunth» a través de la

comparacion con un compuesto sintético, ya que es una planta endémica de la region Andina.
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1.5 LIMITACIONES
Las limitaciones del presente trabajo de investigacion fueron el tiempo, disponibilidad

de los laboratorios y equipos de la Universidad Politécnica Salesiana.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso del Shilpalpal
«Valeriana tomentosa Kunthy frente al acido ascorbico mediante técnicas de laboratorio para

su recomendacion como uso medicinal.

1.6.2 Obijetivos especificos

e (aracterizar de manera cualitativa los extractos acuoso y alcoholico del Shilpalpal
«Valeriana tomentosa Kunth» para la identificacion de los metabolitos presentes mediante pruebas
fisicoquimicas.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso del Shilpalpal
«Valeriana tomentosa Kunth» y del acido ascorbico mediante metodologia DPPH-2,2-difenil-1-picril

hidrazilo-, para un posible uso de los extractos como materia prima en la industria.

e Evaluar el nivel de la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso del
Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunth» en relacion al acido ascérbico a través de un analisis estadistico

para determinar los niveles de capacidad antioxidante de la planta.
1.7 HIPOTESIS

Siuno de los extractos alcoholico y acuoso del Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunthy
poseen mayor capacidad antioxidante que el acido ascoérbico se recomendaria como uso

medicinal.
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CAPITULO 11

2 MARCO TEORICO

Los Andes se localiza en la zona neotropical, distinguida por su variedad de hébitats,
destacando por su diversidad de medios naturales con exuberantes climas, haciendo de América
del Sur un lugar megadiverso y predilecto por diferentes especies de animales y plantas. En el
Ecuador son escasas las investigaciones realizadas a especies vegetales comercializadas en los
mercados ecuatorianos con propiedades medicinales, en Quito se publicaron las investigaciones
de Ortega (1988), fundamentado en encuestas y no con muestras botanicas herborizadas y
plantas medicinales expendidas en mercados, White (1982), sin la imprescindible coleccion de
plantas con su consecuente herborizacion, Ceron y Montalvo (1994) Jornadas Ecuatorianas de
Biologia en el mercado de Riobamba Cerén y Reina (1996) plantas medicinales del mercado
de Ibarra, (Naranjo, 2003). Sin embargo, se desconoce la existencia de estudios realizados a las
plantas medicinales a profundidad (Sillo, 2010). El empleo de las diferentes especies depende
de la costumbre familiar, saber ancestral, la disponibilidad de recursos econdomicos y el lugar
en el que se desarrolle por la variabilidad de flora existente. Las plantas son utilizadas en
infusion para beber, bafios, fomentos, lavados oculares y para lavar heridas (Inga y Zavala,
2020).

La Organizacion Mundial de la Salud ha determinado que entre 2014 y 2023, la
medicina tradicional se enfocard en explorar medicinas complementarias y alternativas en el
cuidado de la salud y procurar el uso seguro y efectivo, con el propdsito de satisfacer o
complementar las exigencias médicas, por lo que se aprueba el uso de plantas étnicas como
medicina alternativa en el periodo de embarazo y lactancia (Inga y Zavala, 2020).

Cerca de 30000 variedades de plantas han sido utilizadas con fines medicinales en

diferentes culturas alrededor del mundo, desde hace mucho tiempo en casi todas las culturas
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estas hierbas han sido una fuente medicinal, ya que es tan arcaico como la humanidad obsoleto,
el uso de medicamentos a base de hierbas como antidotos para procurar una buena salud se
encuentra en libros tan antiguos como la Biblia y Veda, mismos que contienen los afios de
experiencia en pruebas y error de las propiedades medicinales de las plantas, pero con el
progreso de la ciencia han retrocedido, pero en varios paises sigue siendo la medicina mas
asequible (Inga y Zavala, 2020).

Segun Abaunza (2021), existen notables diferencias con respecto al uso de estas plantas
entre campesinos, indigena y poblacion urbana, los ciudadanos de las poblaciones urbanas
utilizan las plantas medicinales para enfermedades infecciosas y parasitarias, mientras que los
indigenas de acuerdo con sus saberes ancestrales lo emplean para casos de traumatismo y
envenenamiento (UNAL, 2021).

A pesar de que la mayoria de los medicamentos se consiguen mediante sintesis quimica,
gran parte de las principales formulaciones se basan en productos naturales, a nivel mundial el
44% de los medicamentos modernos se derivan de la naturaleza y en paises industrializados el
25% de los farmacos provienen de plantas, en la produccion farmacéutica el 11% son extractos
naturales, el 24% son productos de procedencia natural, es decir, para sintetizar componentes
usan precursores de origen natural y solamente el 9% son réplicas de estos elementos naturales
(Espadero, 2018).

Los medicamentos compuestos a base de hierbas estan hechos con insumos de origen
vegetal, mismos que se exponen al desgaste y contaminacion. Para el procesamiento y
almacenaje de la materia prima se debe tener un control de calidad debido a la naturaleza y
diversidad de los productos. En varios paises han desarrollado regulaciones para determinar la
calidad, seguridad y eficiencia de las plantas medicinales y por ello la Organizacién Mundial

de la Salud «OMS» esta trabajando para apoyar el desarrollo de prototipos de reglas en esta
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area, lo que ha ayudado a aumentar el reconocimiento de su papel en la salud, la OMS ha
incurrido en la rama de la calidad estableciendo los siguientes pardmetros: propiedades
botéanicas, propiedades fitoquimicas, propiedades organolépticas, impurezas, caracterizacion
microscopicas, extractos hidrosolubles, cenizas totales, metales pesados, materia extraible,

micotoxinas y plaguicidas (Lara et al., 2020).

2.2 Shilpalpal o Chilpalpal (Valeriana tomentosa Kunth)

Es una planta medicinal de habitat terrestre, flora de jalca con monte perenne bajo, es
una hierba anual, flores blancas, arbusto lefioso que mide cerca de 1,5 a 2 m de largo, tallo de
color café y liso, las hojas son simples y opuestas, el haz es de color verde oscuro y el envés
verde claro, lanceolada de 4 a 5 cm de largo por 2 cm de ancho, peciolada con apice en punta
(Guillen y Sarmiento, 2011; Field Museum of Natural History, 1994).

2.2.1 Caracteristicas Internas del Shilpalpal (Valeriana tomentosa Kunth)
2.2.1.1 Identificacién Microscopica
Posee dos tipos de pelos que son: estrellados con varios brazos y secretores unicelulares

simples, y estomas anisociticos (Guillen y Sarmiento, 2011).

Figura 1: Pelos estrellados, simples secretores unicelulares y estomas anisociticos

Pelos estrellados

Fuente: Guillen y Sarmiento, (2011)
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2.2.1.2 Cenizas totales

Depende de la diferencia de peso obtenida luego de la calcinacion de la materia prima
«plantay por esta razon la determinacion de cenizas totales es un sustituto de este (Lara et al.,
2020).

Segin Guillen y Sarmiento (2011), las cenizas totales encontradas en la planta de
Shilpalpal estan dentro de los pardmetros establecidos por la Organizaciéon Mundial de la Salud,

Tabla 1.

Tabla 1: Cenizas totales en el Shilpalpal

Lugar de recoleccion  Promedio (%) Limites Permitidos (%)

San Bartolomé 5,54 14
San Roque 7,18 14
Callasay 5,39 14
Checa 6,79 14
Chica Despensa 5,45 14
Total 6,07 14

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Guillen y Sarmiento, (2011)

2.2.1.3 Cenizas insolubles en Acido Clorhidrico
Los porcentajes de cenizas insolubles en acido clorhidrico estan dentro de los

parametros establecidos por la OMS (Guillen y Sarmiento, 2011).

Tabla 2: Cenizas insolubles en &cido clorhidrico del Shilpalpal

Lugar de recoleccion  Promedio (%) Limites Permitidos (%0)

San Roque 0,90 2
Checa 0,71 2
Chica Despensa 0,58 2
San Bartolomé 0,57 2
Callasay 0,61 2
Total 0,67 2

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Guillen y Sarmiento, (2011)
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2.2.1.4 Humedad

Es la diferencia de peso obtenida luego de elevar la temperatura de la estufa al colocar
la muestra dejandola en un estado de desecacion, el agua presente en las plantas crea
condiciones para el acelerado desarrollo de hongos y microrganismos, que proliferan sustancias

nocivas que contaminan y dafian a la planta (Lara et al., 2020).

Ecuacion
. Peso de la materia prima antes de la desecacion (PMPAD)
. Peso de la materia prima después de la desecacion (PMPDD)
__ PMDD x 100
PMAD

(Lara et al., 2020)

El porcentaje que se obtuvo esta dentro de los estandares indicados por la OMS, esto
implica que en el procedimiento de almacenado y secado de la materia prima «hojas de

Shilpalpal» se realizé de forma correcta y con la asepsia adecuada (Guillen y Sarmiento, 2011).

Tabla 3: Humedad del Shilpalpal

Lugar de recoleccion  Promedio (%0) Limites Permitidos (%0)

San Roque 6,60 12
Checa 7,15 12
Chica Despensa 6,81 12
San Bartolomé 6,63 12
Callasay 6,71 12
Total 6,78 12

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Guillen y Sarmiento, (2011)
2.2.1.5 Mohos y levaduras

Los valores obtenidos se encuentran en los limites estipulados por la Organizacion

Mundial de la Salud, sirviendo de referencia de que las hojas de Shilpalpal estdn bien
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seleccionadas, lavadas, secadas, almacenadas y que no se han expuesto a fuentes significativas

de contaminacién (Guillen y Sarmiento, 2011).

Tabla 4: Mohos y levaduras

Lugar de Promedio Limites Permitidos
recoleccion (UPCl/g) (UPCl/g)

San Roque 92,5 <100
Checa 0 <100
Chica Despensa 0 <100
San Bartolomé 10 <100
Callasay 90 <100
Total 38,5 <100

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Guillen y Sarmiento, (2011)

2.2.1.6 Determinacion de Coliformes Totales

En la determinacion de coliformes totales los valores que arrojo el estudio de Guillen y
Sarmiento estdn dentro de los estandares que establece la OMS, siendo nuevamente un
indicativo de que la seleccion de materia prima, lavado, secado y almacenamiento de la materia

prima es adecuada (Guillen y Sarmiento, 2011).

Tabla 5: Coliformes Totales

Lugar de Promedio Limites Permitidos
recoleccién (NMP/qg) (NMP/qg)

San Roque <3 <100
Checa <3 <100
Chica Despensa <3 <100
San Bartolomé <3 <100
Callasay <3 <100
Total <3 <100

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Guillen y Sarmiento, (2011)
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2.2.1.7 Bacterias Aerobicas Mesofilas

Los valores otorgados por la investigacion de Guillen y Sarmiento demuestran que las
bacterias aerdbicas mesofilas se encuentran en los limites tolerados por la OMS, sirviendo de
referencia de que los procedimientos de la materia prima esta bien seleccionada, lavada, secada
y almacenada, para garantizan la seguridad de los extractos obtenidos en el laboratorio (Guillen

y Sarmiento, 2011).

Tabla 6: Bacterias Aerdbicas Mesofilas.

Lugar de Promedio Limites Permitidos
recoleccion (UFC/g) (UFCl/g)
San Roque 25 10000
Checa 0 10000
Chica Despensa 0 10000
San Bartolomé 0 10000
Callasay 25 10000

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Guillen y Sarmiento, (2011)

2.2.2 Caracteristicas Etnomédicas

El conocimiento ancestral acerca de su uso se extiende mas alld de las comunidades
locales porque la especie es conocida y comercializada en los mercados de las ciudades de
Azogues, Cuenca y Gualaceo, esta planta tiene usos medicinales y veterinarios, esta planta
cuenta con una mencion de 39 usos «38 de uso medicinal y 1 de uso veterinario» en los
mercados que la comercializan (Minga, 2014).

El Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunth» posee varios beneficios para la salud, de las
cuales se usa la flor y las hojas para elaborar un zumo, con el cual se tratan las tlceras
estomacales, infecciones, erupciones de la piel, resfrio de mujeres luego del alumbramiento,

desinflamante, espanto e higado; las raices tienen propiedades antisépticas y antiespasmodicas;
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y la infusion de las hojas y flores alivia la gastritis, tomandola en ayunas; se realizan emplastos
para los huesos, también tiene uso veterinario para los cuyes y ganado para reducir las dolencias
estomacales (Guillen y Sarmiento, 2011; Minga, 2014; Jijon, 2015).

2.2.3 Taxonomia del Shilpalpal (Valeriana tomentosa Kunth)

Tabla 7: Clasificacién taxonoémica del Shilpalpal (Valeriana tomentosa Kunth)

Reino Plantae

Clase: Equisetaceae

Subclase: Magnoliidae

Orden: Dipsacales

Familia: Caprifoliaceae

Género: Valeriana L.

Especie: Valeriana tomentosa Kunth
Habito: Subarbusto o hierba
Estatus: Nativa

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Minga, (2014); Trépicos Jardin botanico de Misuri, (1994);
Tropicos Jardin bot&nico de Misuri, s/f; Plantas del mundo en linea, s/f; WFO, (2022)

2.3 Familia Caprifoliaceae

La familia de las Caprofoliaceae tiene alrededor de unas 450 especies, la mayoria de
ellas son arbustos o enredaderas lefiosas y rara vez son plantas herbaceas, estas especies se
distinguen por poseer hojas simples, opuestas, la mayoria de veces sin estipula, su
inflorescencia es cimosa, umbeliformes o corimbiformes, las flores son actinomorfas, epiginas
y pentaneras, de reducido caliz, gamosépalo, la corola es gamopétala o tubulosa irregular, fruto

en capsula, drupa, baya y ovario infero (Rojas y Amaro, 2015).
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La especie que mas destaca es el Sauco «Sambucus nigra» un arbusto originario de
Europa, la corteza, raices, hojas y frutos son utilizados en la medicina ancestral por sus
propiedades medicinales, mismos que se evidenciaron los metabolitos secundarios presentes en
la planta por medio de un analisis fitoquimico, a continuacién, se indica los metabolitos del

sauco en la Tabla 8 (Rodriguez et al., 2017).

Tabla 8: Metabolitos secundarios del sauco (Sambucus nigra)

Metabolitos Control Sauco
secundarios (aceites (Sambucus nigra)
esenciales)

Quinonas -+ ++
Flavonoides -+ -+
Alcaloides -+ -+
Saponinas +++ ++
Triterpenos +++ +++
Fenoles +++ T+

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Rodriguez et al., (2017)

2.4  Genero Valeriana L.

El género Valeriana L. «Caprifoliaceae» consta de aproximadamente 281 especies
distribuidas en todo el mundo, catalogada como uno de los géneros mas representativos de los
Andes sudamericanos, puesto que es una de las formas farmacéuticas que mas se comercializan,
los que estan hechos a base de Valeriana officinalis L., es por ello que se realizo el analisis

fitoquimico de cuatros especies de Valeriana L. (Rondon et al., 2018).
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Tabla 9: Metabolitos secundarios de la Valeriana L.

Metabolitos secundarios V. parviflora V. rosalia V. triplinervis V. filicoide

DR +++ +++ +++ +++
WR ++ ++ ++ ++
Alcaloides
MR ++ ++ ++ ++
NaOH +++ ++ +++ ++
Flavonoides +++ ++ ++ +++
KR ++ ++ ++ +
LB +++ -+ +++ +++
Esteroles y
) RS +++ +++ ++ -+
triterpenos
FR +++ + + +
Saponinas 4+ +++ +++ +++

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Rondén et al., (2018)
Nota: DR: reactivo de Dragendorf, WR: reactivo de Wagner, MR: reactivo de Mayer, KR: Reactivo de

Komarovsky, LB: Reactivo de Liberman — Bouchard, RS: Reactivo de Salkowky, FR: reactivo de espuma.

2.5  Marcha Fitoquimica

La marcha fitoquimica es uno de los primeros pasos a seguir en una investigacion
fitoquimica que permite la identificacion cualitativa de los componentes quimicos principales
en una planta, lo que permite la extraccién o fraccionamiento del grupo mas importante o el
grupo de interés para el investigador. Estos componentes se extraen con diversos tipos de
solventes, luego se someten a diferentes pruebas quimicas que al reaccionar son valoradas por

su colorimetria generando resultados positivos o negativos al metabolito (Mendoza, 2015).
2.6 Extraccion de Metabolitos

La fase de extraccion comienza cuando la materia vegetal recolectada pasa por un
cuidadoso procedimiento de seleccion, secado y estabilizacion, este proceso comienza
triturando la planta en pequefias particulas que faciliten la penetracion del disolvente en el tejido

celular, después se pone la mezcla en agitacion para que el solvente entre en contacto con la
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materia prima «solido» y se alcance un nuevo punto se equilibrio de saturacion (Mendoza,

2015).

2.7 Maceracion

La maceracion, la extraccion Soxhlet y la hidrodestilacion son métodos tradicionales de
extraccion de sustancias bioldgicamente activas, las cuales consisten en propiciar el contacto del sustrato
solido con un solvente por un periodo de tiempo determinado, el sustrato s6lido es un material biologico
en forma de polvo seco. El menstruo conocido cominmente como solvente es un liquido con
propiedades generales como el agua, alcoholes alifaticos de hasta tres &tomos de carbono, generalmente
etanol, o una mezcla de los dos, una mezcla de un sustrato sélido con un solvente se le conoce como
tintura. La efectividad del método depende principalmente de los parametros operativos, controlables y
no controlables, la naturaleza del sustrato solido, las propiedades quimicas de los compuestos de interés
que son biologicamente activos, el conocimiento cientifico, la habilidad del experimentador y los
parametros operativos son factores elementales (Duarte et al., 2020).

Durante el proceso de maceracion las propiedades antioxidantes mejoran con el tiempo
de contacto entre el sustratos y el solvente, sin embargo la temperatura 6ptima para la extraccion
de metabolitos también juega un papel muy importante, por ejemplo la aplicacion de una
temperatura de 70 °C es favorable para la extraccion de metabolitos, por el contrario la
temperatura de 80 °C provoco el decrecimiento de algunos metabolitos, como es el caso de las
antocianinas y fenoles totales que alcanzaron valores maximos en 20 minutos sometidas a una
temperatura de extraccion de 70 °C, los metabolitos aumentaron (Flores, 2017).

2.8 Metabolitos secundarios

Los vegetales producen centenares de sustancias organicas llamadas metabolitos, estas

sustancias son el resultado de una serie de reacciones complejas que ocurren durante la

fotosintesis, los metabolitos secundarios no tienen una funcién especifica en la planta, es por
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ello que se sintetizan cantidades pequenas y su produccion se limita a unas pocas especies 0o
familias (Ruiz y Mejia, 2020).

Los principios activos o metabolitos secundarios son sustancias que tienen un efecto
farmacologico beneficioso o nocivo sobre los organismos vivos, puesto que su utilidad radica
en su administracion como medicamento o medicina para mitigar enfermedades o restaurar la
salud perdida (Hidalgo, 2019).

Los principios activos de plantas con interés comercial se clasifican en tres principales
clases de acuerdo con las rutas biosintéticas, estas son: compuestos fendlicos, terpenos y

compuestos nitrogenados (Espadero, 2018).

2.8.1 Los Terpenos

Los terpenos y sus formas oxidadas «terpenoides» son compuestos aromaticos
producidos por todas las plantas, estos compuestos son formados por la polimerizacion de
unidades de isopreno y esteroides dividiéndose en seis grupos que son: diterpenos,
monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos, esteroles y tetraterpenos, entre los que se encuentran
los carotenoides, cardiotonicos, glicosidos, taxol y otros, que dependiendo de las
modificaciones de los terpenos tienen diversas funciones como: antiinflamatoria, ansiolitica,

somniferos, para la concentracion y antibacterial (Lowenfels, 2020).

2.8.2 Compuestos Fendlicos

Las plantas son fuentes importantes de metabolitos, particularmente fenoles, estos
metabolitos secundarios las plantas los fabrican como mecanismo de defensa ante la posibilidad
de un ataque a los tejidos vegetales, dafios provocados por patdogenos, estrés ambiental
«condiciones adversas de luz, pH, temperatura, etc.», en general estas concentraciones

dependen del estado de los cultivos y crecimiento de las plantas, es por esto que son
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responsables de las propiedades organolépticas de las frutas y hortalizas, se ha comprobado que
los metabolitos fenodlicos tienen propiedades descongestionantes, antitumorales,
antiinflamatorias, anticoagulantes y antioxidantes, por lo tanto los fenoles la extraccion de estos
metabolitos de los tejidos de la planta podrian generar agentes terapéuticos con aplicaciones
potenciales para el disefio de alimentos, cosmética y medicina botanica (Parola et al., 2020).

En el caso de las frutas la maduracion afecta directamente a los compuestos
bioldgicamente activos ya que se producen durante la biosintesis, lo que conduce a un alto
contenido de fenoles. En otras investigaciones afirmaron que la especie, clima, la disponibilidad
de nutrientes en el suelo, los cambios de temperatura, procesamiento de cultivos, la ubicacion
geografica, el uso de pesticidas, almacenaje, manejo post cosecha y la genética, influyen en la
aparicion de diferentes metabolitos. Los componentes fendlicos intervienen en la capacidad
antioxidante debido a que mayor contenido de componentes fenolicos es mayor la capacidad
antioxidante, estos polifenoles se los puede hallar junto a azicares, aminas, 4cidos organicos,
otros compuestos fenolicos y lipidos (Jorge y Segura, 2011).
2.8.3 Compuestos Nitrogenados

Los compuestos nitrogenados se clasifican en proteinas y aminoéacidos, reaccionan con
virajes de color de Maillard, al igual que los fosfolipidos, con radicales etanolamina y colina, y
sus productos refractarios, clorofila, rivoflavinas, &cido urico, porfirinas y sus derivados
(Shahidi y Zhong, 2010).
2.9 Radicales Libres

Los radicales libres son los responsables de la oxidacion, proceso que puede ser inhibido
por antioxidantes internos de los organismos que, junto con los antioxidantes externos
obtenidos en la ingesta adecuada de alimentos, habitualmente son generados en el metabolismo

aerobico, es muy utilizado en varios mecanismos de defensa contra agentes infecciosos. Pero
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estas moléculas son sumamente reactivas y pueden destruir algunas biomoléculas de las células
(Aguilar et al., 2018).

El estrés oxidativo un procedimiento que resulta de la inestabilidad entre la capacidad
antioxidante y los radicales libres, por lo tanto, se produce un estrés oxidativo que conduce al
dafio celular y provoca cambios fisiologicos relacionados con procesos patoldgicos tales como
el envejecimiento, la carcinogénesis, la inflamacion, la diabetes, la neurodegeneracion,
enfermedades autoinmunes entre otras. Cuando el antioxidante interno es incapaz de inhibir
dafios al organismo por los radicales libres, se necesita la contribucion externa de antioxidantes,
por lo tanto, la ingesta de antioxidantes naturales puede prevenir diversas enfermedades y ser

utilizados como prometedores agentes terapéuticos (Parola et al., 2020).

2.10 Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante de diversos compuestos sintéticos y naturales incluyen
procesos de Redox, en la que una molécula antioxidante cede un atomo de hidrégeno o un
electron para el radical libre «R». Los métodos para evaluar la capacidad antioxidante se
fundamentan en investigar como un agente antioxidante causa dafio oxidativo a un sustrato
facilmente oxidable, mismo que se puede prevenir o reducir con la presencia de antioxidantes,
este mecanismo va en proporcion a la capacidad antioxidante de la muestra. La capacidad
antioxidante es un indicador que define qué cantidad del compuesto antioxidante previene la
oxidacion del sustrato, si este resultado es cercano a cien la actividad antioxidante es alta (Jorge

y Segura, 2011).
2.11 Folin-Ciocalteu

Es un método cuantitativo y colorimétrico que aprovecha las propiedades reductoras de
estos compuestos, considerado como una técnica oficial para la cuantificacion de polifenoles

midiendo el contenido de estos compuestos en productos naturales, el reactivo de Folin-
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Ciocalteu estd formado por la mezcla de H3PW12040 «acido fosfotingstico» y Hi3PMo0120O14
«acido fosfomolibdico» convirtiéndolo en un agente oxidante (Lluva, 2019).

Es una forma muy rapida de evaluar la capacidad antioxidante de sustancias frente a
radicales libres estables 2.2-difenil-1-picrilhidrazilo «kDPPH», se puede determinar la capacidad
antiradical de un antioxidante evaluando la disminucién de la absorbancia de la solucion
alcohodlica de DPPH a 515-520 nm, en presencia de una solucion antioxidante donadora de
hidrogeno. A medida que el color cambia progresivamente de purpura a amarillo el electrén
desapareado en el radical DPPH permite la méxima absorcion dard un color purpura y se volvera
amarillo conforme va reaccionando. Cuando el electron separado del radical DPPH se empareja
con un hidrégeno «H"» de un antioxidante para formar el DPPH-H o molécula DPPH estable
(San Martin, 2020; Jorge y Segura, 2011).

Cuanto menor sea el ICsp mayor serd la actividad de los extractos como eliminadores de
radicales de DPPH, estos valores pueden deberse a la presencia de compuestos polifendlicos y
flavonoides presentes en los extractos (San Martin, 2020).

2.12 Actividad antioxidante del género Valeriana L.

Tabla 10: Actividad antioxidante de la Valeriana L.

Planta Actividad antioxidante
_ 45,70 %
Valeriana L.
3,46 mg/mL

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Orbergozo, (2018); Geronimo, (2014)

2.13 Actividad antioxidante del Sauco

Tabla 11: Actividad antioxidante del Sauco (Sambucus nigra)

Planta Actividad antioxidante
44,19%
Sauco (Sambucus
_ 45,65%
nigra)
50,06%

Fuente: Elaborada por el Autor a partir de Jorge y Segura, (2011); Aliaga, (2019)
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CAPITULO Il

3.1 NIVEL DE INVESTIGACION

La presente investigacion es de nivel Experimental cuantitativo, debido a que se
manipularan las variables independientes para la recoleccion de datos y de esta manera analizar
el efecto antioxidante del Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunth» frente al acido ascorbico.
De igual forma esta investigacion tiene un nivel exploratorio ya que es poco conocido y con
escasa informacion del tema, la cual otorgard una vision superficial de conocimientos para su

continua investigacion.

3.2 DISENO DE INVESTIGACION
Se desarrollara una investigacion con disefio Cuasi-experimento en donde se manipulan

las variables, pero no llega al experimento total.

3.3 POBLACION Y MUESTRA
Se procedera a tomar la materia prima del centro Comercial “El Arenal” de la ciudad de
Cuenca, del cual se obtendra una muestra de un kilogramo de Shilpalpal aproximadamente.

Esta poblacion viene a ser finita y accesible para realizar las pruebas de laboratorio.

3.4 VARIABLES

Dependiente: Capacidad antioxidante y metabolitos secundarios de los extractos.

Independiente: Solvente utilizado en los extractos.

Interviniente: Temperatura, humedad, equipos y tiempo.

3.5 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
En las técnicas de recoleccion de datos esta el analisis documental con el apoyo de tablas

estadisticas, articulos cientificos, revistas cientificas, libros, tesis, manuales y en el caso de los
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instrumentos se utilizé la observacion no estructurada dado que se utilizé diario de campo,

camara fotografica, instrumentos y equipos de laboratorio.

3.6 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
Se aplicara un método completamente al azar para la interpretacion de los datos
obtenidos en las pruebas de laboratorio, para lo cual se va a utilizar la técnica grafica de barras

y tablas.

3.7 PROCEDIMIENTO
3.7.1 Fase 1: Recoleccion de la materia prima.

3.7.1.1 Toma de la muestra de Shilpalpal (Valeriana tomentosa Kunth)
La muestra se recolecto en el centro Comercial “El Arenal” de la ciudad de Cuenca, del
cual se obtuvo aproximadamente un kilogramo de Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunthy, el

mismo que se considerard solamente las hojas y flores de la planta.

3.7.1.2 Tratamiento de la muestra vegetal
Seleccionar las hojas y flores con las mejores caracteristicas externas, eliminar materias
extrafias, lavar tres veces con agua pura, extender las hojas y flores en un area estéril para

eliminar el exceso de agua.

Figura 2: Shilpalpal (Valeriana tomentosa Kunth)

Fuente: Autora
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3.7.2 Fase 2: Pretratamiento de la muestra vegetal

3.7.2.1 Acondicionamiento de la muestra vegetal

Una vez que esté seca la materia prima colocar las hojas y flores en bandejas de
aluminio para llevarlas a la estufa a una temperatura de 40°C durante 24 horas. Transcurrido

este tiempo se procede a triturar la materia vegetal en un mortero.

B .

Figura 3: Materia vegetal seca y triturada

Fuente: Autora

3.7.2.2 Preparacion de los extractos

Extracto Alcohdlico (materia vegetal procesada)

Agregar 23 g de soluto en 300 mL de etanol al 96% y dejar reposar la mezcla por 48
horas en un lugar seco, temperatura ambiente y en ausencia de luz. Filtrar el extracto en papel
filtro, purificar la solucion en el rotavapor a una temperatura de 75°C para extraer el alcohol y

obtener un extracto concentrado. Verter la solucion en un frasco ambar.

Extracto Alcoholico (materia vegetal no procesada)
Colocar 23 g de materia vegetal picada en 300 mL de etanol al 96% durante 48 horas a
temperatura ambiente, en un lugar seco y en ausencia de luz. Purificar el extracto filtrado en el

rotavapor y colocar en un frasco ambar.
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Figura 4: Extracto alcohélico en el rotavapor.

Fuente: Autora

Extracto Acuoso

Se prepar¢ utilizando 23 g de materia vegetal seca y triturada previamente en 300 mL
de agua destilada por 48 horas, destinar el extracto a un lugar seco a temperatura ambiente y en
ausencia de luz, cubrir con una funda negra de preferencia. Filtrar la solucion para purificarlo

y colocar lo obtenido en un frasco ambar.

Figura 5: Extractos alcoholicos (materia vegetal seca y cruda) y acuoso.

Fuente: Autora

Extracto Hidroalcoholico

Para el extracto hidroalcohdlico se necesitara una solucion de alcohol al 96% y agua
destilada en una proporcion 1:1, en un gramo de materia vegetal seca agregar 9 mL de la

solucion preparada previamente y trasladar la mezcla a un tubo de Falcon para llevarlo al
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ultrasonido a una temperatura de 40°C por dos horas, centrifugar a 7500 rpm por 30 minutos,

filtrar el sobrenadante y colocar en un frasco ambar cubierto con aluminio y refrigerar hasta su uso.

Figura 6: Extracto hidroalcohdlico, luego de la centrifuga

Fuente: Autora

Extracto Acuoso

Para este extracto se utiliz6 cuatro gramos de muestra vegetal en 80 mL de solvente con
una composicion de agua destilada y &cido clorhidrico al 0,01%, calentar a 65°C durante 30
minutos con agitacion de 95 rpm en el agitador orbital de sobremesa, centrifugar a 7500 rpm por 30
minutos, filtrar el sobrenadante y envasar en frascos ambar cubierto con aluminio y refrigerar hasta

su analisis.

Figura 7: Extractos acuoso, después de la centrifuga

Fuente: Autora
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3.7.3 Fase 3: Caracterizacion cualitativa

Ensayo de Molish (Carbohidratos)

Para la identificacién de carbohidratos se coloca 2 mL de extracto con 5 gotas del
reactivo de Molish, 10 gotas de acido sulftrico concentrado en el tubo de ensayo, dejar reposar
y se observara un anillo violaceo en caso de ser positiva a carbohidratos.

Ensayo de Fehling (AzUcares)

En un tubo de ensayo agregar 2 mL de extracto con 5 gotas de Fehling A, 5 gotas de
Fehling B, agitar el tubo y llevarlo a bafio maria por 10 minutos, si se observa un precipitado
amarillo es positivo.

Cumarinas

En el tubo de ensayo colocar 2 mL de extracto con 2 gotas de hipoclorito de sodio al
10% y se observara un cambio de color a amarillo intenso, la reaccion es positiva.

Taninos

Colocar 2 mL de extracto en el tubo de ensayo con 5 gotas del reactivo de gelatina, 3
gotas de cloruro de sodio al 10% y se formara un coloide en caso de ser positiva la reaccion.

Prueba de Espuma (Saponinas)

Afadir 2 mL de extracto en el tubo de ensayo con un mL de agua destilada, agitar por 2
minutos y si se forma espuma es positivo a saponinas.

Ensayo de Shidona (Flavoniodes)

En el tubo de ensayo adicionar 2 mL de extracto con trozos de limadura de magnesio,
agitar y agregar 5 gotas de acido clorhidrico concentrado en zona y se observara un viraje de

color a un tono rojo.
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Alcaloides

Ensayo de Dragendorf

En el tubo de ensayo colocar 2 mL de extracto e incorporar 3 gotas del reactivo de
Dragendorf en zona y se formara un precipitado anaranjado.

Ensayo de Mayer

Adicionar 2 mL de extracto a un tubo de ensayo con 3 gotas del reactivo de Mayer y se

realizard un precipitado amarillo y en caso contrario la reaccion seria negativa.

3.7.4 Fase 4: Cuantificacion de Fenoles

Figura 8: Diluciones para la curva de calibracion

Fuente: Autora

3.7.4.1 Curva de Calibracién

Para la curva de calibracion se prepara una solucion madre de acido galico de 1000 ppm,
carbonato de sodio al 20%, Folin-Ciocalteu y agua desionizada. En los viales se coloca 0,05
mL de las diluciones de 4cido galico «diluciones de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 700, 1000 ppm»
aello adicionar 2,5 mL de Folin-Ciocalteu, esperar dos minutos y colocar dos mL de la solucion
de carbonato de sodio, colocar 0,45 mL de agua desionizada, envolver en aluminio los viales,
llevarlos al agitador orbital por 30 minutos y correr las soluciones en celdas en el

espectrofotometro a 765 nm.
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3.7.4.2 Folin-Ciocalteu
Preparar una dilucién 1N en una proporcioén 1:1 ya que el reactivo comercial es de 2N,

refrigerar hasta su uso, a continuacion, en la tabla se detalla el procedimiento:

Tabla 12: Dilucion de Folin-Ciocalteu

Folin-Ciocalteu Agua Desionizada

2,5mL 2,5 mL

Fuente: Autora

Nota: proteger la solucion de la luz colocando en un frasco ambar y recubriendo el
frasco con aluminio.

3.7.4.3 Carbonato de Sodio al 20%0

Tabla 13: Solucion de carbonato de sodio al 20%

Carbonato de Sodio Agua Desionizada Material
5¢g 25 mL (aforar) Balon de 25 mL
i Fuente: Autora
Acido Galico
Tabla 14: Solucion madre del Acido Galico 1000 ppm
Acido Galico Agua Desionizada Material
100 mg 100 mL (aforar) Balén de 100 mL

Fuente: Autora
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Tabla 15: Diluciones del Acido Galico

Viales  Concentracion ppm Acido Galico mL Agua Desionizada mL
Blanco 0 - 10

1 100 1 9

2 200 2 8

3 300 3 7

4 400 4 6

5 500 5 5

6 700 7 3

7 1000 10 -

Fuente: Autora

3.7.4.4 Preparacion de viales Curva de calibracion

Tabla 16: Preparacion de viales

Viales Procedimiento

Blanco
1 50 uL GAE (100) + 2500 pL Folin + 2 min + 2000 uL Na,CO; + 450 uL H>O DI + 30 min
2 50 uL GAE (200) + 2500 pL Folin + 2 min + 2000 uL Na,CO; + 450 uL H>O DI + 30 min
3 50 uL GAE (300) + 2500 uL Folin + 2 min + 2000 pL Na,CO; + 450 uL H>O DI + 30 min
4 50 uL GAE (400) + 2500 pL Folin + 2 min + 2000 uL Na,CO; + 450 uL H>O DI + 30 min
5 50 uL GAE (500) + 2500 pL Folin + 2 min + 2000 uL Na,CO; + 450 uL H>O DI + 30 min
6 50 uL GAE (700) + 2500 pL Folin + 2 min + 2000 uL Na,CO; + 450 uL H>O DI + 30 min
7 50 uL GAE (1000) + 2500 pL Folin + 2 min + 2000 uL Na,CO; + 450 uL H>O DI + 30 min

Fuente: Autora

Nota: GAE: Acido Galico Equivalente, DI: Agua Desionizada.

3.7.4.5 Andlisis de los extractos

Se realiz6 una dilucion de los extractos en una proporcion 1:25 tanto para el extracto
acuoso como alcoholico, luego en un vial colocar 0,05 mL del extracto, 2,5 mL de Folin, dejar

reposar por 2 minutos, 2 mL de carbonato de sodio, 0,45 mL de agua desionizada y dejar en el
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agitador orbital por 30 minutos para proceder al andlisis correspondiente en el
espectrofotometro a 765 nm.

3.7.4.6 Preparacion de viales Extractos

Tabla 17: Preparacion de viales con los extractos

Viales Procedimiento
Blanco
1 50 pL extracto H20 + 2500 uL Folin + 2 min + 2000 pL Na,COs + 450 uL H,O DI + 30 min

2 50 pL extracto alc 96 + 2500 pL Folin + 2 min + 2000 pL Na,CO; + 450 pL H>O DI + 30 min

Fuente: Autora

Nota: Realizar el procedimiento por triplicado, Alc: Alcohol, DI: Agua desionizada.

3.7.5 Fase 5: Capacidad Antioxidante
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Figura 9: Capacidad antioxidante

Fuente: Autora
3.7.5.1 Curva de Calibracion

Para la curva de calibracion de la capacidad antioxidante se necesita DPPH, &cido
ascorbico a 1000 ppm y etanol al 96 %. En los se viales coloca 0,01; 0,03; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1
mL de acido ascorbico, 2,9 mL de DPPH vy alcohol respectivamente, cubrir los viales con

aluminio, colocar los viales en el agitador orbital durante 30 minutos y correr las muestras en

el GENESYS 20a 517 nm.
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3.7.5.2 2.2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
Para preparar el DPPH se realizard una dilucion de 4 mg en 100 mL de etanol al 96%,
cubrir el balon con aluminio para evitar el contacto con la luz, agitar hasta homogenizar la

solucion y refrigerar hasta su uso.

Tabla 18: Preparacion del DPPH

DPPH Alcohol al 96% Material

4 mg 100 mL (aforar) Balén de 100 mL

Fuente: Autora

3.7.5.3 Acido Ascorbico

Tabla 19: Solucién madre del Acido Ascorbico a 1000 ppm

Acido Ascérbico Alcohol al 96% Material

100 mg 100 mL (aforar) Balon de 100 mL

Fuente: Autora

3.7.5.4 Preparacion de las soluciones para la curva de calibracion

Tabla 20: Preparacion de viales para la curva de calibracion

Viales Procedimiento
Blanco 0 pL A. ascorbicot+ 2900 DPPH+ 100 pL alc 96% + 30 min
1 10 uLL A. ascérbico + 2900 uLL DPPH + 90 pL alc 96% + 30 min

2 30 uL A. ascorbico +2900 uL DPPH + 70 uL alc 96% + 30 min
3 40 uL A. ascérbico + 2900 pL DPPH + 60 pL alc 96% + 30 min
4 60 uL A. ascorbico + 2900 pL. DPPH + 40 pL alc 96% + 30 min
5
6

80 uL A. ascorbico + 2900 L. DPPH + 20 pL alc 96% + 30 min
100 puL A. ascorbico + 2900 uL. DPPH + 0 pL alc 96% + 30 min

Fuente: Autora

3.755 Analisis de los Extractos
Para el analisis de los extractos se realiza una diluciéon en etanol al 96% en una

proporcion de 1:10 tanto del extracto acuoso como alcohoélico. En los viales colocar 0; 0,01,
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0,03; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 mL de la dilucion respectivamente con 2,9 mL de DPPH y 100, 90,
70, 60, 40, 20, 0 mL de alcohol al 96%, llevar al equipo GENESY'S 20 para correr las muestras
a 517 nm.

Extracto Acuoso

Tabla 21: Capacidad antioxidante del extracto acuoso

Viales Procedimiento
Blanco 0 pL extracto H20 + 2900 DPPH+ 100 pL alc 96% + 30 min
1 10 pL extracto H20 + 2900 uL DPPH + 90 uL alc 96% + 30 min

2 30 puL extracto H20 + 2900 uL DPPH + 70 uL alc 96% + 30 min
3 40 pL extracto H20 + 2900 uL DPPH + 60 pL alc 96% + 30 min
4 60 uL extracto H20 + 2900 uL DPPH + 40 uL alc 96% + 30 min
5
6

80 uL extracto H20 + 2900 uL DPPH + 20 pL alc 96% + 30 min
100 pL extracto H20 + 2900 uL DPPH + 0 pL alc 96% + 30 min

Fuente: Autora

Extracto Alcohdlico

Tabla 22: Capacidad antioxidante del extracto alcohdélico

Viales Procedimiento
Blanco 0 pL extracto alc + 2900 DPPH+ 100 pL alc 96% + 30 min
1 10 uL extracto alc +2900 uLL DPPH + 90 uL alc 96% + 30 min

2 30 pL extracto alc + 2900 pL DPPH + 70 pL alc 96% + 30 min
3 40 pL extracto alc + 2900 uL. DPPH + 60 pL alc 96% + 30 min
4 60 uL extracto alc +2900 uLL DPPH + 40 uL alc 96% + 30 min
5
6

80 pL extracto alc +2900 uL DPPH + 20 pL alc 96% + 30 min
100 pL extracto alc +2900 uL DPPH + 0 pL alc 96% + 30 min

Fuente: Autora

49



3.7.6 Fase 6: Humedad

Para calcular la humedad de la planta se procedid a colocar en el halégeno «HB43-S
HALOGEN» hojas de Shilpalpal seleccionadas previamente para obtener 6ptimos resultados,
se coloco 3,66 g de la planta en estudio y se esperd 25 minutos para que el haldogeno extrajera

toda la humedad de las hojas, para luego realizar los calculos pertinentes.
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CAPITULO IV
4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion cualitativa del Shilpalpal

Luego de la purificacion de los extractos se realizard la marcha fitoquimica para la
determinacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos acuoso y alcoholico

del Shilpalpal «Valeriana tomentosa Kunthy.

Tabla 23: Marcha fitoquimica del extracto acuoso del Shilpalpal

Metabolitos Secundarios Extracto Acuoso del Shilpalpal
Carbohidratos -+
Azucares Tt
Cumarinas 4+
Taninos 1t
Saponinas T4t

Dragendorf/alcaloides -

Mayer/alcaloides -

Lipidos -

Almidon +
Flavonoides +++

Fuente: Autora

Nota: Alto contenido de metabolito (+++); Moderado contenido de metabolito (++); Poco contenido de

metabolito (+); Ausencia del metabolito (-)

En el andlisis fitoquimico mediante identificaciones cualitativas de reaccion con

parametros de color y precipitados generados, se observo en el extracto acuoso la ausencia y la
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existencia alta media o baja de los metabolitos secundarios, en la identificacion de carbohidratos
se denota su alto contenido de metabolito en el extracto ya que se formd un anillo violaceo, en
los aztcares se observa una gran cantidad de ellos por su proporcion de precipitado amarillo,
de igual manera en las cumarinas el precipitado es abundante por ello su contenido es alto,
comprendido de una gran cantidad de taninos por la formacion de coloide, con respecto a las
saponinas su contenido es alto por su formacion de espuma al agitarla enérgicamente, ausencia
de alcaloides «Dragendorf/Mayer», no hay precipitado de color anaranjado o amarillo, ausencia
de lipidos ya que no presentd precipitado amarillo, carencia de precipitado azul obteniendo
poco contenido de metabolito de almidon y la presencia de flavonoides es alto en la planta

debido al viraje de color rojo que presento la reaccion.

Tabla 24: Marcha fitoquimica del extracto alcohdlico con materia prima no procesada

) ) Extracto alcoholico / materia
Metabolitos Secundarios ]
prima no procesada

Carbohidratos +
Azlcares -
Cumarinas 1t
Taninos -
Saponinas T+
Dragendorf/alcaloides ++
Mayer/alcaloides +++
Lipidos ++
Almidon +
Flavonoides ++

Fuente: Autora

Nota: Alto contenido de metabolito (+++); Moderado contenido de metabolito (++); Poco contenido de

metabolito (+); Ausencia del metabolito (-)
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En el analisis fitoquimico del extracto alcohdlico con la materia prima «Shilpalpal» no
procesada se obtuvo un aumento de metabolitos secundarios y una ausencia de azucares y
taninos, con respecto a la existencia de los otros metabolitos como los carbohidratos con poco
contenido, cumarinas, saponinas, alcaloides «Dragendorf» y flavonoides la cantidad es
moderada, en los alcaloides con el reactivo de Mayer aumenta en dosis con un alto contenido

de metabolitos y el almidon con poco contenido.

Tabla 25: Marcha fitoquimica del extracto alcoholico con materia prima procesada.

Metabolitos Extracto alcohdlico / materia
Secundarios prima procesada
Carbohidratos ++
Azlcares -
Cumarinas ++
Taninos -
Saponinas ++
Dragendorf/alcaloides ++
Mayer/alcaloides +++
Lipidos ++
Almidon +
Flavonoides +++

Fuente: Autora

Nota: Alto contenido de metabolito (+++); Moderado contenido de metabolito (++); Poco contenido de

metabolito (+); Ausencia del metabolito (-)

En la caracterizacion cualitativa del extracto alcohdlico con materia prima procesada se
registra un aumento en algunos metabolitos secundarios y al igual que en el extracto alcohdlico

con materia prima no procesada se manifiesta la ausencia de azicares y taninos, poco contenido
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de almidon en el extracto, en los metabolitos como alcaloides «Mayer» y flavonoides su
contenido es alto; en las cumarinas, carbohidratos, saponinas y alcaloides «Dragendorf» la

planta estd comprendida por ellos de forma moderada.

4.2 Comparacion de metabolitos secundarios

En la Tabla 26 se comparan los metabolitos presentes en la familia de las
Caprifoliaceae, representandola con su especie mas relevante que es el sauco y en el género
Valeriana L. los metabolitos que se toman a consideracion es de la especie valeriana. Y al
pertenecer a esta familia y género se tomaron los metabolitos presentes en las Caprifoliaceae y
de la Valeriana L. debido a que no hay investigaciones previas de los metabolitos presentes en

la planta de Shilplapal «Valeriana tomentosa Kunthy.

Tabla 26: Comparacion de los metabolitos secundarios del Shilpalpal contra el sauco y la valeriana

Metabolitos Metabolitos Metabolitos Extracto Extracto Extracto
Secundarios Sauco Valeriana  Acuoso AMPNP AMPP
Taninos + ++ o+ _ 3
Saponinas ++ +++ +t ++ ++
Dragendorf/alcaloides +++ +++ - ++ ++
Mayer/alcaloides +++ ++ - +++ Tt
Flavonoides +++ +++ +++ ++ et

Fuente: Autora

Segtin Rodriguez et al. (2017), en los metabolitos secundarios del Sauco, que es la
especie mas reconocida de la familia de las Caprifoliaceae, los metabolitos que van acorde con
la investigacion realizada al Shilpalpal son los taninos, saponinas, alcaloides y flavonoides. En

el cual los extractos alcohdlicos cuentan con todos estos metabolitos con una ligera deficiencia
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en ciertos metabolitos secundarios, mientras que en el acuoso solamente se encontrd saponinas
que tienen un alto contenido y flavonoides.

De acuerdo con Rondén et al. (2018), los metabolitos presentes en la Valeriana,
representante del género Valeriana L., los extractos alcohdlicos tienen taninos, saponinas,
flavonoides, alcaloides con discrepancias entre el reactivo de Dragendorf y Mayer, de igual
manera con pequenas deficiencias en ciertos metabolitos, caso contrario en el extracto acuoso
las saponinas y flavonoides tienen un alto contenido tanto en la Valeriana como en el Shilpalpal,

Grafico 1.

4.3 Determinacion de Humedad

Para calcular la humedad se colocé en el haldgeno 3,66 g de las hojas de Shilpalpal y
una vez transcurrido el tiempo de 25 minutos se obtiene un resultado de 0,29 g con un porcentaje
de desecacion del -84,88 %.

Ecuacion

J Peso de la materia prima antes de la desecacion (PMPAD)

. Peso de la materia prima después de la desecacion (PMPDD)

_ PMPDD x 100
~ PMPAD

(Lara et al., 2020)

H_0,40><100_10920/
- 366 o7

Tabla 27: Comparacion de la humedad del Shilpalpal

Humedad Humedad Limites
comparativa (%) obtenida (%) Permitidos (%)

6,78 10,92 12

Fuente: Autora
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La Humedad Obtenida en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad
Politécnica Salesiana es del 10,92% la cual se encuentra dentro de los Limites Permitidos por
la OMS para las plantas medicinales que es del 12%, siendo un indicador del adecuado uso de
las normas de sepsia de la materia prima. La Humedad comparativa obtenida por Guillen y
Sarmiento (2011), la cual es de 6,78% con la Humedad Obtenida 10,92% distan de una
diferencia correspondiente al 4,14% entre estas humedades, esto puede deberse a las
condiciones climaticas y la ubicacion geografica en la que fue recolectada la planta de
Shilpalpal.

4.4 Cuantificacion de Fenoles

Para la determinacion de fenoles se utilizaron los cuatro extractos realizados
anteriormente, el acuoso macerado, alcohdlico macerado, acuoso con acido clorhidrico al
0,01% y el hidroalcohélico, para realizar esta cuantificacion se utilizo el Acido Gélico como

agente de calibracion «curva de calibracion», a continuacion, se detallan los resultados

obtenidos en cada uno de los extractos en las tablas 28, 29, 30, 31 y la grafica 3.

Tabla 28: Cuantificacion de fenoles del extracto acuoso macerado concentrado.

Muestra  Conc (ppm) 765 nm mg GAE/g
Blanco 0 0
Repeticion 1 6866,5 2,802 6368,75
Repeticion 2 6866,2 2,8008 6365,75
Repeticion 3 6866,5 2,8022 6369,25
Promedio 6367,91667
Desviacion E. 7,16666667

mg GAE/g 6367,9167+7,1667

Fuente: Autora
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Tabla 29: Cuantificacién de fenoles del extracto alcohélico macerado concentrado.

Muestra Conc (ppm) 765 nm mg GAE/g
Blanco 0 0
Repeticion 1 7216,2 2,9422 6719,25
Repeticion 2 7216 2,9428 6720,75
Repeticion 3 7216,2 2,9434 6722,25
Promedio 6720,75
Desviacion E. 4,5

mg GAE/g 6720,75%4,5

Fuente: Autora

Tabla 30: Cuantificacion de fenoles del extracto acuoso con HCI al 0,01% diluido

Muestra Conc (ppm) 765 mg GAE/g
Blanco 0 0
Repeticion 1 79,614 0,0815 79,75
Repeticion 2 79,3562 0,0812 79
Repeticion 3 79,6695 0,0817 80,25
Promedio 79,6666667
Desviacion E. 0,79166667

mg GAE/g 79,6667+0,7917

Fuente: Autora

Tabla 31: Cuantificacién de fenoles del extracto hidroalcohélico diluido.

Muestra  Conc (ppm) 765 mg GAE/g
Blanco
Repeticion 1 324,752 0,1798 325,5
Repeticion 2 324,886 0,1792 324
Repeticion 3 324,934 0,1797 325,25
Promedio 324,916667
Desviacion E. 1,29166667

mg GAE/g 324,9167+1,2917

Fuente: Autora



Segtin Rodriguez et al. (2017), el Sauco tiene un alto contenido de fenoles, obtenidos
mediante el método de Screening fitoquimico, al igual que ¢l extracto del Shilpalpal en ¢l cual
se realiz6 el método de Folin-Ciocalteu. En los extractos macerados tanto alcohdlico como
acuoso hay un notable aumento de fenoles en comparacion de los extractos acuoso con acido
clorhidrico e hidroalcoholico, este aumento se debe al método de extraccion de metabolitos
secundarios, con ello se verifica que el método 6ptimo es el de la maceracion, mismo que
aumenta con mayor tiempo de reposo del soluto con el solvente «alcohol al 96%». Sin embargo,
los extractos alcoholicos en los dos métodos tienen mayor contenido de fenoles, en este caso es

debido al solvente utilizado para su extraccion.
4.5 Capacidad Antioxidante

En la tabla 32 y 33 se muestra los resultados de la capacidad antioxidante del Shilpalpal
utilizando el extracto acuoso con acido clorhidrico al 0,01% y el extracto hidroalcohdlico ya
que estan dentro de los parametros de la curva de calibracion, y a continuacion en la grafica 5
se compararan los resultados con la capacidad antioxidante de la familia de las Caprifoliaceae

y el género Valeriana L.

Tabla 32: Capacidad antioxidante del &cido ascorbico

pl de ) ) % de
mg/mi Absorbancia 517 Promedio

Extracto Inhibicion
0 1,12 1,124 1,12 1,12133333 0
10 3,333 0,509 0,516 0,512 0,51233333 54,31034483
30 9,999 0,263 0,271 0,263 0,26566667 76,30796671
40 13,334 0,079 0,078 0,079 0,07866667 92,98454221
60 20,001 0,067 0,07 0,067 0,068 93,93579073
80 26,667 0,068 0,064 0,068 0,06666667 94,05469679
100 33,333 0,066 0,06 0,067 0,06433333 94,2627824

Promedio 84,30935394

Fuente: Autora
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Tabla 33: Capacidad antioxidante del extracto acuoso con acido clorhidrico al 0,01% diluido.

pl de ) ) % de
mg/ml Absorbancia 517 Promedio

Extracto Inhibicion
0 1,086 1,087 1,085 1,086 0
10 3,333 0,883 0,867 0,885 0,87833333 19,12216083
30 9,999 0,776 0,77 0,775 0,77366667 28,75997545
40 13,334 0,66 0,662 0,661 0,661 39,13443831
60 20,001 0,654 0,657 0,653 0,65466667 39,71761817
80 26,667 0,646 0,641 0,645 0,644 40,69981584
100 33,333 0,588 0,588 0,587 0,58766667 45,88704727

Promedio 35,55350931

Fuente: Autora

Tabla 34: Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico diluido

ul de % de

mg/ml Absorbancia 517 Promedio o
Extracto Inhibicion

0 1,086 1,087 1,085 1,086 0

10 3,333 0,552 0,564 0,552 0,556 48,80294659
30 9,999 0,409 0,423 0,408 0,41333333 61,93984039
40 13,334 0,356 0,354 0,355 0,355 67,31123389
60 20,001 0,231 0,235 0,23 0,232 78,63720074
80 26,667 0,202 0,202 0,201 0,20166667 81,43032535
100 33,333 0,084 0,085 0,081 0,08333333 92,32658072

Promedio 71,74135461

Fuente: Autora

El porcentaje de la capacidad antioxidante del 4cido ascorbico es del 84,31% y en los
extractos se obtuvo en el acuoso un porcentaje de 35,55% y en el hidroalcohdlico se obtuvo el
71,74%, de esta manera al realizar un analisis entre los extractos el que contiene mayor

capacidad antioxidante es el extracto hidroalcohdlico.
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De acuerdo con Orbergozo (2018) y Geronimo (2014), la Valeriana tiene un 45,70% de

capacidad antioxidante. Jorge y Segura (2011); Aliaga (2019), el Sauco tiene una capacidad

antioxidante del 50,06%, el porcentaje de capacidad antioxidante en estas especies es menor

que la obtenida en el extracto hidroalcoholico que es del 71,74% y con respecto al porcentaje

obtenido en el extracto acuoso la diferencia no es muy notoria ya que tiene un 35,55% ,

acercandose mas a los valores de la Valeriana y Sauco, en consecuencia, la planta de Shilpalpal

tiene un alto porcentaje de actividad antioxidante con mayor concentracion en el

hidroalcohdlico que en el acuoso con HCI al 0,01%.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,028010034 2 0,514005017 17,1259498 0,00013413  3,68232034
Dentro de los
grupos 0,450198404 15  0,030013227
Total 1,478208438 17

Las hipotesis son:

Se acepta la Hi debido a que F calculada es mayor a F de tablas, llegando a la conclusion

de que hay diferencias significativas entre las capacidades antioxidantes del extracto de

Shilpalpal frente al Acido Ascérbico.
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Grafica 1: Capacidad antioxidante del 4cido ascorbico y los extractos acuoso e hidroalcohdlico.

Fuente: Autora

Porcentajes del acido ascérbico y los extractos
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E. Hidroalcoholico

E. Acuoso
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo con los valores obtenidos en la marcha fitoquimica y en la capacidad
antioxidante se concluye que:

e En la caracterizacion cualitativa de los extractos de Shilpalpal «Valeriana tomentosa
Kunth» se tomaron en cuenta los extractos acuoso, alcohdlico con materia prima procesada y
alcohdlico con materia prima no procesada, al momento de realizar la comparacion de estos
tres extractos se denoto la diferencia de metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso
ya que es menor que en los extractos alcohdlicos.

e Se reporto la ausencia de lipidos y alcaloides en el extracto acuoso, mientras que en
los extractos alcoholicos se evidencid la ausencia de azlcares y taninos.

e Los extractos alcoholicos presentaron ausencia de taninos y en el resto de metabolitos
secundarios mostraron diferencias de concentraciones, siendo el extracto alcohdlico con
materia prima procesada el que tiene mayor concentracion de metabolitos secundarios y por el
contrario en el extracto acuoso solamente se tuvo ausencia de alcaloides, en comparacioén con
el Sauco y Valeriana.

e La humedad que se obtuvo como resultado que estd dentro de los parametros
establecidos por la OMS y mayor en cuanto a la humedad obtenida por Guillen y Sarmiento.

¢ En la cuantificacion de fenoles los extractos macerados tienen un alto contenido de
polifenoles, con mayor concentracion en los alcohdlicos, que en los extractos acuoso con

materia prima procesada y con HCl al 0,01% vy el extracto hidroalcoholico.
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e [a capacidad antioxidante del extracto hidroalcoholico es del 71,74% y en el extracto
acuoso su capacidad antioxidante es del 35,55% en relacion con el 4cido ascorbico que tiene
el 84,31% de capacidad antioxidante.

e El extracto recomendado para un posible uso medicinal son los extractos alcohdlicos

ya que poseen altos contenidos de fenoles y su actividad antioxidante es elevada con un 71,74%.

5.2  Recomendaciones

e Aumentar técnicas en la marcha fitoquimica para la deteccion de otros metabolitos
secundarios profundizando de esta manera el estudio del Shilpalpal.

e Experimentar con el extracto de Shilpalpal, cuanto decae su capacidad antioxidante
conforme pasa el tiempo para la elaboracion de un jarabe, ya que los resultados varian de forma
significativa.

e Realizar pruebas in vitro del extracto de Shilpalpal contra la bacteria Helicobacter
pylori para determinar los halos de inhibicion, comprobando su efectividad y recomendarlo
para posibles usos en la industria.

e Profundizar la investigacion con pruebas de Cromatografia para la deteccion y
caracterizacion de polifenoles presentes en la planta capaz de inhibir la ureasa.

e Se recomienda que al momento de obtener la humedad se tome en cuenta las
condiciones climaticas de recoleccidon ya que este resultado presentdé una diferencia de un

37,91%.
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ANEXOS

Anexo 1: Metabolitos Secundarios del Shilpalpal

Gréfica 2: Comparacion de metabolitos secundarios presentes en el Shilpalpal contra

el Sauco «Caprifoliaceae» y la Valeriana «Valeriana L.»
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Fuente: Autora

Anexo 2: Humedad del Shilpalpal

Grafica 3: Comparacion de la humedad obtenida «Autora» contra la humedad obtenida

por Guillen y Sarmiento «humedad comprativay.
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Fuente: Autora
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Anexo 3: Fenoles del Shilpalpal

Grafica 4: Comparacion de las cantidades de fenoles obtenidas en los diferentes

extractos

Fenoles

79,6667 324i9167
EAMC EAC EAACD EH

Extractos

Fuente: Autora

EAMC: Extracto acuoso macerado concentrado

EAC: Extracto alcohdlico concentrado

EAACD: Extracto acuoso con acido clorhidrico diluido

EH: Extracto hidroalcoholico

Anexo 4: Capacidad antioxidante

Fuente: Autora

Gréfica 5: Comparacion de los resultados de la capacidad antioxidante contra el sauco

y valeriana.
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Anexo 5: Seleccién y secado de la materia prima

Fuente: Autora

Figura 10. Recoleccion de materia prima
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Figura 11. Seleccion de la materia prima

Figura 12. Lavado y secado de la materia prima.

73



Anexo 6. Secado en la estufa y triturado de las hojas de shilpalpal.

Fuente: Autora

Figura 13. Colocar en bandejas de aluminio la materia prima y llevarlos a la estufa.

Figura 14. Colocar la materia prima en bandejas de aluminio para llevarlas a la estufa

a una temperatura de 40 °C.
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Figura 15. Materia prima seca, una vez haya transcurrido el tiempo de secado.

Anexo 7. Preparacion de los extractos acuoso y alcohdlico.

Fuente: Autora
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Figura 17. Picado de las hojas frescas para el extracto.
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Figura 19. Extracto alcoholico con materia prima procesada.
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Figura 21. En tubos Falcon preparar las soluciones hidroalcoholicas y el acuoso con

HCl al 0,01%.

R

Anexo 8. Purificacion de los extractos alcohdlicos y acuoso.

Fuente: Autora

Figura 22. Filtrado de los extractos alcoholicos y acuoso
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Figura 24. Extracto acuoso, alcoholico de materia prima procesada y no procesada.

Figura 25. Llevar los tubos Falcon a la centrifuga a 7500 rpm por 30 minutos.
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Figura 26. Filtrar el sobrenadante de los extractos y colocarlos en un frasco ambar.

Anexo 9. Cuantificacion de fenoles.

Fuente: Autora

Figura 27. Preparacion de las diluciones del acido galico.
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Figura 28. Colocar las diluciones en viales ambar y dejar en el roto mix por 30 min.

Figura 29. Diluciones de los extractos.
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Anexo 10. Capacidad Antioxidante

Fuente: Autora

Figura 30. Preparacion de la solucion de DPPH
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Figura 32. Corrida de los extractos.

Anexo 11. Humedad

Fuente: Autora

Figura 33. Colocar las hojas de Shilpalpal en el halégeno.

HB43-S Halogen
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Figura 34. Dejar las hojas en el halégeno por 30 min.

Anexo 12. Marcha Fitoquimica

Fuente: Autora

Figura 35. Azucares
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Figura 36. Carbohidratos

Figura 37. Cumarinas
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Figura 38. Taninos

Figura 39. Saponinas

87



Figura 40. Flavonoides

Figura 41. Alcaloides Dragendorf / Mayer
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Figura 42. Lipidos

Figura 43. Almidon
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