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Resumen

En la presente investigacion se tuvo como objetivo identificar metabolitos secundarios
en extractos etandlicos de distintas especies de géneros de orquideas mediante un
screening fitoquimico, en donde se realizaron pruebas para alcaloides, flavonoides,
saponinas, taninos y triterpenos. Ademas se evaluo la capacidad antioxidante de 35
especies de orquideas de los géneros Caucaea, Epidemdrum y Oncidium, para esto se
utilizé el método DPPH para analizar la capacidad captadora de radicales libres, como
control positivo para este andlisis se utilizé vitamina C.

Los resultados determinaron en el screening fitoquimico que los metabolitos
secundarios que mas presencia tuvieron en las especies estudiadas fueron flavonoides,
triterpenos y saponinas. Las especies en estudio del género Caucaea y Oncidium
presentaron reaccion positiva para flavonoides y triterpenos en mayor cantidad,
mientras que las muestra del género Epidendrum presentaron saponinas en un 100 %.
En el andlisis de actividad antioxidante con metodologia DPPH, las especies méas
sobresalientes fueron Oncidium excavatum y Epidendrum nocturnun, la tltima especie
se destacd por que necesitd una concentracion de 3,50 ppm para inhibir el 50 % de los

radicales libres de DPPH presentes en una solucion de ensayo.

PALABRAS CLAVE: Antioxidante, orquideas, DPPH, metabolitos, screening.



Abstract

In the present investigation, the objective was to identify secondary metabolites in
ethanolic extracts of different species of orchid genera through phytochemical
screening, where tests were carried out for alkaloids, flavonoids, saponins, tannins and
triterpenes. In addition, the antioxidant capacity of 35 species of orchids of the genera
Caucaea, Epidemdrum and Oncidium was evaluated. For this, the DPPH method was
used to analyze the free radical scavenging capacity. Vitamin C was used as a positive
control for this analysis.

The results determined in the phytochemical screening that the secondary metabolites
that had the most presence in the species studied were flavonoids, triterpenes and
saponins. The species under study of the genus Caucaea and Oncidium presented
positive reaction for flavonoids and triterpenes in greater quantity, while the sample of
the genus Epidendrum presented saponins in 100 %.

In the analysis of antioxidant activity with DPPH methodology, the most outstanding
species were Oncidium excavatum and Epidendrum nocturnun, the last species stood
out because it needed a concentration of 3,50 ppm to inhibit 50 % of the free radicals

of DPPH present in a solution of test.

KEY WORDS: Antioxidant, orchids, DPPH, metabolites, screening.



Introduccion
Las orquideas pertenecientes a la familia Orquidaceae, presentan flores muy llamativas
debido a su gama amplia colores, formas y aromas; hasta el momento se han detallado
alrededor de 28000 especies, y casi 900 géneros en sus diversas variantes (The Plant
List, 2013). Endara y Jost (2011) mencionan que existen 1707 especies de orquideas
endémicas en el Ecuador, por tal motivo esta familia es considerada la mas diversa en
plantas vasculares (Pitman, Valencia, y Ledn-Yanez, 2012), ya que Ecuador posee la
mayor diversidad de orquideas a nivel mundial, a pesar de tener menos extension
territorial que paises vecinos (Endara, Williams, y Ledn-Yanez, 2010).
En el afio 2013, por un decreto ejecutivo del Presidente de la Republica, el Ecuador
fue declarado como “Pais de las Orquideas”, esto debido a que el mayor nimero de
especies reportadas a nivel mundial pertenecen al Ecuador (Ministerio de Turismo del
Ecuador, 2013).
Se estima que solo cerca del 6 % de plantas superiores han sido estudiadas para
comprobar su actividad bioldgica y de estas el 15 % tiene un estudio fitoquimico; esto
provoca el interés de la industria farmacéutica que ve el potencial de las plantas para
la elaboracidn de nuevos medicamentos (Patifio, 2008).
Los metabolitos secundarios son sustancias complejas, usados como principios activos
en la industria farmacéutica, estos presentan una accion farmacologica o fisiologica
sobre el organismo, el valor econdmico de los metabolitos secundarios es muy alto a
comparacion con los metabolitos primarios (Robles-Garcia y otro., 2016).
Los antioxidantes son sustancias que favorecen el retraso del dafio a nivel celular
causados por la accion oxidativa de los radicales libres (Youngson, 2003), asi como
ayudan a reducir los efectos de enfermedades humanas como: arteriosclerosis,

trastorno cerebral, cancer y problemas cardiacos (Cano y Arnao, 2005).



En la actualidad existe mucho interés en realizar estudios relacionados con los usos
etnobotanicos de las plantas, 0 a su vez para obtener nuevos compuestos con actividad
farmacoldgica, en especial compuestos antioxidantes. Debido a que Ecuador posee una
gran diversidad de orquideas (Endara et al., 2010), que han sido utilizadas en medicina
ancestral, se evidencia la falta de estudios cientificos que corroboren dichas
aplicaciones. Con lo antes mencionado es importante ya que se puede obtener
principios activos que reemplacen a compuestos sintéticos utilizados actualmente en
la industria farmacéutica (Rivas-Morales, Oranday-Cardenas, y Verde-Star, 2016).

En esta investigacion se plante6 como objetivo general: Realizar un estudio
fitoguimico de especies de los géneros Epidendrum, Caucaea y Oncidium de la familia
Orchidaceae, y como objetivos especificos: Desarrollar un screening fitoquimico de
35 especies de los géneros Epidendrum, Oncidium y Caucaea (Orchidaceae) con el
propdsito de establecer los principales componentes quimicos, asi como cuantificar la
actividad antioxidante de las especies que presentan dicha cualidad con el fin de

establecer su posible aplicacion farmacéutica.



Capitulo 1

Marco tedrico
1.1 Generalidades de las Orquideas
La palabra “orquidea” fue mencionada por primera vez por Theophrastus, esta deriva
del latin orchis que significa testiculos, esto en referencia a los pseudobulbos y a la
aplicacion medicinal para aumentar la fertilidad (Freuler, 2008).
Las orquideas pertenecen a la familia Orquidaceae, la mayoria son epifitas, es decir,
crecen en los arboles; dentro del reino vegetal son las plantas mas evolucionadas, son
muy llamativas, por sus flores ya que estas tienen diferentes colores, formas y aromas
(Ramya, An, Baek, Reddy, y Park, 2018). Hasta el momento se han detallado alrededor
de 28000 especies, y casi 900 géneros en sus diversas variantes (The Plant List, 2013),
también se menciona que existen alrededor de 6000 hibridos (Garcia, 2011).
A pesar del gran nimero de especies descubiertas, existen zonas especialmente en el
continente americano sin revelar fitogeograficamente (Freuler, 2008).
La familia Orchidaceae también se considera como la familia mas diversa en las
monocotiledoneas, posee especies con una amplia gama de aplicaciones, cosméticos,
farmacos y perfumes (Sut, Maggi, y Dall’ Acqua, 2017).
Las orquideas estan distribuidas por todo el mundo; pero se desarrollan de mejor
manera en regiones tropicales y subtropicales; el tamafio de las orquideas es muy
diverso, pueden ser muy diminutas o plantas de hasta los 15 cm de largo (Garcia,

2011).



1.2 Clasificacion de las Orquideas

Clasificacion segun su eje de crecimiento:

Plantas monopodiales: Crecimiento vertical, sin pseudobulbos, poseen un solo apice
vegetativo que si es destruido provocaria la muerte de la planta (Fischer, 2007).
Plantas simpodiales: Crecimiento horizontal, con pseudobulbos y varios apices

vegetativos (Fischer, 2007).

1.3 Morfologia de la familia Orchidaceae

La flor: Es la parte més atrayente de la planta, y la que mas varia en su tamafio, poseen
tres sépalos y tres pétalos; de estos dos son iguales y el otro es la parte méas llamativa
y se denomina labelo; cuya funcién es la traccion de los insectos polinizadores, el
polen es producido en la columna, y en la punta vamos a encontrar la antera; el polen
esta empaquetado (entre 4 y 8 paqguetes) en masas denominadas polinios (Garcia,

2011).

Partes de la flor.

B
Sépalo

\
Pétalo —— WIS ~ \ P —— Pétalo
- "\ f P ot o

Sépalo

Sépalo

Columna - Labelo

(Pérato modificado)

Figura 1. Partes de la flor.
La flor de orquidea posee pétalos, sépalos Y labelo.
Fuente: (Freuler, 2008).

Inflorescencias: En las orquideas podemos tener diferentes tipos de inflorescencias.
Segun la posicion: Sobre el raquis, apical, axilar o basal (Freuler, 2008).

Segun su forma: Espiga, panicula, racimo o umbrela (Garcia, 2011).



Tipos de inflorescencias en orquideas.

Rasal Axilar o Apical

Figura 2. Tipos de inflorescencias en Orquideas.
De izquierda a derecha tenemos basal, axilar y apical.
Fuente: (Freuler, 2008).

Tallos: Estos pueden ser: cilindricos, pseudobulbos o cormos (Garcia, 2011).

Tipos de tallos orquideas.
. “‘

Tallos cilindricos Pseudobulbos Cormos

Figura 3. Tipos de tallos Orquideas.
De izquierda a derecha tenemos cilindrios, pseudobulbos y cormos
Fuente: (Garcia, 2011).

Pseudobulbos: Las orquideas epifitas en la base de las hojas presentan estos érganos
(almacenamiento de agua y alimento) (Freuler, 2008). Estos pueden ser de diferentes

formas y de gran tamafio (Garcia, 2011).



Tipos de pseudobulbos Orquideas.

Comprimido
dorso-lateralmente

_ Cilindrico Fusiforme Globoso Elipsoide  Comprimido bilateralmente

-

Figura 4. Tipos de pseudobulbos Orquideas.
Los principales pesudobulbos son cilindrico fusiforme globoso, elipsoide.
Fuente: (Freuler, 2008).

Hojas: Presentan hojas simples, que son alargadas y angostas. En lugares muy célidos

las hojas son cilindricas para evitar la deshidratacion (Garcia, 2011).

Tipos de hojas Orquideas.

Figura 5. Tipos de hojas Orquideas.
Los tipos de tallos son eliptica, oblonga, lineal.
Fuente: (Garcia, 2011).




Raices: Poseen raices aéreas, que estan recubiertas por velamen, bajo esta tienen

clorofila para realizar la fotosintesis (Garcia, 2011).

Raices orquideas.

Figura 6. Raices orquideas.
Raices de orquideas aéreas.
Fuente: (Garcia, 2011).

1.4 Géneros en estudio

1.4.1 Género Caucaea.

Son plantas epifitas, pueden crecer por encima de los 2500 m.s.n.m y distribuidas en
el continente americano (Szlachetko y Kolanowska, 2015). Dentro de este género

existen 51 especies reportadas hasta la actualidad (The Plant List, 2017a).



Caucaea radiata

T

Figura 7. Caucaea radiata
Caucaea radiata orquidea tipo
Fuente: (Hubt, 2018).

1.4.1.1 Descripcion botanica

El género Caucaea se caracteriza porque sus especies poseen pseudobulbos ovoides a
ovoides cilindricos, sus flores son resupinadas; estan dispuestas en inflorescencias que
pueden ir de una a muchas flores, el pedicelo y los ovarios son mucho mas largos que
sus bréacteas florales, el sépalo dorsal como los pétalos estan libres, los sepalos laterales
estan parcialmente fusionados, el labelo es lobulado; tiene un callo con dos a tres
crestas, la columna puede llegar a ser el del doble o triple del tamafio que la antera

(Szlachetko y Kolanowska, 2015).

1.4.1.2 Taxonomia
La taxonomia del género Caucaea esta clasificada de la siguiente manera:
clase Equisetopsida, subclase Magnoliidae, super orden Lilianae, orden Asparagales,

familia Orchidaceae, género Caucaea (Tropicos, 2018b).


http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352386

1.4.2 Género Epidemdrum

Pueden ser plantas herbaceas, epifitas o litofitas; considerado uno de los géneros mas
diversos, se caracterizan por producir flores cada afio, con gran adaptacion a diversas
condiciones ambientales, estan distribuidas desde los Estados Unidos hasta Argentina
(Daza, Pinta, Otero, y Bonilla, 2016). Dentro de este género existen 1435 especies

reportadas hasta la actualidad (The Plant List, 2017b).

Epidendrum nocturnum

Figura 8. Epidendrum nocturnum
Epidendrum nocturnum orquidea tipo
Fuente: (Tropicos, 2018a)

1.4.2.1 Descripcion botanica

El género Epidendrum no es muy comun que formen pseudobulbos, poseen flores de
distintos tamafios y multiples colores, que pueden ser resupinadas 0 no, con
inflorescencia de varios tipos corimbosa, paniculada, racemosa, o terminal; posee
hojas disticas, sus bracteas florales son méas pequefias que el ovario y en ocasiones de
la misma longitud; generalmente los pétalos son libres y mas angostos que los sépalos,

presenta un labelo que se encuentra totalmente adherido a la parte ventral de la



columna; presenta columna aptera y lobulada en el apice (Garcia-Cruz, Sanchez,

Jiménez, y Solano, 2003).

1.4.2.2 Taxonomia
La taxonomia del género Epidendrum esta clasificada de la siguiente manera:
clase Equisetopsida, subclase Magnoliidae, super orden Lilianae, orden Asparagales,

familia Orchidaceae, género Epidendrum (Tropicos, 2018c).

1.4.3 Género Oncidium

Pueden ser plantas herbaceas o epifitas, crecen en bosques hiumedos de baja a alta
elevacion, distribuidos desde Estados Unidos hasta Argentina (Meisel, Kaufmann, y
Pupulin, 2014). Dentro de este género existen 928 especies reportadas hasta la

actualidad (The Plant List, 2017c).

Oncidium altissimum

Figura 9. Oncidium altissimum
Oncidium altissimum orquidea tipo
Fuente: (Gautier, 2018).
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1.4.3.1 Descripcion botanica

El género Oncidium posee plantas vegetativamente diversas, en su mayoria presentan
pseudobulbos aplanados, los cuales que producen de 1 a 2 hojas desde la punta, las
hojas son de tamafio muy variable, delgadas y rigidas, con inflorescencias
extremadamente largas, pueden tener de 1 a 100 flores las cuales nacen de los bulbos,
sus flores son amarillentas y brillantes, con presencia de fragancia; sépalos y pétalos
similares, perpendicular a la columna, se encuentra el labelo con un margen exterior

ondulado (Meisel et al., 2014).

1.4.3.2 Taxonomia
La taxonomia del género Oncidium estd clasificada de la siguiente manera:
clase Equisetopsida, subclase Magnoliidae, super orden Lilianae, orden Asparagales,

familia Orchidaceae, género Oncidium (Tropicos, 2018d).

1.5 Usos etnobotanicos

Alrededor del mundo las orquideas han sido consideradas una de las plantas mas
excéntricas por su peculiar composicion y actualmente estan siendo cultivadas con
fines medicinales (Pant, 2013).
En la antigiiedad las orquideas eran empleadas en las practicas tradicionales para el
tratamiento enfermedades, especialmente con funcion antagonica de tumores; por lo
cual se les ha vinculado a la investigacion de nuevos medicamentos, factor que ha
incrementado el conocimiento sobre las mismas y su consumo sustentable (Pant,
2013).
Si nos remontamos en la historia el papiro de Ebers muestra un opulento contenido

sobre medicina y conocimiento ancestral, de tal manera que a partir de esto se hace

11


http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352386

énfasis en las propiedades curativas de las orquideas, a lo largo del siglo XVIII el
conocimiento cientifico y desarrollo farmacoldgico evolucion6 abriendo camino al
mundo de la medicina y la quimica farmacéutica (Kong, Goh, Chia, y Chia, 2003).

A partir de estos avances, cientificos del decimononico empiezan a refinar los
extractos de plantas que contenian elementos medicamentosos con la finalidad de
aportar significativamente al avance de la ciencia y la salud; es asi como nace el lider
en farmacologia Justus von Liebeg, quien fue pionero en la formulacién y el desarrollo
de medicamentos, ademas propuso la elaboracion de drogas con fines curativos
elaborados a partir del aislado de principios activos de plantas (Kong et al., 2003).

En la actualidad los cientificos han tomado con gran interés la investigacion y el uso
de estas plantas debido a sus propiedades medicinales y terapéuticas, se estima que las
orquideas estan presentes desde hace mas de 120 millones de afios, las comunidades
alrededor del mundo han descubierto un sin numero de orquideas las mismas que han
sido identificadas por su género y ademas separadas en especies de tal manera que el
estudio de las mismas ha sido mas sencillo (Pant y Raskoti, 2013).

Pant (2013) establece que a partir de los estudios realizados a lo largo de la historia las
orquideas con mayor interés medicinal pertenecen a los géneros: Anoctochilus,
Coelogyne, Epidendrum, Oncidium, entre otros. Por lo que a continuacién se detalla
algunos de sus usos etnobotanicos y estudios farmacoldgicos que se han realizado
referentes a los géneros antes mencionados.

Las orquideas son empleadas como uno de los componentes esenciales en el desarrollo
de la medicina China e India conocida tradicionalmente como "Ayurveda”, en el
continente americano donde las orquideas tienen una larga historia se destaca el uso

de Epidendrum pastoris para la disenteria (Pant, 2013).

12



En china de las casi 1400 especies nativas de orquideas; un cuarto de ellas se usan en
medicina tradicional o como suplementos alimenticios (Pant, 2015).

El género Epidendrum se usa en los tropicos americanos para tratar las llagas en los
labios, en Sudafrica, varias orquideas se utilizan para el tratamiento de enfermedades
infecciosas y la infertilidad, en India, se usan como agentes de curacion de heridas, en
el Himalaya, se utilizan los tubérculos de orquideas para tratar trastornos renales y
urinarios (Sut et al., 2017).

En paises como Estados Unidos, Meéxico, entre otros consideran el estudio
etnobotanico y farmacoldgico sobre orquideas medicinales como un potencial de
investigacion debido a que existe escasa bibliografia enfocada en este tema, por tal
razon Cano, Menchaca y Ruiz (2015) citan en su estudio realizado a Epidendrum
chlorocorymbos, Epidendrum anisatum, Epidendrum tuberosum como especies
empleadas en el tratamiento para la disenteria, hipertermia, malestares abdominales;
las hojas de Epidendrum chlorocorymbos se usan con el proposito de equilibrar el
sistema cardiovascular especificamente los niveles de colesterol; incita al suefio y tiene
uso como tratamiento de la otalgia.

Los pseudobulbos de Epidendrum bifidum se han utilizado para expulsar “tenias” y
otros paréasitos intestinales (Hossain, 2011).

Oncidium cavendishianum es utilizada como antihistaminico, Oncidium ascendens es
aprovechada como un antiinflamatorio; el uso etnobotanico de Oncidium ascendens
radica en la utilizacion de la especie como un instrumento para purificar el espiritu, en
ritos ancestrales de las comunidades indigenas alrededor del continente americano

(Cano y Arnao, 2005).

13



En Argentina el estudio etnobotanico realizado sobre especies de orquideas con interés
medicinal citan a una especie significativa del pais Oncidiun bifolium empleada como

un antiblenorragico (Novoa, Vizcaino, y Colares, 1998).

1.6 Estudios farmacologicos

Hoy en dia el interés de indagar sobre plantas con valor agregado se ha incrementado
significativamente, en este campo en estudios farmacoldgicos realizados sobre los
metabolitos activos de orquideas se menciona a la especie Epidendrum
chlorocorymbo; Cano y otros, (2015) afirman que esta especie contiene en su extracto
24-metileno-cicloartenol, diclorometano y fenantrenos responsables de la accion de
antinocicepcion. También se menciona a la especie Oncidium ascendens referenciando
el contenido de estilbenoides y 1, 4-Beta-mannan polisacaridos responsables del inicio
de la apoptosis celular, ademas de controlar y disminuir las laceraciones inflamatorias
en la piel (Cano et al., 2015).

En otro reporte realizado en Brasil sobre Oncidium flexuosum se menciona el uso de
esta planta en el proceso de cauterizacion y desinflamacion de lesiones, donde se
atribuye esta accion a la existencia de flavonoides y taninos dentro de su composicion,
también se menciona al género Epidendrum por poseer accion antitumoral, debido a
la presencia de fenantrenos en su composicion (Chinsamy, Finnie, y Van Staden,
2014).

Varios metabolitos secundarios han sido aislados de las orquideas, los cuales muestran
una gran diversidad quimica, cabe destacar los derivados fendlicos que por su uso
terapéutico han sido utilizados para tratamientos contra el cancer, la inflamacion y la

neurodegeneracion (Sut et al., 2017).
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1.7 Screening fitoquimico

El screening fitoquimico o también llamado tamizaje fitoquimico, es uno de los
primeros pasos que se realizan en un estudio fitoquimico; el cual es un analisis
cualitativo de los principales componentes quimicos, este método nos permite una
evolucion rapida, reproducible y con un costo muy bajo (Sharapin, 2000).

Para el screening fitoquimico se pueden utilizar muestras que pueden ser de diferentes
partes de la planta, esta muestra puede estar en varios tipos de solventes y mediante la
adicion de reactivos que provocan cambios en las coloraciones dependiendo la

presencia 0 no de los componentes quimicos (de Marcano y Hasegawa, 2002).

1.8 Metabolitos secundarios

Son sustancias complejas, se los encuentra en concentracion muy bajas, en el
organismo del hombre ejercen una accion farmacoldgica o fisiologica, en las plantas
su funcién no esta muy clara; son usados como principios activos en la industria
farmacéutica, también en dosis pequefias son usados para estudiar procesos
bioquimicos (Cuevas, Vaca, Gonzéalez, Maldonado, y Fernandes, 2016).

La diferencia entre los metabolitos primarios y secundarios, es que los primarios tienen
una funcién definida, en cambio, los metabolitos secundarios no tienen una funcion
definida y no todos se encuentran en todas las plantas (Robles-Garcia et al., 2016).
Los principales metabolitos secundarios presentes en las orquideas son: alcaloides,
flavonoides, terpenoides y estilbenoides (Marjoka, Alam, y Huda, 2016). En diferentes
orquideas se ha logrado asilar un numero significativo de fenantopiranos y
estilbenoides (Sut et al., 2017). También se ha reportado la presencia de: saponinas y

glucésidos (Marjoka et al., 2016).
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Varios metabolitos secundarios se han encontrado en géneros como: Bletilla,
Cymbidium, Dendrobium, Ephemerantha, Epidendrum y Maxillaria; se han
identificado y aislado diferentes alcaloides, en particular de Dendrobium nobile una

especie que es utilizada en la medicina tradicional china (Sut et al., 2017).

1.8.1 Alcaloides

Alcaloide proviene de la palabra “alcali” que significa “base”, son compuestos
nitrogenados organicos con una compleja estructura (ver figura 10), estos se
encuentran presenten en todas las partes de la planta, tienen un papel defensivo contra
patogenos (Farran, Lopez, Pérez, y Santa Maria, 2017). Debido a su gran actividad
bioldgica, han sido usados como productos farmacéuticos, narcéticos y pociones
(Crozier, Clifford, y Ashihara, 2008). Se han encontrado alcaloides en géneros como:
Acampe, Dendrobium, Epidendrum, Cymbidium, Rhyncostylis (Marjoka et al., 2016;

Sut etal., 2017).

Principales estructuras quimicas de los alcaloides
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Figura 10. Estructura quimica de los alcaloides.
Los principales alcaloides cafeina teobromina, nicotina.
Fuente: (Farran et al., 2017).
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1.8.2 Flavonoides

Son compuestos polifenolicos con una estructura quimica de quince carbonos, con dos
anillos aromaticos y pueden presentar numerosos sustituyentes en su esqueleto, un
componente muy comun en los flavonoides es el azUcar que se los encuentra
naturalmente como glucdésidos, tanto los aztcares como los grupos hidroxilo aumentan
la solubilidad de los flavonoides, en cambio, otros sustituyentes, como los grupo
metilos y los isopentilos, causan que los flavonoides sean lipofilos (Crozier et al.,
2008). Ver figura 11.

Entre los compuestos fenolicos estos son o mas numerosos. Se los encuentra en la piel
de las frutas, epidermis de las hojas y en la planta tienen funciones importantes como:
resistencia a las enfermedades, proteccion UV, pigmentacion y la fijacion del
nitrégeno. Los principales flavonoides son: las flavonas, flavonoles, isoflavonas y
antocianinas (Crozier et al., 2008).

Se han encontrado flavonoides en géneros como: Acampe, Dendrobium, Epidendrum,

Cymbidium, Rhyncostylis (Marjoka et al., 2016; Sut et al., 2017).

Principales estructuras quimicas de los flavonoides.
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Figura 11. Estructura quimica de los flavonoides.
los tipos de flavonoides son flavonas, isoflavonas, flavononas
Fuente: (Crozier et al., 2008).
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1.8.3 Saponinas

Su nombre proviene de la palabra latina “sapo” que significa “jabon”, esto debido a
que han sido utilizados como jabones durante muchos afios, son glucosidos de alto
peso molecular, su estructura consiste en un azucar unido a un triterpeno 0 a una
aglicona esteroide (Hostettmann y Marston, 2005). Ver figura 12.

La definicidn clasica de saponinas se basa en su actividad ya que muchas tienen
propiedades detergentes, tienen actividad hemolitica, con sabor amargo; estas
caracteristicas no son comunes en todas las saponinas (Hostettmann y Marston, 2005).
Las saponinas han sido utilizadas en muchos medicamentos y medicina ancestral,
especialmente en el continente Asiatico, por tal motivo existe gran interés para realizar
investigacion de sus propiedades farmacoldgicas y biologicas (Hostettmann y
Marston, 2005).

En su estructura tienen en comun la unién de una 0 mas cadenas de azucar al algicén,
existen tres tipos de saponinas: glucdsidos triterpénicos, glucosidos esteroideos y
glucédsidos alcaloides esteroideos; las saponinas monodesmosidicas tienen una sola
cadena de azlcar, las biodesmosidicas tienen dos cadenas de azlcar y las
tridesmosidicas tienen tres cadenas de azucar (Hostettmann y Marston, 2005).

Se han encontrado saponinas en géneros como: Acampe, Cymbidium, Paphiopedilum,

Rhyncostylis (Marjoka et al., 2016).
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Principales estructuras quimicas de las saponinas.
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Figura 12. Estructura quimica de las saponinas.
Las principales saponinas son triterpenos, esteroides
Fuente: (Hostettmann y Marston, 2005).

1.8.4 Taninos

Son un grupo de compuestos polifenolicos, su estructura le permite precipitar
proteinas, se les da el nombre de taninos ya que estos compuestos forman parte del
proceso para convertir la piel del animal en cuero (Cuevas et al., 2016).

Se los puede encontrar en diferentes especies de plantas, estan presentes en hojas,
frutas, y su funcidn dentro de la planta es protegerla contra la infeccion, son utilizados
para tratar enfermedades como: la diarrea, los tumores de estomago y duodeno.
También en la medicina ancestral japonesa y china, se los ha usado como
antiinflamatorios y antisépticos (Cuevas et al., 2016).

Debido a su gran diversidad estructural y propiedades quimicas se pueden clasificar
en cuatro grupos: taninos complejos, taninos condensados, galotaninos, elagitaninos;
estos dos ultimos son taninos hidrolizables (Cuevas et al., 2016). Ver figura 13.

Se han encontrado taninos en géneros como: Acampe, Cymbidium, Paphiopedilum,

Rhyncostylis (Marjoka et al., 2016).
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Estructura quimica de los taninos.
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Figura 13. Estructura quimica y clasificacién de los taninos.
Los principales taninos son taninos complejos, taninos condensados, galotaninos, elagitaninos
Fuente: (Khanbabaee y Van Ree, 2001)

1.8.5 Terpenos

Son la clase mas comln de compuestos quimicos que se encuentran en los aceites
esenciales, estan formados de unidades de isopreno; dos unidades de isopreno
combinadas se denomina terpeno, se clasifican de acuerdo con el nimero de unidades
de isopreno: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpeno, triterepenos y tetraterpenos
(Cuevas et al., 2016). Ver figura 14.

Los terpenos naturales se encuentran en plantas y animales en cantidades diminutas;
se los puede encontrar en raices, rizomas, tallos, hojas, flores, frutos y semillas,
desempefian un papel importante como reguladores del crecimiento de las plantas
(Breitmaier, 2006).

Se han encontrado terpenos en géneros como: Bulbophyllum, Cymbidium,
Dendrobium, Ephemerantha, Epidendrum, Maxillaria y Rhyncostylis (Marjoka et al.,

2016; Sut et al., 2017).
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Estructura quimica de los terpenos.
Terpenos

Monoterpeno (2) J l _
Geraniol P N CH,=0OH

Sesquiterpeno (3] J J
Farnesol o o o, T

Diterpena (4) L
-

rltl}l o «.-""-' "'«.-’"# N‘""\'-“e-\--"# o H"'"L'\-\.-"# o o
Interpena (6) L o .-L . - . o I S
I. i o R g g R RV Ny Rl S
sCuaEns ; N : ‘] : “
- -
o .,
" ]
o
letrater pena [B] ..-'H'\-\.. P o, o, o, i, T e ...-"-:-;\_\ - s =
Wy -~ L g i it g e e i Ny e, "'\-,_\_r-'
| = «..11”31.'5”3‘ - - - - E o - = e

Figura 14. Estructura quimica y clasificacion de los terpenos.
Los principales terpenos son monoterpenos, diterpeno, triterepenos.
Fuente: (Canosa, Blasco, Romero, y Conde, 2010).

1.9 Radicales libres

Un radical libre es una molécula quimica con un electron sin aparear; lo cual le
convierte en una molécula altamente inestable y reactiva; debido a esto puede provocar
dafio a nivel celular y ruptura homeostéatica (Rubio, Lopez, Vazquez, y Alcaraz, 2016).
Son producto del metabolismo normal; proceden de la respiracion, también se originan
por contaminantes ambientales y la radiacion; durante la reaccion en cadena puede
afectar a puede afectar un millon de moléculas (Coronado, Vega-Ledn, Gutiérrez,
Vazquez, y Radilla, 2015).

En la mitocondria se genera la mayor parte de radicales libres, debido a que estos son
los responsables del consumo de oxigeno por parte de la célula, causando el dafio

oxidativo (Hicks, Torres, y Sierra-Vargas, 2006).
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La vida de un radical es de microsegundos, pero en tan poco tiempo puede provocar
un enorme dafio a la molécula, membranas y tejidos celulares (Avello y Suwalsky,
2006).

Las principales especies reactivas del oxigeno son: Radical hidroxilo, peréxido de
hidrogeno, anion superdxido, oxigeno nitrico, peroxido; los principales radicales libres
del oxigeno pueden clasificarse en: Radicales libres inorganicos o primarios, radicales

libres organicos o secundarios y los intermediarios estables (Venereo, 2002).

1.10 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un dafio potencial al organismo causado por las especies
reactivas al oxigeno (ERO) debido a la inestabilidad entre los sistemas oxidantes y
antioxidantes (Rubio et al., 2016). Existen tres niveles de afectacion al organismo los
cuales son: cronico, agudo e intenso; dependiendo del dafio estructural y la especie
reactiva (Hicks et al., 2006).

El estrés oxidativo esta relacionado con el desarrollo de enfermedades degenerativas

como la aterosclerosis, enfermedades cardiacas y cancer (Avello y Suwalsky, 2006).

1.11 Actividad antioxidante

Se la puede definir como la capacidad que tiene una sustancia para retrasar la accion
de los radicales libres (Londofio, 2012).

Se han realizados varios estudios de actividad antioxidante en orquideas entre estos
tenemos: en la especie Eulophia macrobulbon (Sut et al., 2017), en hibridos del género
Phalenopsis (Minh et al., 2016), en Dendrobium speciosum (Moretti et al., 2013).

En el estudio realizado por Chinsamy y otros, (2014) encuentran varias especies con

actividad antioxidante entre ellas: Ansellia africana, Bulbophyllum scaberulum,
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Cyrtorchis arcuata, Eulophia hereroensis, Eulophia petersii, Polystachya pubescens,

Tridactyle tridentata.

1.11.1 Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula quimica presente en bajas concentraciones cuya
funcién es evitar o disminuir la accién de los radicales libres; debido a que es una
molécula donadora de electrones que impide una reaccion de &xido-reduccion
(Llacuna y Mach, 2012).

Los antioxidantes se pueden clasificar por su estructura quimica y funcién bioldgica,
siendo antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos; asi mismo, existen dos tipos de
antioxidantes: los endogenos y los exdgenos; los primeros que son propios del cuerpo
y los segundos que se los obtiene de alimentos (Hicks et al., 2006).

Existen varios mecanismos para evitar la formacion de radicales libres, estos son
eficaces debido a la corta vida que tiene los radicales libres; dentro de estas tenemos a
las moléculas antioxidantes enddgenas y exogenas (Avello y Suwalsky, 2006).

El organismo posee sistemas de defensa contra la accion de los radicales libres
denominados antioxidantes, ellos pueden actuar de las siguientes maneras:
previniendo la formacion e interceptando el ataque de especies reactivas al oxigeno,
ayudan a la reparacion del dafio causado por los radicales libres y transformando
moléculas reactivas en menos reactivas (Llacuna y Mach, 2012).

Hoy en dia se recomienda el uso de antioxidantes en enfermedades cronicas
degenerativas, cardiovasculares, envejecimiento prematuro y el cancer (Garcia-

Alvarez, Sanchez-Tovar, y Garcia-Vigil, 2009).
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1.11.2 Metodologia DPPH

El método DPPH desarrollado por Brand-Willams, se fundamenta en que este radical
posee un electron sin aparear y que al afiadirle una sustancia antioxidante en diferentes
concentraciones va a decolorarse hasta un tono amarillo entre mayor es la degradacion
del color mayor es su actividad antioxidante; esto se evalla en un espectrofotometro a
517 nm; el porcentaje de captacion de radicales libres se lo obtiene de la diferencia de

las absorbancias (Mesa-Vanegas et al., 2015). Ver figura 15.

Metodologia DPPH.

¢7T¢r

(Agente Antioxidante)

OPFPH DFPH
VIOLETA AMARILLO

Figura 15. Método DPPH.
Degradacion del color en analisis DPPH
Fuente: (Castafieda, Ramos, y Ibafiez, 2008).
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Capitulo 2

Marco metodoldgico

2.1 Ubicacion y coleccion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal de los tres géneros de orquideas: Caucaea,
Epidemdrum y Oncidium; se realizo en la provincia de Pichincha, cuidad Quito, en la
parroquia de EI Quinche; en el “Orquideario de Sarina”.

El material vegetal seleccionado para este estudio fueron 10 g de hojas de cada especie,
se cortaron las hojas con una tijera de podar previamente flameada y esterilizada con
alcohol al 96 %, una vez cortadas fueron colocadas en bolsas de papel y almacenadas
en fundas ziploc con silicagel.

Esta investigacion se la realizd en los Laboratorios Ciencias de la Vida durante los
meses de septiembre del 2017 hasta febrero 2018, en la Universidad Politécnica

Salesiana.

2.2 Obtencion del extracto etanolico

El extracto se obtuvo mediante maceracion de acuerdo a la metodologia descrita por
Moreno y Jaramillo (2017), el proceso consistid en: se escogié 10 g de hojas jovenes,
sin presencia de enfermedades de cada una de las especies en estudio, se trituré en un
mortero de porcelana de 80 mm de didmetro, se afiadié 70 mL de etanol 96 % y se
macer0 en un frasco ambar durante 8 dias en condiciones ambiéntales y completa
oscuridad. Luego se tamizd con papel filtro para eliminar los residuos de hojas y se
almaceno en la oscuridad en condiciones ambiéntales para evitar la degradacion de las

moléculas presentes en los extractos a analizar.
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2.3 Screening fitoquimico

Se utiliz6 pruebas preliminares colorimétricas las cuales son simples y rapidas para la
determinacion de los metabolitos secundarios. Se determino en los extractos etanolicos
la presencia de: alcaloides (Draggendorf;), flavonoides (Shinoda), saponinas
(espuma), taninos (Gelatina-Sal) y triterpenos (Liebermann-Burchard).

En todas las pruebas se utilizd controles positivos y negativos para confirmar la
efectividad de las pruebas. Los controles también fueron tomados como referencia para

determinar el grado de presencia del metabolito en los extractos etanolicos.

2.3.1 Equipos, materiales y reactivos

Para esta investigacion se utiliz6: Camara de extraccion de vapores, bafio maria,
balanza analitica METTLER TOLEDO, tubos de ensayo, gradillas, pipetas, pinzas,
goteros plasticos y de vidrio, reactivo de Draggendorf, limaduras de magnesio, acido
clorhidrico concentrado, anhidrido acético, acido sulfurico concentrado, cloruro de

sodio, gelatina y agua destilada.

2.3.2 Alcaloides

El ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Carrera y otros, (2014)
mediante el uso del reactivo de Draggendorf; para lo cual se colocd 2 mL de muestra
en un tubo de ensayo, luego se agregd de 2 a 3 gotas del reactivo de draggendorf, se
agito fuertemente y se esperd por 30 minutos.

Se utiliz6 como control negativo alcohol al 96 % y como control positivo cafeina.

Si se observa opalescencia (+), turbidez (++) o precipitado (+++) se considera que la

muestra contiene alcaloides.
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2.3.3 Flavonoides

El ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Ramos y otros, (2012)
mediante el uso del reactivo de Shinoda; para lo cual se coloc6 2 mL de muestra en un
tubo de ensayo, luego se agreg0 varias limaduras de magnesio, los tubos de ensayo se
los colocé a bafio maria a 60 °C, después se colocé 2 gotas de HCI concentrado.

Se utiliz6 como control negativo alcohol al 96 % y como control positivo manzana.
La aparicion de colores: naranja, rojo, violeta o rosado, indican que la prueba es

positiva (+) para flavonoides.

2.3.4 Saponinas

El ensayo se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Moreno y Jaramillo,
(2017), mediante la prueba de espuma; para lo cual se colocé 2 mL de muestra en un
tubo de ensayo, luego se agregd 5 mL de agua destilada y se agitd vigorosamente
durante un minuto.

Se utiliz6 como control negativo alcohol al 96 % y como control positivo quinua.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma abundante estable al minuto y a los

cinco minutos.

2.3.5 Taninos

El ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Bravo y Acufia, (2015),
mediante el uso del reactivo Gelatina-Sal; para lo cual se coloc6 1mL de muestra en
un tubo de ensayo, luego se adicion6 1 mL de reactivo.

Se utiliz6 como control negativo alcohol al 96 % y como control positivo té negro

Si se observa turbidez (+) o precipitado (++) es prueba positiva.

27



El reactivo gelatina-sal se prepard con una mezcla de 10 g de sal, 1 g de gelatina'y 100

mL de agua (Miranda y Cuellar, 2000).

2.3.6 Triterpenos

El ensayo se realizo de acuerdo a la metodologia descrita por Carrera y otros, (2014),
mediante el uso del reactivo de Liebermann-Burchard; para lo cual se coloco 1 mL de
muestra en un tubo de ensayo, luego se adicion0 lentamente por la pared del tubo 1
mL de anhidrido acético, finalmente con precaucion se afiadié 1-2 gotas de acido
sulfarico concentrado.

Se utiliz6 como control negativo alcohol al 96 % y como control positivo caléndula.
Si se observa coloraciones: verdes, azules, rojas o violeta determinan una reaccién

positiva (+) para esteroides y/o triterpenoides.

2.4 Evaluacion de la actividad antioxidante

Para este ensayo se aplico la técnica propuesta por Noriega y otros, (2012), para lo
cual se elabord una solucién de DPPH (1 x 10 en etanol), como control positivo se
us6 vitamina C. Para cada extracto se preparé diluciones en diferentes
concentraciones: 10 uL, 50 uL y 80 uL en viales ambar, se complet6 con alcohol al 96
% obteniendo un volumen final de 100 uL; a las diluciones realizadas se les agrego 2,9
mL de DPPH hasta completar el volumen final de 3 mL y se homogeniza, luego se
almacena en la oscuridad durante 30 minutos.

Las muestras se colocaron en celdas plasticas y se analizd tres veces en el
espectrofotometro de UV-visible (JASCO V-730) con el programa spectral manager,
a 517 nm de longitud de onda. Previamente el espectrofotometro fue encerado con

alcohol al 96 %.
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Se realizo el célculo del porcentaje de inhibicion mediante la siguiente formula:

Ab—Aa
Ab

x 100

%Inhibicion =

Tomado de: Noriega y otros, (2012).

2.4.1 Equipos, materiales y reactivos

Para este analisis se utilizo: Balanza analitica METTLER TOLEDO,
espectrofotometro JASCO V-730, 3 vasos de precipitacion, probeta 100 mL,
micropipetas de 10-100 uL, Micropipetas de 5 mL, espatula, frascos ambar, viales

ambar, celdas plasticas espectrofométricas, alcohol 96 %, DPPH y acido ascorbico.

2.4.2 Preparacion de la solucion DPPH

24 horas previas al analisis se preparé 500 mL de DPPH 1 x 10 en etanol 96 %, para
lo cual se pes6 19,70 mg de DPPH, se disolvié en 200 mL de alcohol potable, luego
se aford a 500 mL, esta solucién se almacend en un frasco &mbar envuelto en papel

aluminio en refrigeracion a 4 °C, técnica descrita por Castafieda y otros, (2008).

2.4.3 Curva estandar de vitamina C
El estandar se prepard disolviendo 20 mg de &cido ascorbico en 100 mL de agua
ultrapura de acurdo a lo descrito por Noriega y otros, (2012),
La concentracion obtenida de vitamina C fue de 0,2 mg/mL, con la cual se hicieron las
siguientes diluciones:

v 100 uL de vitamina C + 0 uL de agua pura

v 80 uL de vitamina C + 20 uL de agua pura

v 60 uL de vitamina C + 40 uL de agua pura

v 40 uL de vitamina C + 60 uL de agua pura
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v 20 uL de vitamina C + 80 uL de agua pura

v 0 uL de vitamina C + 100 uL de agua pura
Las soluciones preparadas se colocaron en viales ambar y a estas se les afiadié 2,9 mL
de DPPH preparado previamente, se agitd y permanecio en la oscuridad por 30
minutos.
Las soluciones preparadas se colocaron en celdas plasticas de 3 mL para ser analizadas
en el espectrofotometro (JASCO V-730) a una longitud de onda 517 nm, se analizaron
las muestras en orden creciente de su concentracion, cada muestra se analizé por
triplicado.
La curva de calibracion obtenida en esta investigacion se la puede observar en la figura

16, la cual presenta un Rz = 0,9958 siendo aceptable debido a que es cercano a 1.

Tabla 1.

Datos para la curva de calibracion de Vitamina C

Concentracion
Vitamina C (uL) | Absorbancia
0 0,8710
20 0,6934
40 0,5141
80 0,1600
100 0,0521

Nota: Datos de absorbancia obtenidos del espectrofotémetro
Elaborado por: (Los autores, 2018).
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Curva de calibracion Vitamina C
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absorvancia
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Figura 16. Curva de calibracién de Vitamina C
Nota: Curvas de calibracion obtenidas de Microsoft Excel 2013.
Elaborado por: (Los autores, 2018).

2.4.3.1 Calculo % 1C50 de vitamina C

De acuerdo a los resultados del espectrofotdmetro se pudo notar que por accion de la
vitamina C existe una disminucion de la absorbancia de DPPH, con esos datos se
elabor¢ el célculo del % IC50:

Tabla 2.
Absorbancia DPPH de Vitamina C

Vitamina C + DPPH
Con. Vit C
Vit C (uL) | (mg/mL) abs DPPH | % |

100 0,2 0,0521 94,01

80 0,16 0,1600 81,63

60 0,12 0,4272 50,95

40 0,08 0,5141 40,97

20 0,04 0,6934 20,39

0 0 0,8710 0

Nota: Porcentaje de inhibicion obtenidos de la vitamina C
Elaborado por: (Los autores, 2018).
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Figura 17. Porcentaje de inhibicién del DPPH en Vitamina C.
Nota: Curvas de porcentajes de inhibicidn de radicales libres obtenidas de Microsoft Excel 2013.

Elaborado por: (Los autores, 2018).

De acuerdo a la figura 17, se puede ver que con una concentracion de 0,104 ppm se

reduce el 50 % de los radicales DPPH.

2.4.4 Preparacion de las muestras para analisis en el espectrofotometro

De los extractos de cada especie en estudio y se realizaron las siguientes disoluciones:

v 10 uL de extracto + 90 uL de etanol 96 %

v 50 uL de extracto + 50 uL de etanol 96 %

v 80 uL de extracto + 20 uL de etanol 96 %

v" 100 uL de alcohol96% + 2,9 mL DPPH

Para analizar las muestras en el espectrofotometro se replicé el procedimiento usado

para la vitamina C (2.4.3).
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2.5 Analisis estadistico

Para este analisis se utilizo el programa estadistico “Infostat 2018”. El modelo
estadistico elegido fue el de analisis por conglomerados; ya que este modelo facilitd
clasificar todas las especies dentro de diferentes grupos homogéneos mediante la
similitud de datos que estos presenten (distancia Euclidea) dependiendo del potencial
antioxidante que estos posean. Se eligié clasificarlos en 3 clusters, ya que esto permitid
que las especies se vayan agrupando segun la actividad antioxidante, que puede ser

baja, moderada y alta.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1 Identificacion de metabolitos secundarios

Mediante pruebas colorimétricas se identifico la presencia o ausencia de metabolitos
secundarios como: alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos y triterpenos en las
orquideas colectadas, usando la técnica cualitativa del Manual de Miranda y Cuellar,

(2000).

3.1.1 Resultados screening fitoquimico género Caucaea.

El porcentaje de presencia de metabolitos en las especies en estudio del género
Caucaea fueron: flavonoides y triterpenos en un 100 %, saponinas en un 88 %,
alcaloides y taninos con un 44,4 %; no existen otros estudios fitoquimicos del género
Caucaea debido a que es un género nuevo que fue separado de Oncidium y se ha
discutido mucho sobre la pertenencia de algunas especies del género Caucaea y
Oncidium como lo sefiala Szlachetko y Kolanowska, (2015). Sin embargo en este
trabajo se evidencio la presencia de los mismos grupos de metabolitos: flavonoides y
triterpenos en los 2 géneros. Sobresale entre todas la especie Caucaea sp4 gue tuvo

presencia de todos los metabolitos ensayados. Ver tabla 3.
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Tabla 3.

Resultados metabolitos secundarios género Caucaea

Género Especies Metabolitos secundarios
Alcaloides | Flavonoides | Saponinas | Taninos | Triterpenos
1 5
min | min
Caucaea spl | - + + - - +
Caucaea sp2 | - + ++ | ++ |+t ++
c Caucaeasp3 | - +++ + + ++ 4+
a Caucaea sp4 | + ++ ++ |+ |+ n
u Caucaea sp5 | - ++ + + ++ ++
c
a Caucaea sp6 | + ++ - - -
e Caucaea - ++ + + - n
a cucullata
Caucaea + ++ ++ ++ - +
nubigena
Caucaea + + + + - +
phalaenopsis
% Presencia | 44,4 100 88.8 | 77,7 | 444 100

Nota: Negativo (-), poca presencia (+), moderada presencia (++), alta presencia (+++).
Elaborado por: (Los autores, 2018).

3.1.2 Resultados screening fitoquimico género Epidendrum

El porcentaje de presencia de metabolitos en las especies en estudio del género
Epidendrum fueron: saponinas 100 %, triterpenos 90,9 %, taninos 63,6 %, flavonoides
45,4 % y alcaloides 0 %, ninguna muestra presenté alcaloides lo que contrasta con el
estudio hecho por Sut y otros (2017), que encontr6 alcaloides fenantrénicos en especies
del género Epidendrum; esto indicaria que las especies colectadas no han tenido una
amenaza externa que induzca la produccion de alcaloides, como lo explica Farran y
otros, (2017).

Las especies que destacan en este género por presentar los metabolitos restantes son:

Epidendrum secundum de flores blancas y Epidendrum cochlidium sp2. Ver tabla 4.
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Tabla 4.

Resultados metabolitos secundarios genero Epidendrum

Género Especies Metabolitos secundarios
Alcaloides | Flavonoides | Saponinas | Taninos | Triterpenos
1 5
min | min
Epidendrum - - |+ |+ +
blepharoclinium
Epidendrum - - ++ |+ - +
blepharoclinium
blanco
Epidendrum - - ++ |+ |+ +
cochlidium spl
Epidendrum - +++ ++ + + ++
E cochlidium sp2
p Epidendrum - - + + + +
i Jamiesonis
d Epidendrum - - + + - +
€ medusae
n Epidendrum - +++ + - ++ -
d nocturnum
r Epidendrum - ++ |+ | - +F
u paniculatum
m Epidendrum - - + + + +
porphyreum
Epidendrum - ++ +H+ |+ | - ++
secundum
Epidendrum - + +H+ | | +
secundum
blanco
% Presencia 0 45,4 100 | 90,9 | 63,6 90,9

Nota: Negativo (-), poca presencia (+), moderada presencia (++), alta presencia (+++).

Elaborado por: (Los autores, 2018).

3.1.3 Resultados del screening fitoquimico del género Oncidium

El porcentaje de presencia de metabolitos en las especies en estudio del género

Oncidium fueron: flavonoides y triterpenos 100 %, saponinas 93,3 %, taninos 73,3 %,

alcaloides 66,6 %, Amar y otros (2017) presentan un estudio realizado en Oncidium

baueri, en el que también se encontrd flavonoides y triterpenos. Particularmente en el

presente estudio se encontré un alto contenido de flavonoides en las especies Oncidium

excavatum y Oncidium spl; factor indicador de actividad antioxidante, como lo sefala

Gonzalez y otros (2009).
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En este género destacan 6 especies por poseer todos los metabolitos que se analizaron:
Oncidium excavatum, Oncidium sp1, Oncidium sp3, Oncidium sp5, Oncidium strictum
y el hibrido Oncidium "Sweet Sugar”, Ver tabla 5.

Tabla 5.

Resultados metabolitos secundarios género Oncidium

Género Especies Metabolitos secundarios
Alcaloides | Flavonoides | Saponinas | Taninos | Triterpenos
1 5
min | min
Oncidiumspl | + +++ ++ |+ |+t ++
Oncidiumsp2 | - + ++ |+ |+t +
Oncidiumsp3 | + + ++ | ++ |+ ++
Oncidiumsp4 | - + ++ |+ |+
Oncidiumsp5 | + ++ ++ |+ |+t
Oncidium sp6 | ++ + ++ | ++ |-
Oncidium sp7 | - ++ 4+ |+ |+ +
0 Oncidium ++ ++ + + - i+
n camilita
c portilla
: Oncidium + +++ PR VI +
‘_j excavatum
! Oncidium - ++ - - + ey
u fuscatum
m Oncidium - + o+ |+ |+ +
obryzatum
Oncidium ++ + + + - +
portmannii
Oncidium + + ++ ++ - +
selecoanum
Oncidium + ++ + + + ¥
strictum
Oncidium + ++ + + ++ +
sweet sugar
% Presencia 66,6 100 93,3 933|733 100

Nota: Negativo (-), poca presencia (+), moderada presencia (++), alta presencia (+++).
Elaborado por: (Los autores, 2018).

De acuerdo a los resultados obtenidos en los 3 géneros estudiados podemos ver la
similitud entre Oncidium y Caucaea ya que estos 2 generos poseen flavonoides y
triterpenos en un 100 % de las especies estudiadas. Los resultados nos sefialan alta
presencia de flavonoides en un 81,8 % de las especies estudiadas, este compuesto esta
relacionado con los colores vivos de las flores que poseen las orquideas estudiadas

como lo sefiala Gonzalez y otros, (2009).
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En cuanto a los triterpenos, esta presente en un 96,96 % de las especies analizadas,
este metabolito protege a las plantas de los rayos UV como lo sefiala Romo (2013) , lo
que sugiere que estas plantas han desarrollado mayores defensas contra la radiacion
solar.

Es importante sefialar que los metabolitos secundarios escogidos para este trabajo no
son los Unicos presentes en las orquideas ya que en estudios como los de Amar y otros,

(2017), sefialan ademas la presencia de fenantrenos, glucosidos, xantonas y cumarinas.

3.2 Actividad antioxidante

Para cuantificar este parametro se utilizo la técnica espectrofotométrica descrita por
Noriega y otros (2012), para evaluar la inhibicion del DPPH por accion de las
particulas antioxidantes presentes en el extracto etanolico del material vegetal de las
orquideas.

Las especies que sobresalieron en el calculo del % IC50 al presentar una alta capacidad
antioxidante fueron: Epidemdrum nocturnum y Oncidium excavatum que presentaron
la capacidad de inhibir el 50 % de radicales libres del DPPH con tan solo 3,5 y 31
ppm respectivamente. Cabe recalcar que dentro del género Caucaea no se evidencio

actividad antioxidante significativa.

3.2.1 Actividad antioxidante del género Caucaea

3.2.1.1 Calculo % IC50 del género Caucaea

Se observo que las especies analizadas de este género no tienen actividad antioxidante
significativa ya que ninguna logra sobrepasar el 50 % de inhibicion, Ver tabla 6 y

figura 18.
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Tabla 6.

Calculo de del DPPH de especies del género Caucaea

% 1C50
K%
<3
g| & ¢
Concentracion c=:°‘ S 2
material — N ™ < o) o 2 [
vegetal & ) & ) ) §- 3 g =
(mg/ml) @) @) @) ®) @) ol O S @)
0,00| 0,00f 0,00 0,00f 0,00f 0,00| 0,00{0,00| 0,00/ 0,00
571| 3,24| 8,26| 589|11,74| 7,70| 7,71/0,12| 8,45| 6,76
57,12 7,64 | 17,70|23,25|24,60|42,05|21,42|4,58|20,90| 15,30
114,24 8,77 | 27,64|35,31|34,08|50,50|30,40|8,29|26,07|21,97

Nota: Curvas de porcentajes de inhibicion de radicales libres obtenidas de Microsoft Excel 2013.
Elaborado por: (Los autores, 2018).
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Inhibicion radicales libres % IC50 DPPH del género Caucaea
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Figura 18. Porcentaje de inhibicion del DPPH del género Caucaea
Nota: Curvas de porcentajes de inhibicidn de radicales libres obtenidas de Microsoft Excel 2013.
Elaborado por: (Los autores, 2018).

3.2.2 Actividad antioxidante del género Epidendrum

3.2.2.1 Célculo % IC50 del género Epidendrum

Entre las especies analizadas se destaca E. nocturnum que presentd capacidad
antioxidante del 50 % de los radicales DPPH con una concentracién de 3,50 ppm, las

demas especies tienen una actividad antioxidante muy baja, Ver tabla7 y figura 19.
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Tabla 7.

Calculo de del DPPH de especies del género Epidendrum

% IC50
= sl 2| ©
w w
2 2| £ | E | @ e | 5|5
= =| 2 2 5 Q 2 < e % %
Concentracion 3 sl 2 | 2 2 5 £ s | 2| 2|28
material g 25| S| E|8|8|5| 5| 38|38
Vegetal % % o o fE‘ e c o o 175) n %
(mg/ml) | WS WS ui | u|ou | ou|ou| ow| ow|uw|us
0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
571 11,40]13,29|14,99|19,93| 7,02 | 7,35 {50,34(11,39|17,52| 7,02 | 9,73
57,12 17,37120,01|29,36|41,20|16,01|20,22 82,71 |44,08 45,16 |16,01 | 40,01
114,24 26,76 |29,60 40,46 (62,93 (20,08 | 28,12 92,78 | 59,23 | 59,36 | 20,08 | 54,01

Nota: Curvas de porcentajes de inhibicion de radicales libres obtenidas de Microsoft Excel 2013.

Elaborado por: (Los autores, 2018).

100

90

Inhibicion radicales libres % 1C50 DPPH del género Epidendrum

= E_ blepharoclinium

= E. blepharoclinium
blanco

80

70

60

50 |

% Inhibicion

40

30

20

10

0

0,00

20,00

40,00
Concentracion (mg/mL)

60,00

80,00 100

E. cochlidium spl
—E. cochlidium sp2
—E. jamiesonis
——E. medusae

E. nocturnum

E. paniculatum
E. porphyreum

E. secundum

E. secundum blanco

,00

Figura 19. Porcentaje de inhibicién del DPPH del género Epidendrum
Nota: Curvas de porcentajes de inhibicidn de radicales libres obtenidas de Microsoft Excel 2013.
Elaborado por: (Los autores, 2018).
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3.2.3 Actividad antioxidante del género Oncidium

3.2.3.1 Calculo % IC50 del género Oncidium

Se puede observar que destacan 2 especies por su potencial antioxidante las cuales son:
O. sp7 y O. excavatum, las cuales a una concentracion de 43 y 31 ppm
respectivamente, reducen el 50 % de los radicales DPPH; las otras especies no tienen
una actividad antioxidante significativa. Ver tabla 8 y figura 20.

Tabla 8.

Calculo de del DPPH de especies del género Oncidium

% IC50
Concentracion = N o) T 10 < 5
material vegetal @ @ @ @ @ @ @
0,00 0,00 0,00/ 0,00f 0,00| 0,00f 0,00 0,00
571 3,26 1156 9,52| 9,83| 8,98| 9,73| 16,90
57,12| 26,96 38,23 (12,00 37,51 23,90| 17,47 | 59,01
114,2| 38,23 53,58| 14,58 53,17 | 32,65| 29,55| 64,17

% I1C50
= IS @
@ E S 5 S 2 = =X
= A= q g S| = 2
Concentracion | ES| &S| 8| £| §| 2| 2 ¢

; — = [«B] +—

material vegetal | © £ @ = ° = @ @ @
(mg/mL) O a @) O O O O @) @)
0,00/ 0,00/ 0,00| 0,00| 0,00/ 0,00/ 0,00/ 0,00/ 0,00
571|11,05|17,90| 12,57| 7,49| 5,16| 2,16| 7,47| 11,12
57,12| 21,66 | 73,27 | 22,24 | 23,15| 12,22 | 8,63|13,48| 23,38
114,2| 31,26 85,71 | 38,02 | 31,93 | 15,14 | 12,21 | 15,00| 38,84

Nota: Curvas de porcentajes de inhibicidn de radicales libres obtenidas de Microsoft Excel 2013.
Elaborado por: (Los autores, 2018)
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion del DPPH del género Oncidium

Nota: Curvas de porcentajes de inhibicion de radicales libres obtenidas mediante Microsoft Excel

2013.

Elaborado por: (Los autores, 2018).
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3.2.4 Andlisis estadistico de la actividad antioxidante

Se realiz6 un andlisis estadistico por conglomerados, el cual se dividié en 3 clusters:
poca actividad, moderada actividad y alta actividad. De color rojo el conglomerado 1
nos muestra las especies con poca actividad antioxidante; de color verde el
conglomerado 2 muestra especies que tienen una actividad antioxidante moderada y
por ultimo de color azul el conglomerado 3 nos muestra especies que tienen una alta

actividad antioxidante. Ver figura 21.

Resultados del analisis por conglomerados.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Eumneaij

0. excavatum

E. nocturnum
0.8p7

E. paniculatum

E.porp

E. cochlidium sp2
0.sp4

0.5p2

E. secundum blanco
C.sps

E. cochlidium sp1
0.3p1

0. sweet sugar

Sl

0. fuscatum
C.spd
0.3p3

0. obryzatum
C.sp8
C.gpd

0. camilta portila

E. blepharochnium blanco
E. blepharociinium
0.3p8

C.sp2

i

E. medusae

C. nubigena

0. strictum
0.8p3

0. portmanni

E. secundum

E. jamiesonis
C. phalaenopsis
0. selecoanum

C.spl
C. cucullata

r T T T
0,00 1907,16 381433 572149

Figura 21. Cuadro de clasificacion de especies mediante analisis de conglomerados.
Nota: Obtenidas mediante Infostat 2018.

El cluster 3 estd compuesto de las especies Epidendrum nocturnum y Oncidium
excavatum; las cuales redujeron el 50 % de los radicales libres de DPPH con tan solo
3,5y 31 ppm respectivamente lo cual las cataloga como especies con alta actividad

antioxidante respecto a las otras muestras, destacando la especie Epidendrum
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nocturnum la cual llego al 50 % de inhibicién de los radicales con una cantidad mucho
menor de concentracion que su compariera de cluster.

Se pudo observar que la especie Epidendrum nocturnum superé la capacidad
antioxidante de Prosthechea michuacana reportada por Gonzalez y otros, (2009) en
su estudio “Aislamiento e identificacion de los compuestos con actividad antioxidante de la
orquidea comestible Prosthechea michuacana”, que requirié 13,22 ppm para inhibir el %
IC50 de DPPH.

Segun sefiala Gonzélez y otros, (2009) compuestos como los flavonoides infiere en el
potencial antioxidante de las plantas, lo que confirman los resultados de este ensayo,
ya que en el screening fitoquimico de las 2 especies con alta actividad antioxidante
presentaron un alto contenido de flavonoides en las pruebas colorimétricas que se

realizaron.
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Conclusiones

Los metabolitos secundarios encontrados en las especies estudiadas fueron: triterpenos
96,96 %, saponinas 96,65 %, flavonoides 81,8 %, taninos 60,43 % Yy alcaloides 37 %;
todas las especies analizadas del género Caucaea presentaron flavonoides y
triterpenos, ademas un 88 % presentaron saponinas; las especies del género Oncidium
analizadas presentaron flavonoides y triterpenos, también saponinas en un 93,3 %;
finalmente las especies ensayadas del género Epidendrum presentaron saponinas en

un 100 %, triterpenos en un 90,9 % y taninos en un 63,6 %.

Las especies estudiadas del género Caucaea y Oncidium mostraron una estrecha
similitud al presentar 2 metabolitos en las especies analizadas, los cuales fueron:

flavonoides y triterpenos en un 100% de las especies.

El andlisis de actividad antioxidante sefial6 a 2 especies como las de mayor accion, las
cuales fueron Epidendrum nocturnum con un % IC50 de 3,5 ppm, casi 10 veces mas
capacidad antioxidante que la segunda especie con mas accion la cual fue Oncidium
excavatum con un % IC50 de 31 ppm. Las especies estudiadas del género Caucaea no

presentaron actividad antioxidante significativa en ninguna de las muestras colectadas.

Las 2 especies que presentaron una capacidad antioxidante significativa mostraron una
presencia alta de flavonoides en su composicion, lo que confirma que este metabolito

secundario aporta a la capacidad antioxidante de estas plantas.

46



Recomendaciones
Analizar los diferentes tipos de flavonoides que estan presentes en Epidendrum
nocturnum y Oncidium excavatum, mediante cromatografia de capa fina; y
cuantificar su concentracion mediante técnicas como espectrofotometria UV, de

capa finay HPLC.

Realizar estudios similares al presente en Epidendrum nocturnum asi como
también Oncidium excavatum, sometiéndoles a condiciones de estrés y estabilidad,
usando extractos etandlicos de otros sectores de la planta (bulbos, flores, raices,
etc.) para determinar en qué seccion de la planta se encuentran la mayor

concentracion de metabolitos secundarios.

Estudiar posibles aplicaciones farmacoldgicas y fitocosméticas de las especies
Epidendrum nocturnun y Oncidium excavatum, debido a su capacidad antioxidante
y a los metabolitos secundarios como: flavonoides, saponinas y taninos que estan

presentes en estas especies.

Realizar un andlisis similar al presente trabajo en especies afines a Epidendrum

nocturnun ya que podrian presentar también alta capacidad antioxidante.
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ANexos

Anexo 1. Elaboracion de extractos.

Maceracion durante 8 dias con etanol 96 %

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 2. Prueba de Draggendorf para alcaloides Caucaea.

Reaccion negativa para alcaloides Caucaea cucullata

Reaccidn positiva para alcaloides Caucaea nubigena

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 3. Prueba de Draggendorf para alcaloides Epidemdrum.

Reaccidn negativa para alcaloides Epidendrum paniculatum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 4. Prueba de Draggendorf para alcaloides Oncidium.

Reaccion negativa para alcaloides Oncidium sp2

Reaccidn positiva para alcaloides Oncidium portmannii

Tomado por: (Los autores, 2018).

59



Anexo 5. Prueba de Shinoda para flavonoides Caucaea.

Reaccion positiva para flavonoides Caucaea nubigena

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 6. Prueba de Shinoda para flavonoides Epidemdrum.

Reaccion positiva para flavonoides Epidendrum nocturnum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 7. Prueba de Shinoda para flavonoides Oncidium.

, Ay : -
Reaccion positiva para flavonoides Oncidium selecoanum

Reaccion positiva para flavonoides Oncidium strictum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 8. Prueba de espuma para saponinas Caucaea.

Reaccion positiva para saponinas Caucaea nubigena

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 9. Prueba de espuma para saponinas Epidemdrum.

Reaccidn positiva para saponinas Epidendrum secundum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 10. Prueba de espuma para saponinas Oncidium.

Reaccidn positiva para saponinas Oncidium obryzatum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 11. Prueba de Gelatina-Sal para taninos Caucaea.

N

Reaccion negativa para taninos Caucaea nubigena

Reaccion positiva para taninos Caucaea sp2

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 12. Prueba de Gelatina-Sal para taninos Epidemdrum.

B

Reaccion positiva para taninos Epidendrum nocturnum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 13. Prueba de Gelatina-Sal para taninos Oncidium.

Reaccion positiva para taninos Oncidium fuscatum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 14. Prueba de Liebermann-Burchard para triterpenos Caucaea.

i

Reaccidn positiva para triterpenos Caucaea sp3

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 15. Prueba de Liebermann-Burchard para triterpenos Epidemdrum.

Reaccidn positiva para triterpenos Epidendrum paniculatum

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 16. Prueba de Liebermann-Burchard para triterpenos Oncidium.

Reaccion positiva para triterpenos Oncidium portmannii

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 17. Preparacion de la curva de calibracion vitamina C.

Lectura e espectrofotémetro para elaborar la
curva de calibracion

" DR "

Reaccion PPH en vitmina C

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 18. Evaluacion actividad antioxidante.

Preparacion viales para analisis en espectrofotometro

Calibracion espectrofotémetro para andlisis de muestras

Tomado por: (Los autores, 2018).
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Anexo 19. Actividad antioxidante géneros Caucaea, Epidemdrum, Oncidium.

-'A_ ‘ -

'Reaccién DPPH género Caucaea

L

= =

Reaccion DPPH género Oncidium

Tomado por: (Los autores, 2018).
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