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RESUMEN

La Region Amazonica Ecuatoriana, representa una de las areas mas ricas en
biodiversidad del planeta con una gran fuente de metabolitos secundarios para el sector
farmacéutico, cosmético y alimenticio, dado que estos son utilizados como principios
activos por las distintas acciones terapéuticas que poseen. Determinando que en los
Gltimos afos se ha se ha generado un auge gque busca nuevos compuestos bioactivos, que
remplacen a moléculas sintéticas, se realizo el presente estudio el mismo que se enfoca,
en la comparacion de la capacidad antioxidante de cuatro metabolitos secundarios
presentes en la planta amazonica Banisteriopsis caapi, ayahuasca frente al farmaco
comercial N-acetil cisteina, (FLUIMUCIL ®). Para lo cual se ejecutd un tamizaje
fitoquimico, identificando la presencia de flavonoides, alcaloides, cumarinas, lactonas,
triterpenos, taninos y saponinas, en cuatro fracciones purificadas, siendo estas
cloroférmica, acuosa, metanolica y etandlica, las mismas que fueron cuantificadas
posteriormente determinando que: la fraccién metandlica y etandlica poseen una gran
cantidad de taninos, saponinas y flavonoides, mientras que la cloroférmica de alcaloides.
Finalmente, al evaluar la capacidad antioxidante se evidencié que de los cuatro
metabolitos cuantificados, los favonoides tienen mayor porcentaje de captacion de
radicales libres con 89,65% mientras que el patron de estudio N-acetil cisteina 92,84%,
rechazando la hipotesis planteada en el estudio, sin embargo, se manifiesta una presencia
significativa de capacidad antioxidante, siendo un importante precedente para el estudio
fitoquimico de esta especie amazdnica teniendo en cuenta que la presente investigacion
fue la primera en determinar la concentracion cuantitativa de los metabolitos secundarios

de la ayahuasca.

Palabras claves: extracto etandlico total, metabolitos secundarios, fracciones,

capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

The Amazon Region of Ecuador has an abundant biodiversity, one of the richest
in the planet. It is a great source of secondary metabolites for the pharmaceutical,
cosmetic, and food production sectors; these are used as active precursors given their
distinct therapeutic activities. Because of the recent, intensified search for new bioactive
compounds to replace synthetic molecules, the present study had as main objective and
focus the comparison of the antioxidant capabilities of four secondary metabolites found
in the amazon plant Banisteriopsis caapil (ayahuasca) with the commercial drug N-acetil
cisteina, (FLUIMUCIL ®). As a first step, a phytochemical screening was performed on
four purified fractions with different solvents: chloroform, water, methanol, and
ethanol. The presence of distinct components was detected and identified in these
portions, components such as flavonoids, alkaloids, coumarins, lactones, triterpenes,
tannins, and saponins. Upon further study and quantification, it was found that the
methanol and ethanol fractions had a great number of tannins, saponins, and flavonoids
while the chloroform fraction had a great number of alkaloids. Finally, after an evaluation
of the antioxidant powers of these four metabolites, we concluded that flavonoids have
the highest antioxidant capacity; they can neutralize about 89.67% of free radicals. This
percentage is lower than the one observed in the N-acetil cisteina standard of 92.84%
which rejects the hypothesis introduced at the beginning of this study. Nevertheless, and
given that this is the first quantification of these metabolites in literature, this study sets
an important precedent in reference to the high antioxidant capacity of the ayahuasca
plant.

Key words: total ethanolic extract, secondary metabolites, fractions, antioxidant

capacity.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1.Introduccién

Somos un continente que tiene una amplia riqueza natural y por ende un amplio
reservorio de moléculas con potenciales aplicaciones en distintas areas, como la salud,
alimentos, cosméticos, servicios ambientales, entre otras. Por lo que se considera
necesario la investigacion de las especies, especialmente de aquellas que no han sido
estudiadas cientificamente para su posible aprovechamiento industrial (Morales,
Sanabria, Véasquez., 2013).

Gran parte de la flora, ha sido utilizada por nuestros ancestros en el campo
medicinal, generando saberes tradicionales que se han ido puliendo a través del tiempo,
por el rigor cientifico de analisis quimicos, farmacolégicos, toxicol6gicos y clinicos

(Venegas, 2012).

Por ende, el estudio fitoquimico de las plantas es esencial, debido a que este nos
permite identificar, cualificar y cuantificar los metabolitos secundarios, los cuales son
responsables de la accion terapéutica y con ello se fundamenta una base cientifica para su
uso apropiado, verificando asi su bio-actividad y su potencial medicinal. Reconociendo
de esta manera que la obtencidn y analisis de los mismos, es uno de los temas de mayor

interés en la actualidad, dado que son productos naturales que se utilizan como

1



medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc. Por lo
que se apegan a las tendencias actuales del remplazo y consumo de productos naturales
por los sintéticos. Ya que, segun Castro, et al., (2016), a medida que la tecnologia avanza
y crece un mundo méas globalizado, se genera la conciencia de que el universo quimico

natural es un arsenal de sustancias y compuestos de gran valor terapéutico.

Por otro lado dentro de esta investigacion se destaca que una de las problematicas
actuales es el estrés oxidativo y sus efectos adversos en la salud humana, con
enfermedades tales como el cancer, alzheimer, envejecimiento prematuro, entre otras, por
lo que ha llegado a ser un tema de mucho estudio dentro de los campos bioldgico,
medicinal, nutricional y agroquimico (Magalhaes, Santos , Segundo , Reis , & Lima ,
2010). De acuerdo a lo que establece la bibliografia, se ha encontrado que entre los
metabolitos secundarios con actividad antioxidante son aquellos que contienen grupos
fendlicos y nitrogenados, en su estructura (Valentdo , Fernandes , Carvalho , & Andrade ,
2002). Sin duda se puede estudiar la planta amazdnica Ayahuasca, ya que la misma posee
los metabolitos con estructuras antes mencionadas, sustentando de esta manera el
presente estudio, que tiene como objetivo comparar la capacidad antioxidante que poseen
cuatro metabolitos secundarios presentes en la planta amazdnica Banisteriopsis caapi

(Ayahuasca) frente a N-acetil cisteina (FLUIMUCIL ®).



1.2.Planteamiento del problema

El 90% de los agentes quimicos utilizados actualmente en la industria
especialmente en los farmacos, son derivados del petrdleo. Miles de millones de
sustancias creadas en los laboratorios, son vertidas en el ambiente generando un gran
impacto sobre los ecosistemas y la poblacion (Navarro , Nufiez, & Cebrian, 2012). Por lo
que la filosofia de productos sostenibles, organicos y naturales estd teniendo un muy
importante impacto en el mercado de los farmacos, cosméticos y mas productos
especialmente en América y Europa. Y este auge es cada vez mayor debido a la
educacion ambiental que la poblacion va adquiriendo. La misma que promueve una
disminucion del uso de compuestos sintéticos, especialmente de aquellos derivados del

petroéleo.

Teniendo en cuenta que el Ecuador se ha caracterizado siempre por ser uno de los
paises con mayor biodiversidad y riqueza en conocimientos ancestrales, relacionados con
el uso de las plantas medicinales (Jaramillo, Espinoza, D’Armas, Troccoli, & de
Astudillo, 2016) nuestra flora se convierte en una fuente de investigacion de interés
constante, especialmente para el desarrollo de nuevas materias primas en el campo
industrial (Radice & Vidari, 2005). Pero a pesar de ello, hay ausencia de informacion
sobre el contenido de metabolitos secundarios y evaluacion de acciones terapéuticas de la

mayoria de plantas endémicas, tal es el caso que se manifiesta que en la naturaleza existe
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practicamente medio millar de especies de plantas superiores, sin embargo, de todas ellas
un porcentaje de apenas del 5 al 10%, han sido investigadas respecto a su composicion

quimica, relacion estructura-funcién o actividad bioldgica (Varas, 2014).

Otra problematica relacionada con esto, es el caso de algunas plantas, como la
ayahuasca, planta amazonica, la misma que es estudiada por su amplia cantidad de
alcaloides y por ser ingrediente principal de una bebida psicoactiva que genera
alucinaciones, existe poca literatura que proporcione un enfoque diferente que genere
informacion fitoquimica de otros metabolitos que se encuentran presentes, los cuales
podrian ser estudiados, para la verificacion de su efectividad ante distintos problemas
terapéuticos y comparacion ante farmacos comerciales derivados sintéticamente, que

pueden ser remplazados por estos compuestos.

Por otro lado en las Gltimas décadas, dentro de la salud una de las areas que mas
ha destacado, es la busqueda de nuevos antioxidantes naturales para el control de
enfermedades neurodegenerativas, en las cuales esta implicado el dafio oxidativo. En este
sentido, los extractos de plantas y diferentes clases de fitoquimicos han demostrado ser
una fuente importante de compuestos con marcada actividad antioxidante, permitiendo el

crecimiento acelerado de investigaciones en esta area.



1.3. Pregunta de investigacion

El incremento de la utilizacion de productos naturales ha llevado a realizar
amplias investigaciones sobre recursos naturales, que puedan remplazar o potenciar la
actividad de las moléculas presentes en los farmacos. Debido a esto se plantea, las

siguientes preguntas de investigacion.

¢Uno de los cuatro metabolitos estudiados de la planta amazdnica Banisteriopsis
caapi (AYAHUASCA), tienen mayor o menor capacidad antioxidante que la N-acetil

cisteina, farmaco antioxidante comercial?

¢Se puede validar la bibliografia encontrada sobre la especie en estudio, con los

analisis que se realizaran dentro de la investigacion?

1.4. Justificacion

Apoyando el auge de los productos naturales, especialmente en el campo de la
salud durante los ultimos afios se ha venido promoviendo el remplazo de moléculas
sintéticas por naturales, siendo estas provenientes de sustancias generadas por las plantas

como son los metabolitos secundarios, por lo que segun Castro, et al. (2016), la

5



importancia del anlisis de estos metabolitos, radica en el desarrollo de nuevas técnicas
més rapidas y efectivas al momento del aislamiento y determinacion de la accién
terapéutica de los mismos, por lo que el interés es cada vez mayor por aprobar y apoyar
investigaciones que lleven al descubrimiento de las distintas acciones de metabolitos que

puedan ser aprovechados en la industria.

Las plantas por su complejo metabolismo, son un verdadero deposito quimico
(Savithramma, Linga, & Suhrulatha, 2011) por lo que su utilizacién como agentes de la
salud es muy conocido en multiples culturas del mundo como es el caso de los pueblos y
nacionalidades de la Amazonia ecuatoriana que tienen una amplia sabiduria ancestral, lo
cual es su legado mas grande. Ellos poseen sus conocimientos desde una cosmovision
profunda caracterizandose por tener un modo de vida espiritual, en un entorno de respeto
y culto a la naturaleza, tanto es asi que las plantas que utilizan las denominan “sagradas y
visionarias”, dados los vastos poderes curativos que las mismas poseen. La planta mas
utilizada en sus ritos de sanacion es la ayahuasca o conocida también como natem, que
sin duda constituye un gran poder fitofarmacéutico debido a su uso como tratamiento
para mejorar el desempefio de las personas, sanar quebraduras, paperas, dolores internos,
externos, fiebre, gripe, infecciones, inflamaciones y méas (Mashinkiash, 2012). Pero a
pesar de todas estas propiedades descritas, que son recolectadas de saberes ancestrales, no
existen muchas investigaciones enfocadas a sus metabolitos como agentes terapéuticos,

por lo que es una gran oportunidad para estudiarla y darla a conocer.
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Por otra parte teniendo en cuenta los poderes curativos de esta planta, se
manifiesta que puede ser util también ante el estrés oxidativo, toméndola como un
antioxidante natural, teniendo en cuenta que el ser humano necesita radicales libres para
realizar procesos biologicos como lo es el transporte de electrones, la regulacion de la
presion sanguinea, el control de las infecciones, entro otros (Buitrago et al., 2004); sin
embargo, la acumulacién excesiva de estos agentes en el organismo puede provocar
dafios en las células, originando degeneracién de los tejidos, lo que conlleva al desarrollo
de diferentes enfermedades. Y la manera mas efectiva de evitar el dafio producido por
dichos radicales es su destruccion o estabilizacién por parte de antioxidantes (Vargas,

Rivas, Nursamaa, & Zoltan, 2007).

Por todo lo antes mencionado, se ejecuté el estudio, pretendiendo realizar un gran
aporte al campo cientifico investigativo, dentro del area de andlisis de metabolitos
secundarios dejando una ventana abierta para el remplazo de moléculas sintéticas por

naturales.



1.5.1.

1.5.2.

1.5. Objetivos

Objetivo general

Comparar la capacidad antioxidante que poseen cuatro metabolitos secundarios

presentes en la planta amazdnica Banisteriopsis caapi (Ayahuasca) frente a N-

acetil cisteina (FLUIMUCIL ®) para la basqueda de una alternativa natural ante

el farmaco comercial.

Objetivo especifico

Obtener extractos de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), por medio de maceracién

alcohdlica para la obtencidn y evaluacion de los bioactivos presentes en la planta.

Fraccionar los extractos, mediante el proceso de cromatografia de columnas,

utilizando cuatro distintos solventes, para la obtencion de fracciones mas puras.

Caracterizar las fracciones, por medio de procesos fisicoquimicos para la

identificacion de grupos funcionales, que posean actividad antioxidante



» Evaluar la capacidad antioxidante del extracto total, de metabolitos presentes en
las fracciones obtenidas, como del patrén de estudio, por medio de

espectrofotometria para el anélisis de moléculas polares y apolares.

1.6. Hipdtesis

Si uno de los metabolitos secundarios obtenidas de Banisteriopsis caapi
(Ayahuasca), posee mayor actividad antioxidante que la N-acetil cisteina, entonces se

encontraria una alternativa natural para la industria farmacéutica.

1.7. Limitaciones del problema

La presente investigacion se llevara a cabo durante el lapso de 6 meses, por lo que
uno de los limitantes seria el tiempo y los recursos econémicos, causantes que impiden
ampliar la investigacion, pudiendo analizar otros metabolitos, utilizando otras técnicas, e

incluso tomando muestras de distintos pisos climaticos o0 zonas.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1.Marco referencial

Con el afan de demostrar que los metabolitos secundarios pueden ser importantes
ingredientes farmacéuticos y funcionales, se han realizado varios estudios a nivel
mundial, para manifestar las propiedades terapéuticas que estos poseen, utilizando
distintas técnicas de extraccion y anélisis. Como es el caso de la investigacion realizada
por Colina (2016), en Lima-Perd, la cual es de tipo descriptiva. Trabaja con las hojas de
la planta Muehlenbeckia hastulata (J.E.Sm) 1.M. Johnst, un pequefio arbusto al cual los
nativos le atribuyen propiedades curativas. Para el estudio se tomé como muestra las
hojas y se realiz6 una extraccion de metabolitos mediante un macerado con cuatro
distintos solventes de polaridad creciente: n-hexano, cloroformo, acetato de etilo, etanol y
metanol los cuales se sabe que arrastran grupos fenolicos, luego se hizo una
determinacion cualitativa y cuantitativa de flavonoides y taninos, utilizando métodos
espectrofotométricos, seguido de una evaluacion de la actividad antioxidante y
antimicrobiana de las mimas, los cuales segun la autora los identifica como compuestos
antioxidantes. Y dado el analisis microbiolégico se mostré que los mismos también

tienen efecto antimicrobiano.
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Castro (2015), en Colombia realizd una investigacion de tipo descriptiva, titulada
“CARACTERIZACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS Y EVALUACION DEL
POTENCIAL CITOTOXICO DE Iresine spiculigera Seubert (AMARANTHACEAE)”,
la misma que fue dividida en dos fases. En la primera se llevd a cabo la caracterizacion
de los metabolitos secundarios, los mismos que fueron extraidos mediante maceracion
con etanol al 96% vy purificados por el método de cromatografia en columna utilizando 13
distintas fracciones con distintos solventes polares y cuantificAndolos por medio de
espectrofotometria de absorcion; mientras que en la segunda se evalud el potencial
citotoxico de la especie. Tras los distintos analisis se demostrd que esta planta por su
contenido de saponinas, terpenos, taninos, y flavonoides es un bactericida natural de

origen vegetal.

Otro estudio relacionado, fue realizado por Espinoza (2014) siendo parte de un
estudio local, titulado “DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALCALOIDES EN
DOCE PLANTAS MEDICINALES Y SU ACTIVIDAD EXPECTORANTE”, realizado
en la Universidad Técnica de Machala. En donde se relaciond el contenido de alcaloides
con actividad expectorante de doce plantas medicinales cultivada en el Ecuador. La
investigacion de tipo experimental se llevo a cabo en dos fases. En la primera se realizo
la extraccion de los metabolitos mediante maceracion obteniendo tres tipos de extractos,
uno acuoso, otro alcoholico y el ultimo etéreo, para con estos poder realizar los

respectivos estudios quimicos cualitativos y cuantitativos en donde se indicé la presencia
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de alcaloides en todas las plantas analizadas, mientras que en la segunda fase se
desarroll6 un estudio pre-clinico sobre animales de experimentacion, ratas Wistar, para
determinar la capacidad expectorante. Demostrando que de las 12 plantas en estudio,
cuatro de ellas tenian esta capacidad, por la cantidad abundante de alcaloides presentes en
las especies. Y asi como estos existen mas investigaciones que demuestran la actividad
antitumoral, antiinflamatoria, antiespasmddica, antimicrobiana, antioxidante y antiséptica

de los metabolitos secundarios.

Existen estudios que se enfocan en una determinada accion terapéutica, como
aquellos que analizan la actividad antioxidante que tienen estos metabolitos, por ejemplo
Tobar del Rio en el afio 2013, realiz6 una investigacion de tipo experimental, de 30
plantas pertenecientes a 8 distintas familias, recolectadas en las zonas de reserva de la
Ecorregion Cafetera en Colombia, para evaluar la actividad antioxidante de los extractos
crudos de metanol y diclorometano mediante los métodos del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) y del 2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico A&cido
(ABTS). Esta investigacion dio como resultado que el 50% de los extractos de metanol
evaluados presentaron, en ambos métodos, un porcentaje de actividad antioxidante
superior al 25%; por el contrario en los extractos de diclorometano solo fue del 18.5%.
Demostrando que las especies en estudio tienen gran capacidad antioxidante,

relacionando esta actividad con el contenido de fenoles presentes en la plantas.
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En la ciudad también existen varias investigaciones que tienen el mismo enfoque,
como es el caso de un estudio de tipo descriptivo, realizado en la Universidad Politécnica
Salesiana Sede Cuenca, titulado "DETERMINACION DE LA RELACION EXISTENTE
ENTRE LA CONCENTRACION DE VITAMINA C Y COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE FRUTOS NATIVOS DEL
AUSTRO”. Esta investigacion enfocé sus estudios hacia los antioxidantes presentes en
distintos frutos del austro, como naranjilla, zambo, tuna y tomate de arbol. Por lo que
dentro del proceso de analisis utilizaron el método DPPH. En el que fue analizada la
capacidad antioxidante de los extractos de las frutas y de la vitamina C comercial, con el
objetivo de comparar la capacidad antioxidante de los flavonoides presentes en los
extractos versus la capacidad antioxidante de la vitamina C. Dando como resultado que
de las cuatro especies estudiadas, el tomate de arbol tiene mayor cantidad de flavonoides,
por ende mayor capacidad antioxidante. Y que dentro de la relacién existente entre los
metabolitos secundarios versus la concentracion de vitamina C existe una gran

correlacion.

Otro estudio que evalla la capacidad antioxidante es el de Ganitan (2009),
teniendo como variable el metodo a utilizar, ya que en los estudios antes mencionados se
distinguen los metodos de DPPH y ABTS, mientras que en esta tesis experimental
realizada en Guatemala, se evalua la actividad antioxidante de cinco especies vegetales

utilizadas popularmente para el tratamiento de afecciones de la memoria y los nervios.
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Utilizando el método descrito por Muraina en el 2009, el cual utiliza como reactivo
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) para determinar la
capacidad antioxidante. Por otra parte usa dos extractos uno metandlico y otro de
diclorometano, dejando como resultado la evidencia de la actividad antioxidante en
cuatro especies vegetales de las cinco estudiadas siendo estas Brugmansia candida,

Chiranthodendron pentadactylon, Erythrina berteroana y Ternstroemia tepezapote.

Otro estudio representativo es el de Ceron et al. (2011), “Capacidad antioxidante
y contenido fendlico total de tres frutas cultivadas en la region andina”. La investigacion
realizada es de tipo descriptiva, ya que no interviene ningun estimulo externo dentro del
estudio. Enfocandose en la capacidad antioxidante el autor describe que entre los
métodos mas usados para medir esta actividad, se encuentran FRAP (Ferric Reducing
Activity Power), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) y los métodos ABTS y
DPPH basados en la captacion de los radicales libres 2,2’-azino-bis(3- etilbenzotiazolina-
6-sulfénico é&cido) y 2,2-difenil-1- picrilhidrazil, respectivamente. En su proceso realiza
los cuatro métodos recalcando que “uno u otro depende del disolvente empleado para la
extraccion y la presencia de compuestos (no antioxidantes) que puedan interferir en la
medicion” descartando asi, la sensibilidad o exactitud de cualquiera de los cuatro
métodos. Lo interesante en este estudio son las distintas técnicas usadas para la
extraccion de antioxidantes, siendo estas: extraccion por solvente en la cual los autores

utilizan acetona, metanol y agua, y la extraccion supercritica, que consiste en la obtencion
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de extractos de productos naturales mediante la tecnologia de extraccién con CO,. Por lo
que con respecto a estas técnicas concluyen que “la tecnologia mas utilizada para la
obtencion de antioxidantes es el proceso de extraccion con solventes, a pesar de que el
proceso de extraccion con fluidos supercriticos presenta ventajas en cuanto a
rendimiento, calidad y capacidad antioxidante del extracto. Sin embargo, los estudios
acerca de la tecnologia de extracciéon de antioxidantes usando fluidos supercriticos son
pocos en la literatura”. Y se da como resultado general de la investigacion que las

especies presentan alto contenido fendlico que les confiere propiedades terapéuticas

Dentro de los pocos estudios realizados en Banisteriopsis caapi, ayahuasca, existe
el articulo publicado por Escobar (2015) el mismo que fue un estudio descriptivo en
donde recopila informacion y describe las caracteristicas quimicas y los efectos del
consumo de la ayahuasca para conocer el estado actual de los descubrimientos existentes
hasta la fecha sobre sus propiedades farmacoldgicas. Y manifiesta que debido a los
alcaloides presentes en esta especie como B-carbolinas, tetrahidroharmina y harmina, se
le atribuye a la planta un efecto antioxidante, que debido a eso la misma es de gran uso

terapéutico en patologias relacionadas con estrés oxidativo.

Yankur (2013) en su tesis de pregrado realizada en la Universidad de Cuenca
titulada “PLANTAS SAGRADAS Y VISIONARIAS DE LA NACIONALIDAD

SHUAR EN LA ASOCIACION SHUAR NANKAIS” describe a la planta ayahuasca
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desde el punto de vista tradicional, con saberes ancestrales. La investigacion pone en
conocimiento la composicion quimica de la planta, la parte botanica y usos tanto
medicinales como en rituales. Siendo estas una de las pocas bibliografias que se puede

encontrar sobre la planta como tal.

2.2.Marco conceptual

Con la recopilacién de los estudios antes descritos, se pudo identificar distintas
variables que se encuentran presentes dentro de la investigacion las cuales seran
presentadas a continuacion con el fin de aportar una vision conjunta sobre algunos

apartados y su relacion entre si.

Las plantas, organismos autotrofos, aparte de los metabolitos primarios, que son
las moléculas méas importantes para la vida, cumplen funciones esenciales de crecimiento
y desarrollo, pero poseen también metabolitos secundarios (Pedraza, 2008) los mismos
que son compuestos con una distribucion mucho mas limitada y concreta segin el ser
vivo (Guiterrez, 2009). Dentro de este gran grupo de compuestos bioquimicos
sintetizados a partir del metabolismo primario tenemos flavonoides, taninos, terpenos,
alcaloides, saponinas, cumarinas, y mas. Estos, dentro de la planta cumplen funciones
bioldgicas, por lo que actian como mediadores, interviniendo en las funciones de la

especie vegetal o de los organismos con los que interaccionan, dando respuestas a
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innumerables variables (CONACYT, 2014). Por otro lado dentro de la industria juegan
un papel importante en la produccion de insecticidas, colorantes, medicamentos y maés.
Siendo esta Ultima un gran campo de aplicacion en los Gltimos afios, debido a que se los
describen como aquellos que poseen propiedades terapéuticas, como antioxidantes,
antitumorales, analgésicos, bactericidas entre otros, por lo que actdan como principios activos
de medicamentos y nutracéuticos. Se utiliza también en la industria alimenticia, cosmética y
agrondémica (Garcia & Carril, 2011). Determinando esto, se plantea los metabolitos
secundarios como esenciales para esta investigacion ya que se determind la capacidad
antioxidante de cuatro de ellos presentes en la planta ayahuasca, siendo estos taninos,
flavonoides, saponinas y alcaloides. Manifestando que segun varios autores los
responsables directos de la capacidad antioxidante son los grupos fenolicos, cuya

caracteristica es la presencia de un grupo -OH.

Dada la importancia del estudio fitoquimico de los metabolitos se han descrito
varios métodos para la extraccion y purificacion de estos, los mismo que varian
dependiendo de multiples factores, como el tipo de metabolito a extraer, la planta, y la
parte de la materia vegetal de la que se realizara el estudio. Definiendo a estos como
técnicas fisico quimicas que permiten la separacion de componentes que conforman una
mezcla, sometiendola a un tratamiento que la separa en distintas sustancias, manteniendo
su identidad sin ningun cambio en sus propiedades quimicas. Dependiendo la técnica a
utilizar se utiliza distintos solventes, equipos o condiciones de temperatura, que ayudan
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en la extraccion del elementos de interés como los metabolitos que se encuentran
disueltos en el citoplasma de la célula vegetal (Valderrama, 2008). Ya que son varias
técnicas de extraccion y purificacion, a continuacion se describirdn las méas relevantes

para este trabajo. Siendo estas la maceracion y cromatografia.

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, en donde la materia
prima posee una gran cantidad de compuestos solubles, pudiendo ser la misma una parte
vegetal disuelta en el liquido de extraccion. Existen varios tipos de maceracion siendo
estos alcoholica, acuosa u oleosa. Escogiendo el tipo adecuado segln la solubilidad de los
principios activos de la planta, este proceso forma dos productos que pueden ser
empleados dependiendo de las necesidades de uso, el sélido ausente de esencias o el
propio extracto. La naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia prima
empleada, asi como del liquido de extraccion (L6pez, 2008). Otra técnica de separacion,
y también purificacién es la cromatografia, que se usa para obtener los componentes
individuales puros de una mezcla. La separacién producida por este proceso, se basa en
las caracteristicas fisicas y quimicas que posea cada elemento, recalcando la capacidad de
interaccion de cada componente de la sustancia. El proceso se da cuando las moléculas se
distribuyen entre dos fases distintas, y la separacion tiene relacion directa con la
diferencia de solubilidad que muestran algunas moléculas en cada fase. Las separacion se
lleva a cabo al introducir compuestos organicos en una fase estacionaria y dejando luego

que una fase movil fluya a través de la mezcla. Cada componente interactta con la fase
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estacionaria y se disuelve en la fase mavil en diferente medida, obteniendo asi distintas
fracciones (Valderrama, 2008). Como se puede evidenciar la obtencién de compuestos,
aparte de la técnica, también depende mucho del solvente a utilizar como por ejemplo, los
grupos fendlicos son arrastrados por alcoholes (metanol, etanol), los grupos nitrogenados
por compuestos de baja polaridad como cloroformo, éter, acetona y las saponinas por
compuestos polares como el agua. Por lo que se consideran a los mismos como variable a

tratar dentro de este estudio.

Para el proceso fitoquimico, una vez que los metabolitos sean extraidos, también
es necesario cuantificarlos ya que se ha confirmado que estos varian su concentracion en
cada especie por lo que no existe un patrén de produccién (Martinez et al., 2012). Dentro
de los métodos analiticos mas utilizadas para la cuantificacion de metabolitos secundarios
se encuentra la espectrofotometria, la misma en la que se encuentra un conjunto de
técnicas que miden la respuesta de las moléculas en la aportacion de energia
(Valderrama, 2008). Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotometro, en
el que se selecciona una longitud de onda determinada y luego se mide la cantidad de luz
absorbida por el analito a diferentes concentraciones. Esta técnica se utiliza una vez que
la mezcla se haya separado en sus componentes y de esta forma interacciona con la
radiacion electromagnética (Rojas, Jaramillo, & Lemus, 2015). Dada esta descripcion se
manifiesta este postulado como una variable dentro del estudio ya que para cuantificar los

metabolitos se utilizo espectrofotometria de UV/visible para alcaloides, taninos y
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flavonoides, mientras que para saponinas debido al limitado acceso de reactivos y
considerando una técnica también eficiente se utiliz6 HPLC, cromatografia liquida de alta

eficiencia.

Como parte final, se presenta también lo relacionado con antioxidantes, ya que es
la base del estudio. Segun Benavidez et al., (2009) un antioxidante es una molécula que
es capaz de prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato oxidable, actuando como
donador de electrones. Los niveles bajos o la inhibicion de las enzimas antioxidantes
causan estrés oxidativo y pueden dafiar o matar las células (Colina, 2016). En los ultimos
afios, la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica, se ha enfrentado a la tendencia
de los consumidores a exigir en los productos elementos “no quimicos”, con el fin de
favorecer y cuidar su salud, por lo que la ciencia se enfoca en la busqueda de
antioxidantes naturales, siendo los metabolitos secundarios su potencial candidato. Y para
establecer la capacidad antioxidante existen varios métodos los mismos que difieren en la
via de generacion de radicales libres, la forma de medida, el punto final de inhibicién de
la reaccién y la sensibilidad de reduccién de las moléculas en la muestra (Roginsky &
Lissi, 2005). Entre los métodos méas usados se establece, FRAP (Ferric Reducing Activity
Power), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), ABTS y DPPH basados en la
captacion de los radicales libres 2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido) y
2,2-difenil-1- picrilhidrazil, respectivamente. Convirtiéndose estos métodos también

como una variable de estudio ya que la aplicacion de una u otra técnica depende del
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disolvente empleado para la extraccion y la presencia de compuestos (no antioxidantes)
que puedan interferir en la medicion (Tovar, 2013). Determinando que la que se uso
dentro del estudio es 2,2-difenil-1- picrilhidrazil, DPPH.

2.3.Fundamento tedrico

2.3.1. Ayahuasca (Banisteriopsis caapi)

llustracion 1. Planta amazénica ayahuasca
Fuente: (Carlini, 2015).

La ayahuasca o también conocida como natem, es un bejuco o liana que
se da en la selva amazonica de Brasil, Bolivia, Colombia, Pert y Ecuador. Para
los nativos, dicha especie es considerada como una planta sagrada y visionaria,
la clave del conocimiento empirico de los saberes de la medicina tradicional

amazoénica. Generalmente se le da el mismo nombre al bejuco y a la bebida
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(Fericgla, 2000), la misma que es una mezcla de distintas plantas como
Psychotria viridis (chacrona) y Diplopterys cabrerana (oco yageé), que al ser
consumida produce efectos alucindgenos a causa de la combinacion de los

componentes psicoactivos presentes en dichas plantas.

2.3.1.1. Taxonomia
En la siguiente tabla, se detalla los datos taxonomicos de ayahuasca

(Banisteriopsis caapi)

Tabla 1. Descripcion taxondmica de Banisteriopsis caapi

Clase Magnoliopsida
Orden Malpighiales
Familia Malpighiaceae
Género Banisteriopsis

Fuente: (Fericgla, 2000)

2.3.1.2.Habitat

Es nativa de Sudamérica, principalmente de las regiones andinas y amazoénicas, de
Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia, Brasil y Venezuela pero su popularidad ha hecho que
sea trasplantada a otros lugares como planta ornamental o cultivo, mas no tolera los frios

extremos (Anderson, 2014). Se adapta en climas tropicales hasta los 1500 msnm, con
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precipitaciones entre los 1,800 y 3,500 mm/afio. Opta por suelos arenosos-arcillosos con
abundante materia organica y se propaga por estacas de tallo y raiz. Su siembra se realiza
al iniciar la temporada de lluvia, mas su cosecha se puede hacer durante todo el afio a
través del corte manual del tallo. Su territorio es compartido con algunas especies
maderables como la castafia, la capirona, el pijuayo, ufia de gato y uvilla. Se adapta en
lugares frescos y secos, tomando en cuenta que es una liana que se sujeta a otros arboles

(Yankur, 2013).

2.3.1.3.Descripcién botanica

El botanico inglés Richard Spruce en los estudios que realiz6 entre los afios 1849
y 1864 en la Amazonia brasilefia, venezolana y ecuatoriana en compafiia de Alfred
Russel Wallace y Henry Walter Bates, identifico a Banisteriopsis caapi dentro de la

familia de las malpighiaceae (Cleversley, 2002).

Es una especie de liana, bejuco selvatico, con ramas largas y fuertes, puede
alcanzar a medir hasta 30m. de largo, sus tallos son elongados y delgados, nunca se
sostienen por si solos ya que cada nudo tiene su propio entrenudo y yemas, sus hojas son
grandes, redondas, verdes y puntiagudas, crecen opuestas y alternas, poseen margenes
enteros lobulados, con glandulas pluricelulares en el margen, las flores estan distribuidas

en un sistema simpodico de ramificacion, con dimensiones de hasta 14 centimetros, son
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hermafroditas, raramente unisexuales, radiales de cuatro a cinco pétalos que pueden ser

blancos y rosados, sus frutos brotan entre marzo y agosto (Anderson, 2004).

2.3.1.4.Composicién quimica

Yankur (2013) plantea que la estructura quimica de la Banisteriopsis caapi esta
estrechamente relacionada con la composicion quimica de varios neurotransmisores que

segrega naturalmente nuestro cerebro.

Ya que la misma posee como principales compuestos activos distintos alcaloides
tales como, B-carboline, harmina, harmalina, tetrahiroharmina, harmol, acido harmico,
acido harmalinico y ketotetra-hidronorharminaharmina. Siendo los principales harmalina,
tetrahidroarmina, harmol y 6-methoxitriptamina (Yankur, 2013). Estos compuestos son

ligeramente solubles en agua, alcohol, cloroformo y éter.

2.3.1.5.Efecto alucindgeno

Algunos investigadores han manifestado que en si la Ayahuasca no puede ser
considerada como una droga. Ya que desde la perspectiva quimica y farmacologica, se
conoce que para que la misma resulte como un psicoactivo produciendo alucinaciones es

necesario que la liana, cuyo principio activo mas importante que es la harmina, se
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combine con otras planta que sea la fuente de la dimetiltriptamina (DMT) principal
responsable de la experiencia alucinatoria; llegando asi a que ninguno de estos

componentes por separado puede generar efectos alucinégenos (Yankur, 2013).

Los R-carbolinos, como la harmina, son inhibidores de la monoaminoxidasa
(IMAOs) reversibles, que permiten activar y prolongar la duracion y la intensidad de los
efectos de la DMT, previenen la descomposicion de los neurotransmisores monoaminas
mediante la inhibicién de la accion de las enzimas monoaminoxidasa, MAO, que
normalmente degradan el DMT y evitan que pase a través de la barrera hematoencefalica

(Trujillo, 2010).

2.3.1.6.Uso medicinal

La ciencia ha determinado que los usos biomédicos derivados de B. caapi y su
sustancias psicoactivas, son Utiles en sesiones socio-psicoterapéuticas, etnopsiquiatricas
(Trujillo, 2010) y en el tratamiento de farmaco dependientes. La coccién de sus hojas,
tallo y semillas sirve como laxante, estimulante de la memoria y es bueno para el

tratamiento del mal de Parkinson (Yankur, 2013).
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2.3.2. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos derivados del metabolismo
primario, cumplen distintas funciones no vitales en las plantas, mas intervienen en las
interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente para protegerlas de los depredadores

como herbivoros, virus, hongos y bacterias. Ademas, forman parte de un importante grupo de

principios activos y nutracéuticos.
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2.3.2.1.Funciones

Los metabolitos secundarios poseen funciones biologicas y ecoldgicas

especificas. Ya que poseen distintas interacciones pueden actuar de diversas formas como

llustracion 2. Esquema de metabolito secundario
Fuente:(Garcia & Carril, 2011).
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atrayentes o repelentes de animales, algunos son también pigmentos que dan color a
flores y frutos, otros tienen funcién protectora frente a predadores o intervienen en los
diferentes mecanismos de defensa ante distintos organismos patogenos (Garcia & Carril,

2011).

En el caso de las interacciones que ocurren con las plantas, los metabolitos
secundarios que son liberados al ambiente por una planta pueden afectar directa o
indirectamente el desarrollo de otras, ya sean estas de la misma o de diferente especie, en
términos mas técnicos lo que se conoce como alelopatia. Algunos de los efectos que se
presentan en la planta afectada, pueden ser interrupcién de la respiracion mitocondrial,
despolarizacion de la membrana celular, inhibicion de enzimas movilizadoras de
nutrientes; interferencia con la toma de macronutrientes e incluso, la muerte

(CONACYT, 2014).

2.3.2.2.Importancia industrial

En la industria son de suma importancia ya que los mismos o la mezcla de estos
se utilizan como insecticidas, herbicidas, cosméticos, perfumes, colorantes, entre otros
(Garcia & Carril, 2011). Dentro del campo médico son muy estudiados ya que segun las
funciones biologicas que estos desempefian se han registrado moléculas como

antibidticos, fungicidas, antioxidantes y mas. Pudiendo generar asi principios activos para
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elaborar fitofarmacos y nutracéuticos. Como es el caso de paclitaxel, Taxol®, importante
metabolito secundario especificamente un alcaloide, empleado por la planta para su
defensa contra el ataque de hongos y por la medicina moderna para el tratamiento de
distintos tipos de cancer. Por lo que cada vez se intensifica la busqueda de este tipo de

compuestos, que tengan utilidad (CONACYT, 2014).

2.3.2.3.Tipos de metabolitos

Estos compuestos se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos,
algunos presentan una distribucion limitada dentro del reino vegetal, es decir, no todos
los metabolitos secundarios se encuentran en cualesquier grupos de plantas. Su sintesis se
realiza en cantidades pequefias y no de forma generalizada, estando incluso su
produccion relacionada con géneros, familias, o inclusive a algunas especies especificas

(Garcia & Carril, 2011).

Aparte de que su distribucion es variada, existen también diversos tipos, por lo
que segin Mazid et al (2011) existen tres principales grupos de metabolitos secundarios

entre ellos terpenos, fenoles y compuestos nitrogenados.

a) Terpenos
Los terpenos o también conocidos como isoprenoides o terpenoides, son un

conjunto de sustancias que conforman uno de los grupos fitoquimicos mas conocidos y
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abundantes (Garcia & Carril, 2011). Los mismos presentan un origen biosintético
comun y a pesar de que poseen estructuras quimicas muy diferentes, todos ellos proceden
de la condensacion del isopreno (2-metil-1,3-butadieno), un hidrocarburo de 5 &tomos de
carbono (Lopez et al, 2012). De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de

unidades de isopreno (C5) que contienen. Como se puede ver en la siguiente tabla.

Tabla 2. Clasificacion de terpeno segun sus unidades de Isopreno

Nombre NUmero de Unidades de Ejemplos
carbonos Isopreno (C5)
Monoterpenos 10C 2 Aceites esenciales
Resinas
Sesquiterpenos 15C 3 Aceites esenciales
Diterpenos 20C 4 Giberilinas
Fitol
Triterpenos 30C 6 Esteroides
Saponinas
Tetraterpenos 40C 8 Carotenoides

Fuente: (LOpez et al., 2012)

e Saponinas: Estructuralmente referidas quimicamente como compuestos
triterpénicos, son sustancias no volatiles, formadas por agliconas no polares,

unidas a una o mas moléculas de monosacaridos. Esta combinacién de
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estructuras polares y no polares explica la fuerte actividad surfactante que
caracteriza este tipo de compuestos, presentes en muchas especies de plantas
su importancia estd implicada con propiedades médicas y farmacéuticas, tales
como disminucion del colesterol, antidiabéticas y propiedades

anticancerigenas (Rojas, 2015).

Los terpenoides actuan como fitohormonas, por lo que se les relaciona con
procesos reguladores del crecimiento y desarrollo vegetal como por ejemplo el Acido
Abscicico, Giberelinas y Citoquininas. Tienen también funciones estructurales como las
de los esteroles. Tienen participacion en la fotosintesis como los carotenoides. Actlan
también como moléculas de defensa, algunos son compuestos téxicos o aroméaticos como
los aceites esenciales y piretrinas, pueden ser disuasores alimentarios como las lactonas
sesquiterpénicas. Ademas, en algunos casos estos compuestos favorecen la atraccion de
polinizadores o de dispersores de frutos (Alves & Soares de Souza, 2014). También
tienen un gran uso medicinal ya que presentan propiedades anticarcinogénicas,
antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc. Por lo que es evidente que muchos de

estos compuestos tienen un gran valor fisiologico y comercial (Garcia & Carril, 2011).

b) Fenoles
Los polifenoles o fenoles como también son conocidos, son los nombres

populares de los hidroxibencenos, comprende aproximadamente 8000 compuestos, con
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uno o mas grupos hidrdéxidos, por lo que se encuentran distribuidos ampliamente en la
naturaleza (Espinoza, 2014). Son conocidos con dicho nombre ya que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Se
originan principalmente en aquellas plantas, que los sintetizan en gran cantidad, como
producto de su metabolismo secundario. Algunos son necesarios para las funciones
fisiologicas vegetales, mientras que otros participan ante situaciones de estrés, acciones
de defensa y distintos estimulos como hidrico, luminoso, de presion entre otros

(Quifones et al, 2012).

Su biosintesis se realiza a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del
acido siquimico y la ruta de los poliacetatos. La ruta del &cido siquimico proporciona la
sintesis de los amino&cidos aromaticos (fenilalanina o tirosina), y la sintesis de los acidos
cinamicos y sus derivados (fenoles sencillos, &cidos fendlicos, cumarinas, lignanos y
derivados del fenilpropano). Mientras que la ruta de los poliacetatos proporciona las

quinonas y las xantonas (Bravo, 1998).
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llustracion 3. Estructura quimica de algunos compuesto fendlicos

Fuente: (Quifiones et al., 2012)
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Entre los compuestos fendlicos mas conocidos tenemos:

Cumarinas: Son compuestos fendlicos simples, existen alrededor de 1500
identificadas en mas de 800 especies de plantas. Su funcion esta relacionada en
diversos mecanismos de defensa contra los insectos herbivoros y hongos (Garcia
& Carril, 2011). Ademaés, son un grupo de moléculas con gran actividad
antimicrobiana (Brooker et al., 2008). Mientras que otras actian como inhibidores

de germinacion (Mazid, Khan, & Mohammad, 2011).

Taninos: estos se incluyen en la segunda categoria de polimeros fenolicos con
propiedades defensivas. Se unen a proteinas desnaturalizandolas. Su nombre
proviene de la ancestral préctica de utilizacion de extractos vegetales para
convertir la piel animal en cuero (Garcia & Carril, 2011). Son toxinas que reducen
significativamente el crecimiento y la supervivencia de muchos herbivoros y
también actlan como repelentes de una gran cantidad de animales. Tienen una
amplia gama de efectos que van desde la disminucion de la disponibilidad de
proteinas y otros nutrientes, incluyendo aminoacidos y minerales a la proteccion
de los rumiantes de inflamaciones, la mejora de la calidad de la carne y la
disminucion de la infestacion por helmintos (Makkar et al., 2009). También son
considerados como antioxidantes y antimicrobianos, antisépticos y astringentes

32



(Abasum et al., 2001). A pesar de ello, son considerados como compuestos no
deseables ya que precipitan proteinas, inhiben las enzimas digestivas y afectan la

utilizacion de vitaminas y minerales (Rojas, 2015).

Flavonoides: es una de las mayores clases de fendlico vegetal. Los flavonoides
realizan funciones como pigmentacion y defensa de la planta (Rojas, 2015). Su
esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos
unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcion del grado de
oxidacion del puente de tres carbonos siendo los principales, antocianinas,

flavonas, flavonoles e isoflavonas (Garcia & Carril, 2011).

Actualmente hay un amplio interés enfocado en los flavonoides, puesto que se ha
evidenciado su importancia en la dieta humana dada su gran variedad de
actividades biologicas, tales como inhibicion de enzimas hidroliticas y
oxidativas, efectos antibacteriales, actividad antiinflamatoria y antioxidante. Estos
actan como antioxidantes ayudando a disminuir o contrarrestar el riesgo de

enfermedades cardiovasculares, cancer y el estrés oxidativo (Tovar, 2013).
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c) Compuestos nitrogenados

Entre los compuestos nitrogenados se encuentran los alcaloides, glucésidos

cianogénicos, y aminodcidos no proteicos. Gran parte de ellos son biosintetizados de

aminoacidos comunes. A pesar de que todos son de gran interés debido a su papel en la

defensa contra los herbivoros y la toxicidad para los seres humanos, los alcaloides son de

los mas nombrados debido a su gran uso en distintas ramas de la industria (Rojas, 2015).

Alcaloides: Son compuestos organicos de origen natural, nitrogenados con un
nitrégeno intraciclico en su estructura, se derivan generalmente de aminoéacidos,
son casi siempre incoloros, normalmente sélidos a temperatura ambiente,
exceptuando algunos con bases no oxigenadas como la coniina, la nicotina y la
esparteina que son liquidas; la mayoria de alcaloides base son poco solubles en
agua y presentan propiedades farmacoldgicas importantes a dosis bajas (Arango,

2008).

Los podemos encontrar en el 20% de las especies de plantas vasculares, la
mayoria dicotiledoneas herbaceas (Rojas, 2015), estan presentes en todos los
6rganos de la planta que los contiene, pueden estar mayoritariamente en hojas
como es el caso de la cocaina, nicotina, pilocarpina. En flores (copolamina,

atropina), en frutos (alcaloides del opio, peletiarina, coniina), en semilla (piperina,
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arecolina), en cortezas (quinina, tubocurarina), en la raiz (emetina y cefalina)
(Arango, 2008).

En humanos, los alcaloides pueden generar distintas respuestas fisiologicas y
psicologicas gran parte de ellas consecuencia de su interaccion con
neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy toxicos
mientras que a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante
muscular, tranquilizante, antioxidante, antitusivos o analgésicos. Se sintetizan
normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como la

nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina (Garcia & Carril, 2011).

2.3.3. Meétodos de extraccién y purificacion

2.3.3.1.Cromatografia

El proceso consiste en pasar una fase moévil a través de una fase estacionaria.
Siendo la fase movil la mezcla que contiene el compuesto deseado en el solvente,
pudiendo ser un liquido o un gas; la estacionaria que puede ser sélida o liquida, y es
aquella que retrasa el paso de los componentes de la muestra, de forma que los mismos la
atraviesan a diferentes velocidades y se separan en el tiempo. Las diferentes técnicas
cromatograficas se basan en la variedad de afinidades que poseen las sustancias por un
medio movil gas o liquido y un medio absorbente estacionario (papel, gelatina, alimina o

silice) a través del cual circulan (Angurell et al., 2009). La clave de la separacion
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cromatografica es la velocidad con la que se mueve cada sustancia, depende de su
afinidad relativa por ambas fases, lo que se conoce como equilibrio de distribucién

(Unam, 2007).

La purificacion, separacion y aislamiento de sustancias, es una de las aplicaciones
practicas méas destacadas de la cromatografia, por lo que juega un papel importante en
muchos sectores, como la quimica organica, la bioquimica, la quimica analitica, la
quimica ambiental y la quimica alimenticia. Las técnicas méas importantes son la
cromatografia en capa fina, la cromatografia en columna y la cromatografia de gases

(Castro, 2015).

a) Cromatografia en capa fina

Es un tipo de cromatografia que tiene como objetivo el analisis de una mezcla de
componentes, en la cual la fase estacionaria es una capa delgada de un adsorbente, como
por ejemplo gel de silice, alimina o celulosa, situada sobre un soporte plano como una
placa de vidrio, o una lamina de aluminio o de plastico (Angurell et al., 2009). Por ende

se presenta que la fase movil es liquida y la fase estacionaria es en un solido.

La fase estacionaria serd un componente polar y el eluyente serd por lo general

menos polar que la fase estacionaria, por lo que los componentes menos polares seran lo
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que se desplacen con mayor velocidad (Unam, 2007). Cuando el solvente llega a la parte
superior de la placa, esta se saca de la cubeta dejando unos pocos centimetros de la placa
sin correr, se seca, y los componentes separados de la mezcla se visualizan (Castro,
2015). Si los compuestos son coloreados se pueden observar las manchas del componente
a simple vista. Caso contrario existen varios métodos para visualizar las manchas
correspondientes a cada componente de la mezcla, como es el caso de la utilizacion de
luz ultravioleta (UV 254nm o UV 366nm) para observar la placas, uso de reveladores
como los vapores de yodo o emplear reactivos especificos para generar coloracion en las

manchas (Angurell et al., 2009).

llustracién 4. Cromatografia en capa fina
Fuente: (Angurell et al., 2009)

Esta técnica presenta una serie de ventajas ya que es mas simple y los resultados
son facilmente reproducibles. El tiempo que se necesita para conseguir las separaciones

es mucho menor y la separacion es generalmente mejor (Unam, 2007), y se puede elegir
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entre diferentes adsorbentes. Debido a su simplicidad y velocidad, es utilizada a menudo
para monitorizar las reacciones quimicas y también para el andlisis cualitativo de los
productos de una reaccion, ya que permite conocer de manera rapida y sencilla cuantos
componentes existen en una mezcla (Angurell et al., 2009). Lo que hace que sea un

método adecuado para fines analiticos.

b) Cromatografia en columnas

Es una técnica que permite la separacion de mezclas o purificacion de sustancias a

escala preparativa (UGR, 2004).
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llustracion 5. Cromatografia en columna
Fuente: (Angurell et al., 2009)

Para el proceso de cromatografia en columna, se usa una columna de vidrio

vertical que se empaqueta con un sélido adsorbente, pudiendo ser este gel de silice (SiO,)
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o0 alimina (Al,O3), el cual constituye la fase estacionaria. Es importante recalcar que para
evitar que la silica o la alumina queden retenidas en la columna, se rellena esta, poniendo
en el fondo un poco de algoddn o lana de vidrio (UGR, 2004). La muestra en estudio que
se requiere separar se deposita en la columna, sobre el adsorbente y el resto se llena con

el eluyente, el cual es un solvente que representa la fase mévil (Angurell et al., 2009).

La eleccion del disolvente es transcendental para lograr una buena separacién. Por
lo que se utiliza solventes de mayor a menor polaridad para que la elucién de
compuestos sea Optima. Destacando que los solutos de mayor polaridad quedaran mas
retenidos puesto que se adsorben de mejor manera en los centros activos de la fase
estacionaria, mientras que los no polares se eluiran con mayor facilidad, sabiendo
también que la polaridad del compuesto se encuentra determinada por el nimero y

naturaleza de los grupos funcionales presentes (UNAM, 2015).
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llustracion 6. Cuadro de elucién y polaridad de compuestos
Fuente: (UNAM, 2015)
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Dicho solvente pasa a través de la columna por gravedad o bien por aplicacion de
presion, generando un equilibrio entre el soluto adsorbido en la fase estacionaria y el
eluyente que se filtra a través columna. Ya que cada uno de los componentes establecen
interacciones diferentes con la fase estacionaria y con la mdvil, estos serén transportados
a distintas velocidades y se conseguira su separacion. Y se ira recogiendo asi, lo separado

en fracciones diferentes (Angurell et al., 2009).

2.3.4. Métodos cuantitativos

Segin Fernandez (2017) el andlisis cuantitativo establece la concentracion
numérica sobre la cantidad relativa, determinandose esta concentracion en porcentaje, 0

masa absoluta de uno o varios analitos en una muestra.

Dependiendo las propiedades del analito, estos métodos se pueden cuantificar de

la siguiente manera:

e Métodos gravimétricos: estas técnicas son usadas para establecer la masa de
la muestra 0 compuestos que se obtengan de la misma.

e Meétodos volumétricos: el fin de este es determinar el volumen de una
solucion que posea un reactivo que pueda reaccionar con el analito.

e Métodos electroanaliticos: se basa en la medicion de las propiedades
eléctricas que posee analito (potencial, intensidad de corriente o la carga

eléctrica).
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e Métodos espectroscopicos: usa la interaccion generada de la radiacion
electromagnética con el analito. Pudiendo analizar la cantidad de radiacion
absorbida o la emitida por el analito. Las técnicas espectrofotométricas mas
usadas son: espectroscopia infrarroja, espectroscopia visible-ultravioleta,

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Fernandez, 2017).

2.3.4.1.Técnicas mas usadas en deteccién de metabolitos secundarios

2.3.4.1.1. Espectrofotometria UV-visible

Esta técnica involucra la espectroscopia de fotones en la region de radiacion UV
(ultravioleta-visible). Usa la luz en rangos adyacentes y visibles, siendo estos el
ultravioleta cercano y el infrarrojo cercano. Este método es usado para la cuantificacion
de soluciones de iones metalicos de transicion y en compuestos organicos, especialmente
aquellos que poseen un grado alto de conjugacién, ya que estos son capaces de absorber
luz en las regiones del espectro electromagnético visible o ultravioleta. Los solventes
usados en esta técnica son a menudo el agua para los compuestos solubles en agua, 0 a su
vez el etanol para los compuestos organicos solubles. EI fundamento de la técnica es la
ley de Beer-Lambert, la misma que establece que la absorbancia de una solucion es

directamente proporcional a la concentracion de la solucion (Perez, 2017).
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2.3.4.1.2. Cromatografia HPLC

Con el pasar del tiempo se ha investigado sobre la cuantificacion de los
metabolitos utilizando varias técnicas, siendo una de estas la HPLC, misma que los
purifica del extracto, como un paso anterior a la cuantificacion por métodos competitivos
que usan proteinas ligadoras. Es una técnica capaz de separar distintos componentes
presentes es una mezcla, tales como macromoléculas y especies ionicas, productos
naturales labiles, materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos
polifuncionales de alto peso molecular. Entre las técnicas cromatograficas cuya fase
movil es un liquido la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la més

utilizada, especialmente dentro del area de bioquimica y quimica analitica (Castro, 2015).

Esta técnica consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase
movil. La fase movil en HPLC esta formada por un disolvente o por una mezcla de ellos,
los disolventes mas utilizados son agua, metanol y acetonitrilo, cada uno de estos esta
contenido en un recipiente, de vidrio. Los recipientes deben disponer de tapones que
impidan la contaminacion por gases o particulas en suspension presentes en el aire del
laboratorio. Para evitar flujos inestables, la formacion de burbujas o la interferencia de
particulas extrafias los disolventes deben estar filtrados y desgasificados (Castafios,

2015).
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La muestra a analizar es forzada a pasar a traveés de la columna por un liquido,
mediante bombeo a elevada presion. Esta muestra se introduce en pequefias cantidades y
sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas
o fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la columna. Luego pasan
mediante un detector que genera una sefial que indica la concentracion de soluto que esta
saliendo. Este proceso de difusion dentro la columna comporta la aparicién de picos

anchos y pérdida de resolucién (Castro, 2015).

Manipulator

Samples to fractionate
Sample injector
Switching valve

—»= Fluids circulation

Solvents

Detector (i.e. UV-vis)

Solvent B pump 4+

Solvent A pump Separatory column

Fractions collector

Waste Vials containing fractions

Mixer

Valve
Degasser
High-pressure pump Purging pump

lustracion 7. Equipo de HPLC con sus partes
Fuente: (Castafios, 2015)

2.3.5. Antioxidantes

2.3.5.1.Antioxidantes en la naturaleza

Segun Colina (2016) las plantas han ido desarrollando mecanismos de defensa

ante varios estimulos del ambiente; generando distintas respuestas, las mismas que se
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activan ante factores bidticos como patdgenos, plagas y simbiontes; o factores abidticos
como temperaturas bajas o altas, radiacion, salinidad y mé&s. Entre estos sistemas de
respuesta se encuentra la sintesis de fitoquimicos y antioxidantes, cumpliendo estos

compuestos varias funciones importantes como:

- Atrapadores de radicales libres
- Estabilizadores

- Protectores del ADN y proteinas frente al estrés por oxidacion

Los antioxidantes naturales son principalmente, los compuestos fendlicos. Los
mas utilizados son, el &cido ascorbico (vitamina C) y sus derivados (ascorbato sédico,
ascorbato de calcio), los tocoferoles, los &cidos fendlicos y los flavonoides. Otros
compuestos presentes de forma natural también con actividad antioxidante son
carotenoides y compuestos nitrogenados como los alcaloides, aminoacidos, aminas y

ciertas proteinas.

2.3.5.2.Radicales libres

Los radicales libres o también conocidos como especies reactivas de oxigeno, son
atomos o moléculas que poseen uno 0 mas electrones no pareados en el orbital mas

externo, lo que produce una gran reactividad en dicha estructura. Dando lugar a que estos
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intervengan con gran eficacia y rapidez en un sinnimero de procesos bioquimicos a nivel
celular (Lima, 2004). Estos actlan como agentes oxidantes y son la causa de
envejecimiento al combinarse con moléculas como el ADN y proteinas (Benavidez et al.,
2009).

Los radicales libres se producen continuamente en el organismo, por las
reacciones bioquimicas de 6xido-reduccion con el oxigeno. Y se forman mediante una

ruptura homolitica y por reacciones de transferencia de electrones (Colina, 2016).

2.3.5.3.Estrés oxidativo

En los Gltimos afios se ha venido generando una verdadera revolucién dentro de
las investigaciones relacionadas con el estrés oxidativo, debido a la relacion que se cree
existe entre éste y el envejecimiento. A pesar de que esto aun no ha podido convertirse en
una ley, existe evidencia de resultados, que permiten fundamentar que la mayoria de las
enfermedades crdnicas estdn muy implicadas con el desequilibrio entre los fenémenos de

oxidacion y reduccioén del cuerpo humano (Lima, 2004).

Manifestando que “el estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio
en nuestras células debido a un aumento en los radicales libres y una disminucion de
antioxidantes del sistema endogeno. La alteracion de este equilibrio puede tener diversos

grados de magnitud; en el estres oxidativo leve, las defensas antioxidantes restablecen
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dicho equilibrio, pero en el estrés oxidativo grave se llega a graves alteraciones en el
metabolismo celular. EIl dafio por estrés oxidativo puede ser reversible como irreversible,
eso dependeré de la edad del organismo, el estado nutricional, la efectividad de la defensa

antioxidante y factores genéticos que codifican sistemas antioxidantes” (Colina, 2016).

2.3.5.4. Estrés oxidativo ante la salud

Segin Nufiez (2011) el desequilibrio del sistema oxidativo causa mucho dafio y
deterioro en la salud. Dada esta relacion se han descrito alrededor de 100 enfermedades,
algunas de ellas como, cardiovasculares, cancer, gastricas, respiratorias, neuroldgicas y

del sistema endocrino.

Segin Coronado et al (2015) se podria decir que las enfermedades
neurodegenerativas son de las méas investigadas dentro del contexto del estrés oxidativo.
Por lo que se ha manifestado que el aumento del deterioro de proteinas especificas viene
dado por la presencia elevada de las especies reactivas de oxigeno. También, en algunas
zonas del cerebro se produce una disminucién de algunos metales de transicién (Fe*? —
Fe*®) propias del efecto oxidativo, lo cual causa o agrava estas enfermedades. El
metabolismo de glutation, también se ve afectado lo cual se asocia con enfermedades

como parkinson, alzheimer u otras degenerativas del sistema neurologico.
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Mientras que respecto al cancer se sefiala que si los radicales libres afectan el
ADN pueden ocurrir mutaciones que en su momento se transforman en células
cancerosas. Las de tipo cardiovascular tienen amplia evidencia. La oxidacion de las
células del LDL colesterol parece representar la “llave maestra” en el desarrollo de la
ateroesclerosis, en tanto pueden ser citotoxicas de las células endoteliales y bajar la
motilidad del tejido macrofagico (Coronado, Salvador, Gutiérrez, Vazquez, & Radilla,

2015).

2.3.5.5.Determinacion de la capacidad antioxidante

Existe una gran variedad de métodos y técnicas para determinar la capacidad

antioxidante de una sustancia. Entre los mas conocidos estan:

v' Método FRAP, que se basa en la capacidad de los polifenoles de reducir
moléculas de Fe Ill a Fe Il, el mismo que forma un complejo azul con la
molécula tripidil triazina (TPTZ) que puede ser monitoreado por absorbancia

a593 nm.

v' Método ORAC: se fundamenta en el descenso en la emision de fluorescencia
de la proteina ficoeritrina producido por el generador de radicales peroxilos,
AAPH (2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro). La inhibicion de esta
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v

generacion por un compuesto antioxidante es una medida de su actividad

antioxidante (Krishnaiah et al., 2010).

Método ABTS: el mismo que monitorea la desaparicion del cation ABTS*+
(2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6- sulfonico &cido) generado previamente
por la oxidacion del ABTS, por el descenso de absorbancia, debido a la
presencia de compuestos capaces de interactuar con el radical. Este ensayo
mide la capacidad antioxidante total, tanto de sustancias lipofilicas como
hidréfilas. Y como control positivo para este ensayo se utiliza Trolox, un

analogo hidrosoluble a la vitamina E (Krishnaiah et al., 2010).

Método DPPH: el método del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
es el mas usado (Colina, 2016). Segun Tobergte & Curtis (2013) este
método fue propuesto por Blois, en 1958. Este demostrd por primera vez
la capacidad del radical libre DPPH para aceptar un atomo de hidrégeno
proveniente de una molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo, es un radical libre estable ya que posee una deslocalizacion de
un electron desapareado sobre la molécula completa, dando lugar a que la
molécula no se dimerice, como es el caso de la mayoria de los radicales
libres. Pudiendo observar como en ensayo de DPPH, la deslocalizacion

del electron también intensifica el color violeta intenso tipico del radical,
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el cual absorbe en metanol a 517 nm. Y cuando la solucion del mismo
reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un &omo de
hidrdgeno, el color violeta se desvanece. Por lo que el cambio de color es
analizado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion

de los parametros de las propiedades antioxidantes.

{ -~ O:N
0N Anti—-Oxidant ] ﬁ
- . 2N - ~
—~< /\ NO: I— "l M N N2
( /, \: Herbal extract \ y O:N
DPPH radical Reduced DPPH

llustracion 8. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante
Fuente: Colina, 2016

La técnica ha tenido variantes, pero el principio siempre ha sido el mismo por lo
que los resultados también se han representado de distintas maneras. Pero la mayoria de
los estudios los expresan como el valor de la concentracion maxima de la media
inhibitoria, 1C50, definido como la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la
concentracion inicial de DPPH al 50%. EI mismo que es calculado mediante un grafico

de porcentaje de inhibicion vs la concentracion del extracto (Tovar, 2013).
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CAPITULO 3

MARCO METODOLOGICO

3.1.Tipo y disefio de investigacion

El presente estudio es de caracter cuantitativo, debido a que se realizo la
medicién de la capacidad antioxidante, variable dependiente del estudio. De acuerdo al
alcance de la investigacion es aplicada, mientras que en relacién al nivel de investigacion
es de caracter descriptiva, debido a que no se aplica ningun estimulo dentro del desarrollo
del estudio y se basa en un método netamente analitico ya que con los datos recopilados

se realizara una comparacion entre los productos antioxidantes.

En cuanto al disefio de investigacion, es combinado, de caracter documental

elaborado mediante la revision bibliografica y de campo debido a que no se altera o

manipula las variables, realizando experimento alguno.

3.2.Poblacién y muestra

Se consider6 como poblacion de estudio, el terreno de tres hectareas de la sefiora

Teresa Santic Tuist, ubicada en el canton Limon-Indaza, provincia de Morona Santiago.
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Esta poblacion se caracteriza por ser homogénea dado que se encuentra en el mismo piso

climético y el espacio es homogéneo de la misma propiedad.

Establecida la poblacion se procedié a tomar una muestra estratificada, de los
arboles de ayahuasca, asegurandose que posea caracteristicas apropiadas para el
respectivo estudio. Con este grupo seleccionado se realizd una segunda clasificacion,
tomando una submuestra estratificada, de hojas y tallos, descartando la materia vegetal

que presentaba dafios en su estructura 'y toda materia extrafia que pudiese estar presente.

3.3.Variables

a) Independientes

e La variable independiente trabajada en este estudio son los metabolitos
secundarios presentes en la muestra vegetal

b) Dependientes

e La variable dependiente identificada en la presente investigacion es la capacidad
antioxidante que poseen los productos del estudio

c) Intervinientes

Se da a conocer las variables controladas para no influir en los resultados de las

variables dependientes:

e Tiempo de maceracion aplicado en la muestra vegetal, aplicando un solo tipo

de planta
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e Un solo tipo de planta
e Condiciones geogréficas de la recoleccion de la planta
e Un solo método de cromatografia en columna
e Caracterizacion de los metabolitos secundarios mediante una marcha
fitoquimica
d) Extrafas
e Las variables extrafias se presentan como las condiciones ambientales en las

cuales se desarroll6 la muestra vegetal

3.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Dentro de la investigacion, se utiliz6 como técnica el andlisis documental y
andlisis de contenido de: tesis, libros, revistas cientificas etc., utilizando diversos
instrumentos como bases de datos, navegadores, programas de referencia y unidades de
almacenamiento. Otra técnica utilizada también fue la observacion no estructurada cuyos

instrumentos fueron fotografias, videos y diario de campo.

3.5.Tecnicas de procesamiento y analisis de datos

Para la interpretacion de los datos recolectados y obtencion de resultados, se

utilizé6 un analisis estadistico descriptivo, dado que los datos fueron representados
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mediante tablas y gréficas. Pero también inferencial debido a que se aplicd un disefio

completamente al azar, para aprobar o rechazar la hipotesis planteada.

3.6. Procedimiento

Para el cumplimiento de los objetivos especificos, se llevd a cabo distintas
actividades, las mismas que se encuentran divididas por 4 fases. Las mismas que se

describen a continuacion:

e Fase 1. Recoleccion de la muestra

En esta fase se describira todas aquellas actividades realizadas para el
cumplimiento del primer objetivo especifico descrito en esta investigacion. Por lo que
esta fase abarca, la identificacion de poblacidén y toma de la muestra, preparacion de la

misma y la obtencion del extracto etanolico total mediante el proceso de maceracion.

3.6.1. ldentificacion de poblacion y toma de muestra

Una vez identificada la poblacion que se establecio en una zona selvatica de facil
acceso, de la propiedad perteneciente a la sefiora Teresa Santic Tuist, ubicada en la

parroquia rural Yunganza del Canton Limon-Indaza, provincia de Morona Santiago, la
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misma que abarca un espacio territorial de 2 hectéreas, con varios cultivares en los que se
encuentra una cantidad de tres arboles de ayahuasca. Se procedio a la toma de la muestra
siendo esta, hojas y tallos recolectados directamente de un solo arbol de esta especie.
Para este proceso de seleccion se tomo en cuenta lo descrito por Londofio (2015), que
manifiesta que la mayor parte de metabolitos que poseen capacidad antioxidante se

encuentran en las partes aéreas de la planta.

Morona Santiago

Limoén — Indanza

llustracion 9. Mapa de la zona de recoleccion de la muestra en estudio
Fuente: La autora

3.6.2. Preparacion de la muestra

Las hojas y tallos de la especie B. caapi, fueron lavadas y seleccionadas, mediante
el método de percepcion descrito por Espinoza (2015), el mismo que hace referencia a la
evaluacion de la muestra, mediante los 6rganos sensoriales teniendo en cuenta: tamafio,

morfologia, olor, color y fractura de los érganos vegetales. Dejando asi aquellas partes
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que estuvieran en mejores condiciones, desechando las afectadas por distintos factores.
Posteriormente fueron lavadas con agua ultra pura y llevadas a la estufa, a una
temperatura de 40 °C, por un tiempo de 48 horas, para obtener la muestra completamente

Seca.

llustracion 10. Hojas y tallos de ayahuasca, lavados

Fuente: La autora

3.6.3. Obtencion del extracto etandlico total

Para el proceso de extraccion, se utilizd la técnica de maceracion, identificando
las caracteristicas de la misma, para plantear un protocolo, debido a que no habia uno
especifico para la planta, por lo que se procedi6 a obtener un macerado con una
concentracion 3:1 (peso solvente/ peso material vegetal), 510 g de etanol al 96% y 170 g
de materia vegetal seca. Esto se realiz6 en 4 distintos frascos ambar de vidrio y se lo dejo

reposar por 7 dias, con agitacion constante, evitando exponer el macerado a luz directa.
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Al cabo de este tiempo se realizd el proceso de obtencion del extracto etandlico
total, ETT, siguiendo el protocolo descrito por Castro (2015) (Figura No. 11). El mismo
que se desarrolla en los siguientes pasos; (1) el macerado se filtr6 al vacio, obteniendo un
filtrado liquido y un residuo de hojas y tallos (Figura No. 12a). (2) Se concentrd el
filtrado liquido en el rotavapor para extraer el solvente, obteniendo 1010 ml de ETT
(Figura No. 12b) el mismo que posteriormente fue sometido a la extraccion de clorofila

siguiendo el protocolo descrito por Cortez et al. (2017).

llustracion 11. ETT, previo al proceso de filtracion.

Fuente: La autora

a)

llustracion 12. a) Filtracion del extracto; b) evaporacion del solvente/ rotavapor

Fuente: La autora
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e Fase 2. Caracterizacion cualitativa

Esta fase de caracterizacion, abarca la purificacion, fraccionamiento y tamizaje

fitoquimico del extracto.

3.6.4. Fraccionamiento y purificacion del extracto

Una vez obtenido el extracto libre de clorofila, se procedio a la purificacion del
mismo mediante la técnica de cromatografia en columna fase normal. Siguiendo el
protocolo establecido por la autora, que es uno modificado del de Castro (2015) con,

tiempos y solventes.

Para esta técnica se utilizd como fase estacionaria silica gel de 60 MESH para CC
y como fase mavil, distintos solventes en orden de polaridad ascendente: cloroformo,

etanol, metanol y agua.

Se us6 una columna de vidrio para cromatografia, colocando al fondo de esta, una
pieza delgada de algoddén seguida de lcm de arena fina, para ayudar a dar mejor
compactacion en el proceso. Posterior a esto se introdujo 15g de silica gel, seguida de
30g de solvente, y se dejo caer el eluyente para que el adsorbente (fase estacionaria)

quede hidratado y bien empaquetado (Figura No. 13a). Una vez preparada la columna se
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coloco 10 ml de ETT, con solvente (Figura No. 13b). EIl extracto pasa a través de la
columna debido al efecto de la gravedad, estableciendo un equilibrio entre el soluto
adsorbido en la fase estacionaria y el solvente que fluye por la columna, obteniendo asi

las fracciones respectivas (Figura No. 13c).

c)
llustracion 13. a) Preparacion de la columna; b) Columna con ETT; ¢)
Purificacion
Fuente: La autora

3.6.5. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Con cada una de las 4 fracciones obtenidas tras la cromatografia en columna

(Figura No.14) se realizd la respectiva marcha fitoquimica tomada del protocolo de

Castro (2015) para determinar la presencia de metabolitos secundarios.
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llustracion 14. ETT y fracciones cloroférmica, metandlica, etandlica y acuosa

Fuente: La autora

3.6.5.1.Prueba de alcaloides/Ensayo de Dragendorff

Para la identificacion de alcaloides se realiz6 el ensayo de Dragendorff con el
reactivo de tetrayodo bismuto de potasio. Esta prueba segun Palacios (2012), esta basada
en la capacidad que tienen los alcaloides de mezclarse con metales pesados (bismuto,

mercurio, tugsteno) y formar precipitados.

Para el proceso de cualificacion se colocé 1 ml de extracto en un tubo de ensayo,
evaporando el solvente a 55°C en bafio Maria se afiadié 1 ml de HCI al 1% y finalmente
se adiciond 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Considerando la prueba positiva con la

formacion de un precipitado rojo o anaranjado.
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3.6.5.2. Identificacion de flavonoides/ Prueba de Shinoda

Para la identificacion de flavonoides se realiza la prueba de Shinoda, la misma
que se fundamenta en el cambio de coloracion que se da tras la reaccion del metal con el

HCI, formando un hidrégeno y reduciendo el ion flavilio (UNP, 2009).

Siguiendo el protocolo, se colocd 1 ml de extracto en un tubo de ensayo, 1 ml de
HCI concentrado y un pedazo de cinta de Mg metalico, al pasar 5 minutos se agité con 1

ml de alcohol amilico y se dejo reposar hasta observar una separacion de fases.

El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,

naranja o rojo.

3.6.5.3.1dentificacion de saponinas/ Prueba de espuma

Para la identificacion de saponinas se utiliz6 la prueba de espuma, la misma que

se fundamenta con el poder tensoactivo que tienen algunos compuestos, que al ser

disueltos en agua disminuyen su tension superficial, y al ser agitados, forman una espuma

abundante, relativamente estable (UNP, 2009).
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Para el proceso, se colocé 1 ml de extracto en un tubo de ensayo y se diluyé con 5

ml de agua destilada y agit6 fuertemente.

La prueba se considera positiva con la formacion de espuma sobre la superficie
del liquido, de 0,5 cm de altura aproximadamente que permanece por un tiempo de 2

minutos.

3.6.5.4.1dentificacion de taninos/ Prueba de tricloruro férrico

El fundamento de esta prueba lo establece Guerrero (2013) manifestando que la

prueba de fenoles con tricloruro férrico, forma un complejo con Fe (I11), generando una

coloracion intensa.

Para esta prueba se colocd 2 ml del extracto en un tubo de ensayo y se adicion6

tres gotas de tricloruro férrico al 5%.

Un ensayo positivo genera la siguiente informacion, coloracion verde intenso

taninos del tipo pirocatenolicos mientras una coloracion azul manifiesta la presencia de

taninos pirogalactanicos.
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e Fase 3. Cuantificacion de metabolitos

De los metabolitos revelados en la marcha fitoquimica, se realizo la cuantificacion
de cuatro de ellos, sobre todo aquellos que pudieran poseer capacidad antioxidante, como
alcaloides, saponinas, taninos y flavonoides. Recalcando que todos los procesos

analiticos fueron realizados por triplicado.

3.6.6. Cuantificacidn de saponinas

Para el andlisis de saponinas se cuantificé la fraccion tanto etandlica como
metanolica, dado que en el tamizaje fitoquimico esas fracciones eran las que poseian este

metabolito.

Se cuantifico utilizando la técnica de columna invertida con metanol y aceto

nitrilo en HPLC, siguiendo el presente protocolo:

3.6.6.1.Preparacion de las muestras

Se prepararon disoluciones 1:10 de cada fraccion, tanto para la etandlica y la
metanolica, con una mezcla de acetonitrilo y metanol puro. Se coloc6 150 pL del extracto

fraccionado, y 1350 pL de la mezcla en tubos cénicos.
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3.6.6.2.Andlisis de las saponinas en la fraccion etandlica y metanélica

Para el andlisis, se utiliz6 un cromatografo HPLC (Waters 1525 Binary HPLC
Pump). Se evalud la solucion metanol: acetonitrilo como fase movil para obtener una
mejor separacion, y con el estandar de saponinas al 30% de S 452, perteneciente a la
saponaria quillaja, en concentraciones de 10, 20,25 y 50 ppm, se compard tiempos de

retencién y areas, recolectando los picos de interés para la interpretacion de resultados.

El monitoreo de la cromatografia en todos los casos fue realizado con un detector

UV a una longitud de onda de 207 nm.

3.6.6.3.Célculos

Par los céalculos se utiliz6 la formula descrita por Lozano et al. (2012).

En donde:

X= % de saponinas presentes en el extracto
A= area total de la muestra

B=area total del estandar

E= % de pureza del estandar
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3.6.7. Cuantificacion de Alcaloides

La cuantificacion de alcaloides se realizé a partir de las fracciones cloroférmica y
etandlica, siguiendo el método planteado por Shamsa et al. (2008), el mismo que se basa
en la reacciéon de alcaloides nitrogenados, con el reactivo de BCG (verde de
bromocresol), resultando de esto, la formacion de un complejo alcaloide-BCG,

susceptible a espectrofotometria a 470 nm.

3.6.7.1.Formulacion de la curva de calibracion

Para la preparacion de la curva de calibracion se elabord 6 distintos patrones de
andlisis, con alicuotas de la solucién estandar de atropina y un blanco, como se muestra

en la siguiente tabla.
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Tabla 3. Preparacion de estandares para la curva de calibracion

Solucion  Solucion  BCG

atropina  Na;HPO,
Blanco - 5ml 5ml
Patron 1 0,5ml 5ml 5ml
Patron 2 0,8 ml 5ml 5ml
Patron 3 1,0 ml 5ml 5ml
Patron 4 1,2 ml 5ml 5ml
Patron 5 1,5ml 5ml 5ml
Patron 6 2,0ml 5ml 5ml

Fuente: (Shamsa et al. 2008)

Cada solucién fue analizada en el espectofotometro de UV — VIS (Jasco V- 630), y

se midié la absorbancia a 470 nm, del complejo formado y disuelto en cloroformo frente al

blanco preparado.

3.6.7.2.Anélisis de la muestra

Para la cuantificacion de las muestras, se emple6 el mismo procedimiento

anterior, sustituyendo el volumen del estandar de atropina por 5 ml del extracto a

analizar.
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3.6.7.3.Célculos

Los célculos e interpretacion de resultados, fueron realizados a través de la curva
de calibracion que posee un coeficiente de correlacion de 0.9898, obtenida con las

absorbancias y las cantidades de atropina en cada estandar.

3.6.8. Cuantificacion de flavonoides

De las fracciones etandlica y metandlica se procedi6 a cuantificar los flavonoides
por medio del método de Feltrin et al., (2012) con modificaciones de Rojas, Jaramillo, &
Lemus (2015) en su libro “Métodos analiticos para la determinacion de metabolitos
secundarios de plantas”, el fundamento de esta metodologia esta basado en la reaccion de
los iones aluminio con los flavonoides en medio alcalino y en presencia de nitrito de

sodio, forméandose un complejo de color rojo.

3.6.8.1.1. Preparacioén de la curva de calibracion

A partir de una solucion de quercetina de 200 mg/l, se elaboran soluciones

estandares, las mismas que tienen concentraciones de 10, 20, 25, 40, 50, 80 y 100 mg/I.
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3.6.8.1.2. Andlisis de la muestra

Se coloco 0,5 ml del extracto a analizar en un tubo de ensayo, agregando 1 ml de
AICl;3 al 2% y 1,5 ml de metanol. Esta solucién se dejoé en reposo por 1 hora, para su

posterior lectura en el espectrofotometro de UV — VIS (Jasco V- 630), a 420nm.

3.6.8.1.3. Célculos

Para realizar los célculos correspondientes se utilizé las concentraciones de
flavonoides en las muestras, utilizando la ecuacion de la curva de calibracién con un
coeficiente de correlacion de 0.9984. Y con la expresion matematica extraida del método
usado por Venegas (2012), se expresd las concentraciones como mg equivalentes a

quercetina/g de tejido seco de la especie vegetal.

_Am x Py x5
A,

x 100

Donde:

X= Contenido de flavonoides totales expresados como quercetina (%).
Am = Absorbancia de la solucién muestra (nm)

PR = Peso de la sustancia de referencia (g)

AR=Absorbancia de la solucion de referencia (nm)
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3.6.8.2.Cuantificacion de taninos

Para la cuantificacion de taninos en las fracciones; cloroférmica, etandlica y
metandlica de B. caapi, se utilizé el método Folin-Ciocalteu, el mismo que es usado
como medida de la concentracion de compuestos fendlicos totales en productos vegetales.
Este se fundamenta en que los compuestos fendlicos, en este caso los taninos, reaccionan
con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a un pH bésico, formando un cambio de coloracion, la
misma que es susceptible de determinacion espectrofotométrica a 750 nm. La reaccion se
da ya que este reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en
acido fosférico y reacciona con los compuestos fenolicos, que poseen grupos OH,
presentes en la muestra. El &cido fosfomolibdotingstico, el mismo que se encuentra
formado por las dos sales en el medio &cido, de color amarillo, se reduce por los grupos

fendlicos, lo que da lugar a un complejo azul intenso (Garcia, et al 2015).

3.6.8.2.1. Elaboracion de la curva de calibracién

e Solucion Blanco: Se mezcld 4 ml de agua destilada, con 250 pL de reactivo
Folin — Ciocalteu, dejando reposar por un lapso de dos minutos, seguido se

afiadi6é 750 pL de carbonato de sodio al 20% v/v.
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e Solucione madre: Se preparé 100ml de una solucion de &cido galico en etanol
al 96%, con una concentracién de 200 ppm, a partir de la cual se obtuvo 6
soluciones de 25 ml con concentraciones de 2, 25, 50, 100, 150, 200 ppm.

e Soluciones patron: Se colocd 50 pL de cada solucion preparada, 3950 pL de
agua ultra pura, 250 pL de reactivo Folin-Ciocalteu, dejando en reposo por
dos minutos, afadiendo posteriormente 750 puL de carbonato de sodio al 20%

viv.

3.6.8.2.2. Anélisis de la muestra

Siguiendo el procedimiento antes descrito, se llevé a cabo la preparacion de las
muestras agregando 150 pL de cada fraccion y dejando reposar mediante una hora con
agitaciones contantes de cada 15 minutos, fueron llevadas al espectrofotometro UV —

VIS (Jasco V- 630), para medir su absorbancia.

3.6.8.2.3. Calculos

Para realizar los calculos correspondientes se utilizé la ecuacion de la curva de
calibracion de acido galico, la misma que posee un con coeficiente de correlacion de

0.9986.
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e Fase 4. Capacidad antioxidante

3.6.8. DPPH

Se analiz6 la capacidad antioxidante de los 4 metabolitos estudiados posterior a su
aislamiento por medio de ultrasonido (flavonoides y taninos) y liofilizacion (alcaloides y
saponinas), ademas del extracto etandlico total y una solucion de N — acetil cisteina,
farmaco antioxidante comercial, mediante el método de Brand-Williams et al. (1995) el
mismo que establece la accion inhibidora del radical libre 1,1-difenil-2-picril hidracilo,
més conocido como DPPH. Dado que el radical tiene un electron desapareado y es de
color azul-violeta, cuando reacciona con una sustancia antioxidante cambia su coloracién
hacia amarillo palido. Para este ensayo se mide la absorbancia mediante

espectrofotometria a 517 nm (Rojas et al., 2015).

3.6.8.1.Curva de calibracion:

Posterior a la preparacion de las soluciones de DPPH a 200 ppm, vitamina C a
400 ppm y N — acetil cisteina 400 ppm. Se procede a realizar la curva de calibracion, se
utiliza al &cido ascérbico como patrén, se preparan soluciones de las siguientes

concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50, 80 y 100 ppm, a partir de la solucion de vitamina C
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de 400 ppm, la lectura de estas soluciones en el espectrofotometro UV — VIS (Jasco V-

630) se lo realiza a una longitud de onda de 517 nm.

3.6.8.2.Preparacion de soluciones de las fracciones:

Para preparar las soluciones patrones de las diferentes fracciones, extracto

etanolico total y de la solucion N- acetil cisteina, se utilizo las siguientes diluciones:

Tabla 4. Preparacion de soluciones patrones

0
Erascos ML(JSIs)tra D(I:nPI)H Etan((:llI )96 Yo
Blanco - 2,9 100

1 1 2,9 99

2 5 2,9 95

3 10 2,9 90

4 20 2,9 80

5 50 2,9 50

6 80 2,9 20

7 100 2,9 0

Fuente: La autora
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3.6.8.3.Andlisis de la muestra:

Se protege de la luz con papel aluminio, se deja en reposo por 30 minutos en
constante movimiento. Se leen las absorbancias a 517 nm. También se leen las

absorbancias de los blancos y el patron de referencia.

e Preparacion del blanco de patrén: El blanco se prepara adicionando en un
tubo de ensayo una mezcla de etanol: agua 2:1.

e Preparacion del patron de referencia: Se prepara con 1,5 ml de DPPH y
0,5ml de agua destilada,

3.6.8.4.Céalculos

Con las absorbancias recopiladas y la concentracion de cada solucion ensayada, se
genera una ecuacion mediante regresion lineal, que nos permite calcular el porcentaje

captacion de radicales libres, el mismo que es calculado mediante la siguiente formula.

Capacidad Antioxidante = [1-(A2-A3)/A1]x100
% Captacién de Radical Libre

D| ‘n\ju:

Al= Absorbancia del patrén de referencia
A2= Absorbancia de la muestra

A3= Absorbancia del blanco de muestra
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

e Fase 1. Recoleccion de la muestra

4.1.0btencién del extracto etandlico total

Tabla 5. % rendimiento de extraccion

Muestra Solvente Macerado ETT %
Vegetal == )y (m)  (ml) rendimiento
seca (g)

680 2040 1840 1010 36.95

Fuente: La autora

En la Tabla 5, se puede evidenciar que tras el proceso de maceraciéon de la
muestra vegetal, con etanol al 96%, la filtracion y evaporacidn del solvente, se obtuvo un
extracto etanolico total de 1010 ml con un rendimiento de extraccion del 36.95 %. Siendo
este resultado corroborable con lo descrito por Escoto et al. (2016) que manifiesta que
se da un mejor rendimiento de extraccién con la maceracion etandlica cuando se desea

obtener extractos vegetales a partir de las partes aéreas de la planta.
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e Fase 2. Caracterizacion cualitativa

4.2. Fraccionamiento y purificacion del extracto

Tras el proceso de purificacion del ETT, se obtuvo cuatro distintas fracciones
siendo estas cloroformica, etanolica, metandlica y acuosa. Con un volumen de 25, 35, 35
y 40 ml respectivamente, a partir de 15 ml de extracto. Se escogié estos solventes
teniendo en cuenta lo descrito por Chang et al. (2013) en donde propone que la seleccion
de los mismos es de vital importancia para una buena separacion y purificacion de los
compuestos. Por lo que dadas sus distintas polaridades, arrastran diferentes metabolitos
como lo manifiesta Castro (2015), determinando que los alcaloides tienen gran afinidad
con compuestos de menor polaridad como cloroformo, éter y acetona, los fenoles con

alcoholes, mientras que las saponinas con agua, metanol y etanol.

4.3.Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Tras las pruebas colorimétricas realizadas en el tamizaje fitoquimico del extracto
etanolico total y las cuatro fracciones purificadas, se determind que la planta B. caapi
muestra una gran diversidad de metabolitos secundarios siendo estos flavonoides,
taninos, saponinas, alcaloides, triterpenos y cumarinas, los mismos gque se encuentran
presentes en las distintas fracciones etandlica, metandlica, cloroférmica y acuosa. Como

se puede evidenciar en la siguiente tabla.
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Tabla 6. Caracterizacion cualitativa de la planta B. caapi

Metabolito ETT Fraccion Fraccibn  Fraccion  Fraccién
cloroformica etandlica metandlica  acuosa

Alcaloides + + + + -
Flavonoides + - + + -
Saponinas + + + + +
Taninos + + + + -
Lactonas + + + + -
Cumarinas + + + + +
Triterpenos + - + + +

La caracterizacion cualitativa se corrobord con el estudio realizado por Castro et
al. (2016) “EFECTO DE LA
PSYCHOTRIA VIRIDIS, BINOMIO AYAHUASCA, EN EL HIPOCAMPO DEL
CEREBRO DE RATAS?”, siendo este el unico estudio de la planta, que determina la
presencia de otros metabolitos que no sean los alcaloides. Destacando que el autor

ademas de identificar los metabolitos encontrados en el presente andlisis, también

(+) Presencia; (-) ausencia.
Fuente: La autora

manifiesta la presencia de antraquinonas.
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e Fase 3. Cuantificacion de metabolitos secundarios

4.4 Determinacion cuantitativa de metabolitos secundarios

4.4.1. Cuantificacion de alcaloides

Tabla 7. Cuantificacion de alcaloides en la fraccién etanolica y cloroformica

mg mdge/g Desviacion
Fraccion Absorbancia Promedio atropina/ d
roga +
mL
cruda
Etandlica 1562 1501 1,525 1,529 0,753 11,21 0,03
Cloroférmica 1,689 1,701 1,756 1,715 1,035 20,69 0,04

Fuente: La autora

En la Tabla 7, se presenta los resultados de la cuantificacién de alcaloides totales
en las fracciones etandlica y cloroférmica, manifestados como mg/ g de droga seca,
concluyendo que en comparacion a la fraccion etandlica la cloroférmica es la que méas
contenido de alcaloides presenta, siendo 20,69 mg/g. Incluso mas que en una fraccién
etérea como lo presenta Chuquimarca (2015) en su estudio “DISENO, ELABORACION,
Y CARACTERIZACION DE MICROPARTICULAS DE SEMDDS (SISTEMAS DE
LIBERACION DE FARMACOS AUTOMICROEMULSIONABLES) CARGADAS

CON LOS ALCALOIDES TOTALES DE Banisteriopsis caapi”. Realizado en la ciudad
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de Riobamba, el mismo que cuantifica los alcaloides de la ayahuasca en un extracto
etéreo dando como resultado 13.02 mg/ g de droga seca. Actualmente no se registran
reportes sobre la cuantificacion de alcaloides totales en B. caapi, pero si varios sobre
alcaloides especificos como la harmina, la misma que esta descrita en el estudio de
Gibbons (2013) titulado “Natural Product (Fungal and Herbal) Novel Psychoactive

Substances” en el que presenta que la planta posee 5.01 mg/g de droga seca de harmina.

4.4.2. Cuantificacion de flavonoides

Tabla 8 . Cuantificacién de flavonoides en la fraccion etandlica y metandlica

Fraccion Absorbancia P . Desviacion mg/L de mg/g de
romedio -
420 nm + guercetina  droga seca
Etandlica 0,95 0,95 0,99 0,96 0,00 3,91 11,27
Metandlica 0,48 050 0,48 0,49 0,00 1,97 6,78

Fuente: La autora

Se puede observar en le Tabla 7 la descripcion de los resultados obtenidos tras la
cuantificacién espectrofotométrica de flavonoides, dando a conocer que la fraccion
etanolica es la que mayor cantidad posee con 3.91 mg/ L de quercetina, en comparacién
con la fraccion metanodlica. Pudiendo recalcar que los flavonoides tienen mayor afinidad
con este compuesto. Dado esto se tomd esta fraccion como parametro de comparacién
con otra especie vegetal siendo esta Thea sinensis L, ya que no se registra cuantificacion
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de flavonoides en la planta de estudio. Venegas (2012), define el té verde, Thea sinensis
L, como una especie rica en flavonoides por lo que la cuantificacion de este metabolito en
extracto etandlico identifico que este tiene un contenido de 1.6 mg/ L de quercetina
pudiendo concluir que la planta amazonica ayahuasca posee mayor contenido de

flavonoides que el té verde.

Cuantificacion de taninos

Tabla 9. Datos obtenidos de la cuantificacién de taninos

., . mg/g
Fraccion Absorbanciaa 750 Promedio Desviacion m,g_Amdo droga

+ galico/ ml
seca
Etandlica 0,18 0,32 0,23 0,244 0,010 129,89 12,989
Metandlica 0,15 0,16 0,17 0,166 0,000 90,05 9,005
Cloroféormica 0,15 0,12 0,09 0,126 0,002 69,52 6,952

Fuente: La autora

A partir de la ecuacion de la curva de calibracion se obtuvo la identificacion de
resultados sobre la cuantificacion de taninos como se muestra en la Tabla 9, la misma que
expresa la cantidad de estos metabolitos en g de acido galico y mg/g de droga seca para
las tres fracciones que fueron cuantificadas; etandlica, metanolica y cloroférmica. Siendo
la etandlica la que mejor resultado presente en cuento a composicion de taninos,
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comparando este hecho con el estudio realizado por Colina (2016), en el que obtuvo un
mejor rendimiento de los mismos en el extracto etanolico, por lo que la autora manifiesta
que “los taninos al ser metabolitos polares son mejor extraidos por solventes de la misma

polaridad”.

Dado el caso anterior en donde no se describe presencia alguna de la
cuantificacion de estos metabolitos se comparé este resultado con la planta Taraxacum
officinalis, dado que se reporta en la misma un gran contenido de taninos, determinando
asi que en el estudio realizado por Jaramillo et al. (2016) “Concentraciones de alcaloides,
glucosidos cianogénicos, polifenoles y saponinas en plantas medicinales seleccionadas en
Ecuador y su relacion con la toxicidad aguda contra Artemia salina”, se cuantifico los
taninos en un extracto etanélico determinando la presencia de 11.70 mg/g de droga seca,
mientras que la ayahuasca tiene 12.98 mg/g de droga seca, teniendo una concentracion

similar.

4.4.3. Cuantificacion de saponinas

Tabla 10. Datos obtenidos tras la cuantificacion de saponinas

Estandar Area total de la muestra Etanol Metanol
25ppm 10652333 10653133 10653169 476 5,4257
50ppm 338614 338234 333484 3,474 5,738

Fuente: La autora
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Basandose que Lozano et al. (2012), manifiesta que la mejor manera de
cuantificar saponinas es mediante el método analitico de HPLC, siendo anteriormente
comparado este, con el método espectrofotométrico Uv-vis y la técnica de prueba de
espuma. Se interpretd los resultados obtenidos tras este método realizado en las
fracciones tanto etandlica como metanolica, siendo la etandlica la que mayor
concentracion de saponinas presenta corroborando este hecho con el estudio realizado por
Jaramillo et al. (2016) en el cual tras el andlisis de seis plantas de su investigacion,
obtiene mayor concentracion de saponinas en este extracto que en el metanélico. O como
es el caso del estudio “Determinacion de saponinas y otros metabolitos secundarios en
extractos acuosos de Sapindus saponaria L. (jaboncillo)”, descrito por Mena (2015) que
presenta el mismo hecho. Pudiendo también comparar la planta de esta investigacion
Ilamada jaboncillo por su alto contenido de saponinas, determinando una concentracion
mayor de este metabolito siendo de 15.05 mg/ g de droga seca a comparacion de la

ayahuasca que presenta 5.88 mg/ g de droga seca.
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e Resultados generales de la cuantificacion de los 4 metabolitos en las

distintas fracciones

Cantidad de metabolitos presentes en cada fraccion obtenida de la
planta B. caapi

25
8 20
a
)
3 15
©
3 10
oo
~
oo
E 5 . I
0 . . .
Etanolica Metanolica Cloroformica Acuosa
® Taninos 12,98 9,005 6,95 0
= Flavonoides 15,27 6,78 0 0
Alcaloides 18,21 0 20,69 0
Saponinas 5,88 4,25 0 0

llustracién 15. Histograma de la cantidad de metabolitos presentes en cada fraccion
obtenida de la planta B. caapi

Fuente: La autora

Como se puede observar en el presente histograma, la fraccion que mas
metabolitos presentd fue la etandlica seguida de la metandlica mientras que la fraccion
acuosa no tuvo presencia alguna de metabolitos. También se puede observar que en la
planta existe una gran cantidad de alcaloides en comparacion con los otros metabolitos
secundarios, siendo las saponinas el compuesto de menor representacion, encontrandose

también flavonoides y taninos como elementos presentes en cantidades considerables.
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4.5.Determinacion de la capacidad antioxidante

Posterior a la validacion del método de DPPH, se obtuvo la capacidad
antioxidante de cada metabolito secundario, asi también como el del extracto etandlico
total, y la del patron de comparacion, N-acetil cisteina. Obteniendo el siguiente
histograma (las tablas de resultados de DPPH, de cada metabolito se pueden observar en

el Anexo D).

% de Actividad antioxidante

090 92,84

Alcaloides Flavonoides Saponinas Taninos ETT FLUMICIL

llustracion 16. Histograma del porcentaje de la capacidad antioxidante de los metabolitos
de interesy ETT

Fuente: La autora

En la determinacion de la capacidad antioxidante, se demuestra que los
flavonoides son aquellos que poseen mayor captacion de radicales libres en comparacion

a los otros metabolitos analizados, teniendo un 89,56% de actividad antioxidante,
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mientras que los taninos presentan un 84,98 %, los alcaloides 68,37%, el extracto
etanolico total 71,65% , las saponinas con 50,26%, y finalmente el patron de estudio con
92,84% recalcando que todos estos presentan una actividad mayor en la concentracion de

100ppm.

Para aprobar lo analizado se valido los resultados obtenidos, con el estudio de
Cabrera et al (2017) “VARIACION DEL CONTENIDO DE ALCALOIDES, FENOLES,
FLAVONOIDES Y TANINOS EN Moringa oleifera Lam. EN FUNCION DE SU EDAD
Y ALTURA” el mismo que realiza la determinacion de la capacidad antioxidante,
empleando el método del radical DPPH, en los metabolitos secundarios de la moringa,
teniendo como grupo de mayor captacion de radicales libres los flavonoides. Los mismos
que poseen esta accion debido a la facilidad que tiene de unirse con polimeros biolégicos,
siendo estos enzimas, ADN vy transportadores de hormonas, de quelar iones metalicos
transitorios, como Fe*?, Cu*?, Zn*?, capturar radicales libres y catalizar el transporte de

electrones (Culebras, Tufion, Martinez, & Gonzalez, 2002).
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4.6.Comparacion de la capacidad antioxidante

4.6.1. Comparacion de la capacidad antioxidante de los metabolitos de interés,

frente al extracto etandlico total

Para cumplir con el objetivo planteado se realiz6 una comparacion estadistica
entre los metabolitos de interés y el extracto etandlico total, elaborando un analisis

estadistico inferencial y uno descriptivo, con la ayuda del software IBM SPSS Statistics.

Para realizar el disefio experimental planteado, se procede a determinar si la
distribucion de los datos es normal a través de la prueba de Shapiro-Wilks, debido a que

el tamafio de la muestra a analizar es menor a 50 datos.

Por lo que para esta prueba se planted las siguientes hipdtesis, las cuales seran
aceptadas o rechazadas segun los resultados del analisis, que se podréa evidenciar en la
Tabla 11.

HO: los datos poseen una distribucion normal

H1: los datos no poseen una distribucion normal
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Como se podra apreciar en la columna grados de significancia, los valores
alcanzados son mayores a los valores de a (0.05) por lo tanto se cocluye que, se acepta la

hip6tesis nula, determinando que los datos tienen un comportamiento normal.

Tabla 11. Prueba de normalidad con Shapiro-Wilks

Shapiro-Wilks
Metabolito Estadistico gl Sig.
Alcaloides 0,880 3 0,324
ETT 0,942 3 0,537
Antioxidante Flavonoides 0,986 3 0,775
Saponina 0,937 3 0,516
Taninos 0,999 3 0,934

Fuente: La autora

Una vez determinado que se cumple el supuesto de normalidad, se procedid a
realizar un analisis inferencial aplicando un disefio completamente al azar (DCA) con un
nivel de confianza de 95%, considerando el factor de entrada a los metabolitos analizados
el mismo que posee 4 niveles méas un testigo, cada uno de ellos con tres repeticiones, y
teniendo como factor de salida la capacidad antioxidante, se establece las siguientes
hipotesis:

Ho: u1= Ho= M. (Las medias de los tratamientos son iguales)

H1: Al menos dos medias de los tratamientos son distintas
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Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 12, donde se puede apreciar el
estadistico p, en relacion con el factor de variabilidad (metabolitos), con un valor de 0, 00
de significancia, determinando que p < 0,05, por lo que se rechaza la hipétesis de
igualdad de varianzas (Ho), concluyendo que existen diferencias significativas entre todos

los diferentes niveles analizados de la variable de entrada.

Tabla 12. ANOVA

ANOVA
Origen Tipo | de gl Media F Sig.
suma de cuadratica
cuadrados

Metabolitos 86170,95 5 17234,191  164553,068 ,000

7

Error 1,047 10 ,105
Total 86172,00 15
4
a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Fuente: La autora

Dado que las diferencias entre los tratamientos son significativas se present6 una
nueva inquietud (los metabolitos analizados son menores o mayores que el extracto
etanolico total), por lo que se procedié a realizar la prueba de Dunnett, a partir de un
intervalo de confianza de 95% como se muestra en la Tabla 13, donde se deduce que

segun el limite superior obtenido en la prueba, los taninos y flavonoides tienen mayor
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capacidad antioxidante que el extracto etandlico total, mientras que las saponinas y

alcaloides poseen una menor capacidad antioxidante que el mismo.

Tabla 13. Prueba de Dunnett

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Antioxidante
T de Dunnett (<control)?

Intervalo de
Q)] ) Diferencia de Desv. Sig. com;lg(r:/:a al
Metabolito Analito  medias (I-J) Error ..
Limite

superior
Alcaloides ETT -3,9933" ,63576 ,000 -2,4258
Flavonoide  ETT 17,5700 ,63576 1,000 19,1375
Saponinas ETT -20,9167" ,63576 ,000 -19,3492
Taninos ETT 12,6333 ,63576 1,000 14,2008

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,606.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan

todos los demas grupos con este.
Fuente: La autora

4.6.2. Comparacion de la capacidad antioxidante de los metabolitos de interés,

frente al patron de estudio, N acetil — cistenina

De igual manera que en el caso anterior, se procedid0 a comparar los cuatro

metabolitos analizados frente al patron de estudio, siendo este N-acetil cistenina,
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utilizando la prueba de Shapiro-Wilks, para comprobar el supuesto de normalidad a partir

de las siguientes hipotesis:

HO: los datos poseen una distribuciéon normal

H1: los datos no poseen una distribucion normal

Como se evidencia en la tabla 14, dentro de la columna grados de significancia,
los valores alcanzados son mayores a los de a (0.05), por lo que se acepta la hip6tesis

nula, determinando que los datos poseen un comportamiento normal.

Tabla 14. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks

Shapiro-Wilks
Metabolito
Estadistico gl Sig.
Alcaloides 0,880 3 0,324
Flavonoides 0,998 3 0,908
Antioxidante Saponinas 0,937 3 0,516
Taninos 0,934 3 0,505
N-ac 0,800 3 0,114

Fuente: La autora

Con el cumplimiento del supuesto de normalidad, se procedié a realizar un
andlisis inferencial de igual manera que el caso anterior, aplicando un disefio
completamente al azar (DCA) con un nivel de confianza de 95%, siendo el factor de

entrada los metabolitos analizados el mismo que posee 4 niveles mas un testigo, cada uno
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de ellos con tres repeticiones, y teniendo como factor de salida la capacidad antioxidante.

Por lo que dentro del DCA, se plantean las siguientes hipdtesis:

Ho: Ma= M= M;.... (Las medias de los tratamientos son iguales)

H1: Al menos dos medias de los tratamientos son distintas

Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 14, donde se puede apreciar el
estadistico p, en relacion con el factor de variabilidad (metabolitos), con un valor de 0, 00
de significancia, determinando que p < 0,05, por lo que se rechaza la hipétesis de
igualdad de varianzas (Ho), concluyendo que existen diferencias significativas entre todos

los diferentes niveles analizados de la variable de entrada.

Tabla 15. ANOVA

ANOVA
Tipo |
de suma )
Origen de gl Med,'? F Sig.
cuadratica
cuadrad
0S
Metabolitos 93%20’7 5 18604,158 14693,293 ,000
Error 12,662 10 1,266
93033,4
Total ’ 1
ota 51 5
a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Fuente: La autora
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Por otro lado, ya que existen diferencias significativas entre los grupos, se genero
varias interrogantes siendo una de estas, si uno de los cuatro metabolitos analizados,
posee mayor capacidad antioxidante que el patron de comparacion, (N-acetil cisteina), se
procedio a realizar la prueba estadistica de Dunnett, la misma que a partir del intervalo
de confianza del 95%, determin6 que dentro de los limites superiores, existen valores
negativos menores a 0, lo que nos lleva a la conclusion que todos los metabolitos

analizados tienen menor capacidad antioxidante que N- acetil cisteina.

Tabla 16. Prueba de Dunnet

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Antioxidante
T de Dunnett

: : I I fi
Q) J) Diferencia de Desv. ntervalo de confianza

Metabolito Analito  medias (I-J) Error Sig. . ?I 95% :
Limite superior
Alcaloides N ac -25,1867" 87247 ,000 -22,6554
Flavonoide N ac -3,9900 87247 ,003 -1,4587
Saponinas N ac -41,3800" 87247 ,000 -38,8487
Taninos N ac -7,3900" 87247 ,000 -4,8587

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,142.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los
demas grupos con este.

Fuente: La autora
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Finalmente, para corroborar los resultados obtenidos se realiz6 un anélisis
descriptivo, plantedndose un diagrama de caja y bigotes, el mismo que representa
graficamente que N acetil-cisteina posee mayor capacidad antioxidante que los
metabolitos de interés y el extracto etandlico total, diferenciando al metabolito flavonoide

como uno de los metabolitos con capacidad antioxidante casi similar al de N-acetil-

cisteina
Diagrama de cajas Simple de Antioxidante por Analito
100,00
e -
80,00
———
2 b
E 60,00
- A
=
e ——
=
<<
40,00
20,00
00
Alcaloides ETT Flavonoide Saponinas Taninos A Flumi
Analito

llustracion 17. Diagrama de caja y bigotes

Fuente: La autora
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se obtuvo un extracto etanodlico total, mediante la maceracién con etanol al
95%, evidenciando que el porcentaje de rendimiento de extraccion de la planta
B. Caapi es de 36.95 % considerando este un porcentaje alto dentro de los

rangos descritos por otros autores.

En el tamizaje fitoquimico de los metabolitos secundarios analizados en las
distintas fracciones purificadas del ETT, de B. caapi se determind la
presencia de varios metabolitos como alcaloides, saponinas, flavonoides,

taninos, lactonas, cumarinas y triterpenos.

Cualificadas las fracciones se observé que en la cloroférmica hay presencia de
alcaloides, saponinas, taninos, lactonas y cumarinas, en la fraccion acusa, se
determind la presencia de saponinas, cumarinas y triterpenos mientras que en
la metandlica y la etandlica se evidencio la presencia de todos los metabolitos
cualificados, determinando que estas fracciones son las mas dptimas tras la

extraccion y purificacion.
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Dentro de la cuantificacion de los cuatro metabolitos con actividad
antioxidante, se define que B. caapi posee una gran cantidad de alcaloides en
comparacion con otros metabolitos secundarios, siendo las saponinas el
compuesto de menor representacion, encontrandose también flavonoides y

taninos como elementos presentes en cantidades considerables.

Dados los resultados del analisis de la capacidad antioxidante, realizado por
el método DPPH, se determind que los flavonoides en fraccion etandlica, son
los que poseen mayor captacion de radicales libres en comparaciéon con los

otros analizados, teniendo 89,56% de actividad antioxidante.

Los taninos presentan un 84,98 %, los alcaloides 68,37% captacion de
radicales libres y las saponinas 50,26%, mientras que N-acetil cisteina
presenta 92, 84%, recalcando que todos estos presentan una actividad mayor

en la concentracion de 100ppm.

Mediante el andlisis estadistico con un nivel de confianza de 95% se
determind, que se rechaza la hipétesis planteada en el estudio, ya que ningun

metabolito posee mayor capacidad antioxidante que N — acetil cisteina.
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e Finalizando con el estudio, mediante el andlisis estadistico, se declara que
ninguno de los cuatro metabolitos secundarios analizados de la planta
Banisteriopsis caapi (ayahuasca), posee una actividad antioxidante mayor a
N-acetil cisteina, rechazando asi la hipotesis planteada al inicio de la

investigacion.

e A pesar de que la hipotesis fue rechazada se manifiesta que el metabolito
secundario flavonoide puede ser considerado como una alternativa natural
para remplazar a N- acetil cisteina como antioxidante en la industria
farmacéutica en el pais, ya que los resultados sobre capacidad antioxidante no

son muy diferentes.
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5.2. Recomendaciones

Por la diversidad de contenido de metabolitos se recomienda realizar una
investigacion méas detallada del componente quimico y sus posibles acciones

terapéuticas que la planta B. caapi pudiera tener.

Evaluar otros tipos de métodos de purificacion y extraccion que permitan el

aislamiento metabolitos presentes en la especie.

Se recomienda realizar estudios de caracterizacion cualitativa y cuantitativa de

metabolitos secundarios de la misma especie en diferentes pisos climaticos.

Se recomienda seguir cuantificando metabolitos secundarios de las plantas que
posee el Ecuador, ya que en este tema es muy escaso la bibliografia generada en

el pais.

Por ultimo se recomienda evaluar la actividad antioxidante por otros métodos,

para corroborar lo resultados obtenidos dentro de esta investigacion.
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SHUAR EN LA ASOCIACION SHUAR NANKAIS.

ANEXOS

ANEXO A. Reacciones positivas tras las prueba de caracterizacion cualitativa de

las fracciones mas representativas.

Siiauatey

Prueba para saponinas
(Prueba de espuma)

S
Fuente: La autora

“

Prueba de flavonoides
(Prueba de Shinoda)

Negativo Positivo

Fuente: La autora

Prueba para alcaloides
(Ensayo de Dragendorff)
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Fuente: La autora

Prueba de taninos

(Ensayo de Cloruro férrico)

Negativo Positivo

Fuente: La autora

ANEXO B. Equipos utilizados a lo largo de la investigacion

Evaporador Rotativo
Tecnal TE-211

jilr_- e | 1
Fuente: La autora

Limpiador Ultrasénico
Fisher Scientific FS20D

103




Fuente: La autora

Espectofotometro
V-630 Jasco

Fuente: La autora

Binary HPLC Pump
Waters 1525

Fuente: La autora
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ANEXO C. Curvas de calibracion

Curva de calibracion para taninos
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Fuente: La autora
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Curva de calibracion de flavonoides
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ANEXO D. Tablas de concentraciones de DPPH

DPPH Extracto Etandlico Total
Concentracién Absorbancia Promedio |%Captacion
10 2,06 2,05 2,01 2,040 59,06
20 2,01 2,03 2,02 2,020 59,84
50 1,98 1,96 1,86 1,933 63,25
80 1,9 1,45 1,99 1,780 69,29
100 1,75 1,85 1,56 1,720 71,65

Fuente: La autora

DPPH Flavonoides
Concentracion Absorbancia Promedio |%Captacion
10 2,572 2,584 2,65 2,602 36,93
20 1,812 1,813 2,6 2,750 31,10
50 0,996 0,997 2,582 1,580 77,17
80 0,9 1,3 2,01 1,403 84,12
100 1,75 0,9 1,01 1,220 91,34

Fuente: La autora

DPPH Alcaloides
Concentracidn Absorbancia Promedio |%Captacion
10 2,45 2,584 2,46 2,498 41,02
20 2,2 2,68 2,15 2,343 47,11
50 2,23 2,35 2,24 2,273 49,87
80 1,89 1,85 1,86 1,867 65,88
100 1,890 1,95 1,57 1,803 68,37

Fuente: La autora
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DPPH Saponinas
Concentracién Absorbancia Promedio |%Captacion
10 2,57 2,58 2,6 2,583 37,66
20 2,49 2,56 2,45 2,500 40,94
50 2,35 2,35 2,45 2,383 45,54
80 2,25 2,3 2,45 2,333 47,51
100 2,21 2,35 2,23 2,263 50,26

Fuente: La autora

DPPH Taninos

Concentracién Absorbancia Promedio |%Captacion
10 2,76 2,65 2,12 2,510 40,55

20 2,01 2,65 2,6 2,420 44,09

50 2,28 2,01 2,3 2,197 52,89

80 2,18 0,949 2,535 1,888 65,04

100 1,500 1,45 0,9 1,283 88,85

Fuente: La autora

DPPH N acetil cisteina
Concentracidn Absorbancia Promedio |%Captacion
10 0,9 2,05 2,54 1,830 67,32
20 0,8 0,9 2,5 1,400 84,25
50 0,9 1,998 1 1,299 88,22
80 1,5 1,05 1,06 1,203 91,99
100 1,500 0,75 0,89 1,047 98,16

Fuente: La autora
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