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Resumen

La caracterizacion de especies vegetales con escasa investigacién de la composicion fitoquimica
otorga la oportunidad de descubrir nuevos y valiosos compuestos permitiendo conocer sus
propiedades para asi ofrecer alternativas sostenibles para el desarrollo de productos con
aplicaciones industriales de interés, validando cientificamente al mismo tiempo los conocimientos
ancestrales de las comunidades El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo la
determinacién del contenido cualitativo de las rafces de almacenamiento de Eriotheca ruizii
mediante el tamizaje fitoquimico de los extractos, acuoso, alcohdlico e hidroalcohélico siendo los
metabolitos secundarios mas representativos los alcaloides, carbohidratos y flavonoides, ademas
se determiné al oleato de gliceril como el compuesto con mayor similaridad por medio de Ia
Espectrometria de Infrarrojos por Transformada de Fourier (FT-IR) con un porcentaje de
similaridad del 88.26%. Se comprobé la actividad antibacteriana en base a la técnica de micro
dilucién donde se obtuvo una MIC de 1800,000 pg/mL contra Ja cepa de S. aureus y 2076,923
ug/mL para E. coli clasificindose como actividad antibacteriana “Moderada® para los extractos
alcohdlico e hidroalcohdlico al 20% de concentracién. Para la evaluacién de la capacidad
antioxidante de los extractos mediante ¢l método DPPH se obtuvieron los mejores resultados para
el extracto hidroalcohdlico con un ICs, de 150,8 ug/mL considerdndose como actividad

antioxidante “Media”.

Palabras clave: Eriotheca ruizii, MIC, FT. -IR, metabolitos secundarios, DPPH.




Abstract

The characterization of plant species with little research on the phytochemical composition gives -
the opportunity to discover new and valuable compounds, allowing to know their properties in
order to offer sustainable alternatives for the development of products with industrial applications
of interest, scientifically validating at the same time the ancestral knowledge of communities.

The purpose of this research work was to determine the qualitative content of the storage roots of
Eriotheca ruizii through phytochemical screening of the aqueous, alcoholic and hydroalcoholic
extracts. The most representative secondary metabolites were alkaloids, carbohydrates and
flavonoids, in addition, Glyceryl oleate was determined as the compound with the greatest
similarity following the technique of Fourier Transform Infrared Spectrometry (FT-IR) with a
similarity percentage of 88.26%. The antibacterial activity was verified based on the micro dilution
technique where a MIC of 1800,000 pg/mL was obtained against the . gureus strain and 2076,923
pg/mL for E. coli, classifying it as "Moderate"” antibacterial activity for both alcoholic and
hydroalcoholic extracts at 20% concentration. For the evaluation of the antioxidant capacity of the
extracts was used the DPPH method, whereas the best results were obtained for the hydroalcoholic

extract with an ICsq of 150.8 ug/mL., considered as "Medium" antioxidant activity.

Keywords: Eriotheca ruizii, MIC, FT-IR, secondary metabolites, DPPH.
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1. Introduccion

La familia Malvaceae esta comprendida por 10 familias, 338 generos y 6005 especies de arbustos,
arboles y enredaderas que se encuentran distribuidas en regiones tanto templadas como tropicales
(Wang et al., 2021). Uno de los géneros mas destacados es Eriotheca que incluye arboles con hojas
palmeadas compuestas de 3-9 foliolos, pequefias flores con un tubo estaminal estrecho y frutos

pequefios con forma obovoide (Yoshikawa & Duarte, 2021).

Debido a la extensa variedad de compuestos presentes en la familia de las Malvaceas, se le
atribuyen numerosas propiedades terapéuticas tales como agente antianémico, antiulcérico, en la
especie Eriotheca (Quattrocchi, 2012; Ardiles, 2019); en Bombax ceiba L. actividad antibacteriana
contra Klebsiella neumonia, E. coli, P. aeruginosa (Gram-negativas) y S. aureus, B. subtilis
(Gram-positivas) (Rathore et al., 2017); tratamiento en dolencias molares para Scleronema

micranthum (Moraes et al., 2019).

En Ecuador la especie Eriotheca ruizii, es endémica del bosque seco tropical, su lugar de
crecimiento es generalmente laderas y colinas a una altitud de 1000 m.s.n.m. en las provincias de
Loja, cantdn Zapotillo, al centro y norte de la parroquia Garza Real, Guayas, canton Guayaquil,
Bosque Cerro “El paraiso”, Bosque “La Prosperina” y provincias de Manabi y El Oro (Benitez,

2021; Vazquez et al., 2001).



En vista del alto potencial que presenta este género, se decide abordar tanto el estudio fitoquimico
como la evaluacion de la actividad bioldgica de Eriotheca ruizii. Cabe destacar que, hasta la fecha,
no se ha encontrado suficiente informacion sobre su composicion quimica y sus posibles

propiedades terapéuticas.

Actualmente la gran variedad de productos comerciales que poseen actividad antimicrobiana
formulada usando componentes fitoterapéuticos con eficacia clinica estudiada sugiere que las
plantas son fuentes potenciales para la identificacion de nuevos tipos de agentes antimicrobianos
en el futuro (Kokoska et al., 2019). En este sentido, surge el interés de descubrir agentes que
resulten seguros y econdmicos siguiendo un protocolo para la identificacion de la composicion
quimica de metabolitos secundarios responsables de los efectos terapeéuticos, asi como el

aislamiento de estos.

Pregunta de investigacion

¢Poseen los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcoholico de E.ruizii actividad biologica?



1.1 Objetivos

1.1.2 Objetivo General
Realizar un estudio de tamizaje fitoquimico para los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcohdlico
y actividad bioldgica del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico de las raices de almacenamiento de

Eriotheca ruizii.

1.1.3 Objetivos especificos

1. Identificar mediante tamizaje fitoquimico los tipos de metabolitos secundarios presentes
obtenidos de los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcohdlico de las raices de
almacenamiento de Eriotheca ruizii, asi como la determinacién los grupos funcionales

presentes mediante el analisis FT-IR.

2. Determinar la actividad antibacteriana del extracto alcoholico e hidroalcoholico en
Gram negativa: Escherichia coli (ATCC 8739) y gram positiva: Staphylococcus aureus

(ATCC 6538).

3. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcohdlico

mediante el método de DPPH.



1.2 Hipdtesis

Hipotesis nula: Los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcohdlico de E. ruizii poseen actividad
bioldgica.
Hipotesis alternativa: Los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcohdlico de E. ruizii no poseen

actividad bioldgica.

El tamizaje fitoquimico y la determinacion de actividad antioxidante se llevd a cabo en los
Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana, Sede Guayaquil,
Campus Maria Auxiliadora, mientras que las pruebas microbioldgicas y analisis FT-IR se

realizaron en los Laboratorios de Ciencias de la Vida Sede Cuenca, Campus EI Vecino.



2. Fundamentacion tedrica

2.1 Bosque seco tropical

Los bosques secos tropicales se definen como ecosistemas que se encuentran en zonas de tierras
bajas y calurosas, con pocas estaciones de lluvia, sus suelos son ricos en nutrientes y minerales lo
que permite el cultivo de varios alimentos, ademas son conocidos por poseer una gran diversidad
de arboles con madera de alta calidad (Banda et al., 2015). Cuando hay temporadas de ausencia de
lluvia la vegetacion tiene que sobrevivir con muy poca cantidad de agua, por lo cual se tiene que
adoptar estrategias que les permitan reducir la pérdida en el calor o en el frio intenso, asi mismo
la mayoria de sus hojas son pequefas, lo que permite que la vegetacion reduzca el area de
evapotranspiracion, es decir, perdida de agua (Morales & Arellano, 2023).

La distribucion geografica se encuentra localizada entre el Tropico de Capricornio y el Tropico de
Cancer, cerca de la Linea Ecuatorial, en Sur América, Africa y el sudoeste de Asia, posee una
temperatura promedio de 25 grados centigrados, a pesar de ocupar tan solo el 6% del territorio
global como se muestra en la Figura 1. En base a estudios realizados por (WWF, 2022) un
kilometro de este tipo de bosques puede albergar méas de 100 especies de distintos arboles donde
sus territorios representan alrededor del 80% de las especies documentadas en todo el mundo.

En Sonora, México, se hallan los bosques secos tropicales al norte, en el pasado, este tipo de
ecosistema solia abarcar desde el norte de México hasta Centroamérica, sin embargo, en la
actualidad, apenas subsiste un 15% de su extension original, y lamentablemente, Unicamente el

1% de este espacio cuenta con proteccion (Nature and Culture International, 2023).
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Figura 1: Distribucion mundial del Bosque Seco Tropical.
Fuente: (Schmitt, 2013)

Estos ecosistemas aportan una amplia gama de servicios ecosistémicos, frutos como nispero,
mamoncillo y el hobo, variedades de pimienta y aji, fibras, maderas, plantas ornamentales
compuestos como aceites esenciales, alcaloides, resinas, latex y farmacos (MINAMBIENTE,
2022).

La flora de este ecosistema se encuentra dominada por especies como guayacanes (Tabebuia
Chrysantha), ceibos (Ceiba Trichistandra), palo santo (Bursera Graveolens), espinos
(Pseudobombax Millei), muyuyo (Cordia Lutea), acacias (Acacia Mill), y una variedad de especies
de arboles, con una altura de entre 18 a 20 metros, destacando el pasayo (Eriotheca ruizii), polo
polo (Cochlospermum Vitifolium), algarrobos (Prosopis Juliflora), almendro (Geoffroea Spinosa),

hualtaco (Ficus Membranacea) y el guarapo (Terminalia Valverdeae) (Riofrio, 2019).



El bosque seco tropical representa un banco genético in situ que poco a poco va siendo descubierto;
las especies que se encuentran en estos ecosistemas podrian dar origen a diversos productos
farmacéuticos, ser fuente de nuevos recursos genéticos y productos forestales no maderables como

hongos, resinas, frutas y pienso para animales (Otero et al., 2006).

2.2 Bosque Cerro Paraiso

En Ecuador este ecosistema se extiende a lo largo de la costa del Pacifico desde el sur de la
provincia de Esmeraldas en el norte de Ecuador hasta la provincia de Guayas, terminando en el
Golfo de Guayaquil (Baquero, 2017). En la ciudad de Guayaquil el Bosque Cerro Paraiso se
encuentra ubicado en la parte alta del cerro San Eduardo, es un area natural situada dentro de la
zona urbana de Guayaquil con una extension de 299 hectareas que destaca por su diversidad en
aves con un numero aproximado de 56 especies de aves terrestres y 11 especies de aves tipicas de
manglar, como lo son: “hornero del Pacifico”, “golondrina azuliblanca”, “vaquero brilloso”,
“fragata magnifica” o “martin pescador” (Torres, 2016) (Mendoza, 2012). A pesar de ser un area
extensa y biodiversa, su flora no ha sido extensamente estudiada, aun asi, alberga un sin nimero

de ejemplares vegetales con alto potencial terapéutico.

2.3 Plantas medicinales en Ecuador
Las plantas medicinales son aquellos vegetales de los cuales se elaboran productos con potencial
terapéutico, estos componentes son llamados principios activos, que se definen como sustancias

que ejercen una accion farmacologica, beneficiosa o perjudicial, sobre el organismo (Duran, 2019).



A lo largo del tiempo, el tratamiento de enfermedades con plantas medicinales ha sido una practica
muy comun en las comunidades rurales, que se mantiene hasta la actualidad en el Ecuador y en
muchos paises alrededor del mundo (Gallegos Zurita, 2016). Del total de especies vegetales
existentes en el planeta, solo un porcentaje menor al 10 % ha sido evaluado cientificamente con
fines medicinales, por lo que aproximadamente 15.000 plantas medicinales se encuentran en
peligro de extincion (OPS, 2019).

Las plantas medicinales en Ecuador han sido durante afios la solucion de muchas afecciones que
en conjunto con el conocimiento ancestral de diversas culturas se ha ido transmitiendo de
generacion en generacion, de acuerdo con el docente e investigador de la Universidad Catolica del
Ecuador Omar Vacas “En Ecuador hay 2900 plantas de uso medicinal, entre las plantas més
utilizadas se encuentran la sangre de drago, con 17%, el barbasco con 13%, la guayusa con 12%,
la canela con 12%, y el chuchuwasu (utilizada ancestralmente para los dolores de cuerpo) con el
10% de utilizacion” (Flores, 2018). Entre las plantas medicinales méas importantes para la
poblacion local de la provincia de Los Rios ubicada en Ecuador destaca la sabila (Aloe vera)
toronjil (Melissa officinalis), ruda de gallinazo (Ruta graveolens), valeriana (Valeriana
officinalis), orégano (Origanum vulgare), hierba luisa (Cymbopogon citratus) y hoja del aire
(Kalanchoe pinnata) (Buenafio et al., 2015).

Econdmicamente, entre las plantas que mas se comercializa estan la quinua, hierbas naturales y
plantas medicinales tales como el cedrén (Aloysia triphylla), paico (Chenopodium ambrosioides),
chilca (Baccharis sp.), matico (Piper aduncum), mufia (Minthostachys mollis), isu (Dalea
coerulea), amaranto, (Amaranthus), chuquiragua (Chuquiraga jussieui), mashua (Tropaeolum
tuberosum) y variedades de hortalizas aportando aproximadamente 175 millones de ddlares

anuales a la economia ecuatoriana hasta el 2008 (De la Torre et al., 2008).



2.4 Descripcion botanica de Eriotheca ruizii.

Guayaquil, caracterizada como urbe dindmica, es el hogar de muchas especies vegetales con
potencial medicinal aun sin estudiar, una de ellas es E. ruizii, también conocida tradicionalmente
como pasayo cuya taxonomia se describe en la Tabla 1, es un arbol tipo caducifolio con una altura
maxima de 20 m, caracteristico por poseer madera suave con flores grandes y vistosas con
pedinculo como se muestra en la Figura 2, céliz de 5 sépalos color verde cambiando a un café
oscuro o canela al madurar (Benitez, 2021). Cabe destacar que, hasta la fecha, no se ha encontrado
suficiente informacion sobre su composicion quimica y sus posibles propiedades terapéuticas, no
obstante, es utilizada en comunas para diversos fines. (Andrade & Jaramillo, 2012) mencionan que
entre los usos tradicionales de E. ruizii se encuentra:

e La coccion de nodulos de las raices para untarse en fracturas y sanar mas rapido;

e Laresina como cicatrizante para heridas;

e Tintura para ropa y alforjas extraido de la corteza;

e Forraje de hojas y frutos para el ganado vacuno y caprino;

e La elaboracion de extractos y jugos para combatir la anemia.
Por otro lado, esta especie vegetal se usa tradicionalmente en comunas para tratar el salpullido y

ronchas (Macias, 2015).



Figura 2: Flor de E. ruizii.
Fuente: (iNaturalist Network, 2023)

Tabla 1. Division taxondmica de E. ruizii.

) ) Eriotheca
Nombre cientifico o
ruizii
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Subfilo Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Subfamilia Bombacoideae
Género Eriotheca
) Eriotheca
Especie o
ruizii

Fuente:(Missouri Botanical Garden, 2023).
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2.5 Extractos vegetales

Los extractos vegetales son preparados obtenidos de la extraccion de diferentes sustancias
vegetales a partir de diversos procesos, los principios activos presentes en cada planta son
complejos fitoquimicos denominados metabolitos secundarios, que se pueden encontrar en gran
variedad y diferentes concentraciones dependiendo de la especie (Delgado, 2023).
Los extractos de plantas se consideran las fuentes mas apremiantes de biomoléculas, que pueden
detectarse a partir de distintas partes de plantas, este procedimiento se logra utilizando varios
solventes y metodos de extraccion, un método tipico para extraer extractos de plantas/biomoléculas
de plantas es la filtracion, Soxhlet y métodos exhaustivos en serie (Abdullahi et al., 2022).
Los extractos vegetales representan una opcion prometedora como fuente de productos naturales
bioactivos, mas seguros y de bajo costo (Rodriguez-Montero et al., 2020). Las sustancias son
extraidas directamente de las plantas, ya sea de sus frutos, semillas o de hojas, tallos y raices, y
tienen un uso muy variado en alimentacion humana, animal, en la industria cosmetica, y en el
sector agricola (Morera, 2023).
De acuerdo con (Abubakar & Haque, 2020) existen diversos factores por considerar en la eleccion
del método de extraccion, teniendo en cuenta que entre las mas comunes estan la maceracion,
percolacion, lixiviacion y arrastre por vapor:

(a) Estabilidad al calor,

(b) Naturaleza del disolvente,

(c) Costo del producto final,

(d) Duracién de la extraccion,
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(e) Volumen final requerido,

(f) Uso previsto

2.6 Control de calidad del material vegetal

En base a la normativa ecuatoriana “Fitoterapicos: Droga Cruda. Métodos de ensayo” se deben
realizar ensayos al material vegetal antes de ser utilizada para la elaboracion de extractos, estos se
definen como:

e Identificacion de materia extrafia: Se refiere a todos los cuerpos extrafios ajenos al material
que se pueda visualizar macroscopicamente (Farmacopea, 2016).

e Contenido de humedad: Indica la cantidad de agua presente en un solido, tipicamente, se
calcula la humedad utilizando un método termogravimétrico, que consiste en calentar la
muestra y anotar la disminucién de peso debido a la evaporacion del agua, el limite
permitido fluctla entre 8 y 14% (Mettler-Toledo, 2022).

e Control microbiologico: Al elaborar extractos con material vegetal recogido del suelo
puede acarrear consigo distintos tipos de microorganismos, en los que se incluyen: hongos,
bacterias, causando contaminacion, El recuento aerdbico total viable (TVC) del material
herbario que se examina es determinado utilizando uno de los siguientes métodos:

filtracién por membrana, recuento en placas o dilucion en serie (WHO, 2022).

2.7 Métodos de extraccion de extractos vegetales

2.7.1 Maceracion
Para la extraccion por este método, es necesario hacer lisis de los tejidos vegetales como la pared

celular para que penetre el solvente, esta técnica permite que el solvente (fase liquida) penetre en
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los tejidos de la muestra vegetal conocida como fase s6lida provocando que se ablande y se liberen
fracciones solubles (Bejarano Navas et al., 2020).

En maceracion, el material vegetal entero pulverizado se mantiene en contacto con el solvente en
un recipiente tapado por un periodo determinado con agitacién repetida hasta que la materia
soluble se disuelve a temperatura ambiente por un periodo de 3 dias (Rashid et al., 2021).

Esta técnica tiene ciertas limitaciones, como lo es el bajo rendimiento de extraccién, la menor
eficiencia y el uso de una gran cantidad de solventes que tienen muchos riesgos para la salud,
ademas, la seleccidn del solvente apropiado es importante a lo largo de la metodologia para la

extraccion de extractos de plantas especificas (Farooq et al., 2022).

2.7.2 Lixiviacion

La lixiviacion se define como un proceso donde se extrae uno o varios solutos de un solido,
mediante la utilizacion de un disolvente liquido, ambas faces entran en contacto y el soluto pueden
difundirse desde la fase solida a la fase liquida, como consecuencia se da una separacion de

componentes originales del sélido (Lopez, 2022).

2.7.3 Percolacion

Es un método donde el menstruo atraviesa la fraccion de especie vegetal pulverizada en un solo
sentido, esto permite que se alcancen concentraciones de forma que el equilibrio entre el solvente
dentro y fuera del marco nunca se alcanza, asi, la muestra pulverizada mantiene todos sus
componentes solubles de manera progresiva, representado en la Figura 3 (Carrion & Garcia, 2019).
Entre las ventajas proceso de percolacion de acuerdo con (Mukherjee, 2019), se incluyen:

e Consumo de menos tiempo y poca manipulacion,
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e Como la muestra se expone repetidamente al disolvente fresco, esta técnica es mas
adecuada para una extraccion exhaustiva,

e Se puede utilizar un disolvente tanto frio como caliente.

Filter paper
Drug

Glass wool

Figura 3: Estructura de un percolador.
Fuente: (Rutvik, 2023)

2.7.4 Destilacion por arrastre de vapor

El procedimiento consiste en hacer pasar un flujo de vapor a través de la materia prima arrastrando
consigo los aceites esenciales, luego, los vapores se enfrian y se condensan, dando lugar al
destilado liquido que se encuentra formado por dos fases inmiscibles, la fase acuosa y la fase
organica, conocida como aceite esencial. Estas se pueden separar por decantacion debido a la
diferencia de densidad existente entre ambas (Casado Villaverde, 2018).

La destilacion al vapor es utilizada cominmente para la extraccién de aceites esenciales a
temperaturas cercanas a los 100 °C, seguida de una condensacion posterior que permite la
formacidén de un liquido inmiscible del que se puede separar el aceite esencial en un clarificador

(Moliterni et al., 2022).
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Para estos tipos de compuestos, el material vegetal objetivo se puede moler antes de la destilacion
al vapor, esto hace que rompan las paredes celulares y se libere el aceite esencial facilitando su

recuperacion (Hagq et al., 2023).

2.7.5 Extraccion Soxhlet

En este método se utiliza un matraz de fondo redondo, una cAmara de extraccion, un tubo de sifon
y un condensador en la parte superior, donde el material vegetal seco, molido y pulverizado se
coloca dentro de una bolsa porosa hecha de un pafio limpio o papel de filtro resistente y se cierra
herméticamente como se muestra en la Figura 4 (Haque, 2020).

La principal ventaja de este método es el aumento de la tasa de transferencia de masa debido al
uso de tanto altas temperaturas, como del reciclaje de disolvente fresco lo que mejora ain mas el
equilibrio de transferencia, esto hace que esta técnica sea mejor en términos de eficiencia de
extraccion, sin embargo, también depende del tipo de planta y solvente con el que se vaya a
trabajar, no es un método adecuado para materiales vegetales termolabiles (Malik & Mandal,

2022).

Tubo refrigerante

Cartucho de
extraccion

Sifén

Tubo para ascenso
del vapor

Cartucho de
extraccion con
muestra

Disolvente

.

Placa calefactora

L

D
7 ot |
- -

Figura 4: Equipo de extraccion Soxhlet
Fuente: (Gerhardt, 2023)
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2.7.6 Extraccion asistida por ultrasonido

Esta técnica se basa en la aplicacién de sonidos de alta frecuencia y una cantidad limitada de
solvente para producir una extraccion efectiva de los compuestos contenidos en una matriz sélida
(Herrero et al., 2012).

Este proceso implica la aplicacién de energia de sonido a una frecuencia superior a 20 KHz para
interrumpir todas las células de la planta y aumentar el area de superficie del farmaco para la
penetracion del disolvente, asi, se liberaran metabolitos secundarios, se debe considerar que la
muestra debe secarse primero, triturarse hasta obtener una potencia fina y tamizarse

adecuadamente antes de realizar el proceso (Haque, 2020).

2.7.7. Liofilizacion
La liofilizacion constituye un procedimiento en el cual el agua pasa de un estado sélido (hielo) a
vapor mediante sublimacion directa, eludiendo completamente la fase liquida, posteriormente, se
procede a extraer el agua de la capa que queda "seca”(Nowak & Jakubczyk, 2020). Debido a la
ausencia de agua liquida ya las bajas temperaturas requeridas para el proceso, se detienen la
mayoria de los deterioros y reacciones microbioldgicas lo que da un producto final de excelente
calidad (Ratti, 2001).
La liofilizacion es un proceso complejo que consta de los siguientes pasos de acuerdo a (Nowak
& Jakubczyk, 2020):

e La congelacién del producto, mas a menudo bajo presion atmosférica.

e Secado primario—secado por congelacion adecuado—sublimacion con hielo, la mayoria

de las veces a presion reducida.
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e Secado secundario—secado por desorcidn—secado del producto a la humedad final

requerida.

Tamizaje fitoquimico y metabolitos secundarios de las plantas.

2.8 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se basa en la identificacion de metabolitos secundarios presentes en los
extractos de productos naturales, mediante reacciones y analisis quimicos extraidos de plantas
(Pujol et al., 2020). EIl tamizaje fitoquimico se le realiza seguidamente a los extractos etéreo,
alcoholico y acuoso del producto natural con el proposito de identificar y comparar los metabolitos
secundarios extraidos con cada disolvente de distintas polaridades (Castillo Mendoza et al., 2022).
En esta técnica, se preparan extractos acuosos y organicos de aquellas muestras de plantas que son
el reservorio de metabolitos secundarios, como por ejemplo hojas, raices, tallos o corteza, para
después, ser analizados con el objetivo de detectar la presencia de metabolitos como alcaloides,

terpenos y flavonoides (Srivastava et al., 2014).

Los solventes apropiados para estos procedimientos pueden ser agua, acetona, alcohol, cloroformo
y éter, por otro lado, existen otro tipo de solventes con funciones mas especificas como el
diclorometano, que se usa para la extraccién de terpenoides (Bimlesh et al., 2011). Luego de la
extraccion, se llevan a cabo reacciones de coloracion, que son sensibles, reproducibles y de bajo
costo, algunas de las reacciones evallan sustancias y otros la presencia de compuestos que pueden

ser acidos grasos, azucares reductores, mucilagos y polisacaridos (Castillo et al., 2021).
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2.9 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios tienen una importante participacion en la adaptacion ante el estrés
ambiental y en la defensa frente a potenciales depredadores y patdgenos que causan enfermedades,
estos metabolitos son producidos por las plantas por medio de su metabolismo y liberados cuando
se encuentran inmersos en condiciones de estrés (Lustre Sanchez, 2022).

Aparte de las rutas metabdlicas primarias que resultan cruciales para el desarrollo de las funciones
vitales de las plantas, estas también presentan vias metabdlicas adicionales que conducen a la
formacion de compuestos especificos, aunque estos compuestos no estan directamente
relacionados con los procesos esenciales de la célula, podrian tener importancia para el organismo
en su conjunto, estas rutas metabdlicas adicionales se agrupan bajo el término de metabolismo
secundario (SEDICI, 2023).

En los organismos vivos se pueden diferenciar tres rutas biosintéticas que dan lugar a los

metabolitos secundarios como se muestran en las Figuras 5 - 7:
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Figura 5: Ruta del acido shikimico (Alcaloides y
fenilpropanoides)
Fuente: (Nissen, 2018)
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RUTA DEL ACIDO MEVALONICO
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Figura 6: Ruta del acetato-mevalonato (Terpenos o isoprenoides)

Fuente: (Universidad de Grana, 2004)
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RUTA DE LOS POLICETIDOS
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Figura 7: Ruta del acetato-malonato (Policétidos)

Fuente: Universidad de Grana, (2004)

Los metabolitos secundarios de acuerdo con (Avalos & Pérez, 2009) se clasifican en cuatro clases

principales.

Terpenos: Pigmentos, hormonas o aceites esenciales.

Compuestos fendlicos: Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

Glicésidos: Glicdsidos cianogénicos, glicosidos cardiacos, glucosinolatos y saponinas.

Alcaloides.
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2.9.1 Terpenos

Los terpenos son aquellos metabolitos secundarios sintetizados por vegetales derivados del
isopreno, estos se polimerizan bajo accion enzimatica de unidades y se clasifican en base al nimero
de wunidades de isopreno ensambladas en monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterterpenos, hemiterpenos, tetraterpenos y triterpenos (Macias et al., 2010).

Los terpenos tienen funciones variadas, entre las cuales destacan; atraer polinizadores, proteger a
las plantas de los herbivoros y actuar como insecticidas toxicos, repelentes de insectos; estos
pueden inhibir la actividad y el crecimiento de ciertos grupos microbianos mientras estimulan a
otros (Chomel et al., 2016).

Varios monoterpenoides exhiben toxicidad contra los productos almacenados y las plagas urbanas,
son buenos repelentes espaciales y podrian usarse en el control de plagas, y siendo los componentes
principales de los aceites esenciales de las plantas, tienen alto efecto antibacterial (Gonzalez, et

al., 2010).

2.9.2 Compuestos fendlicos

Los fenoles se definen como metabolitos secundarios sintetizados por las plantas que actian como
fitoalexinas que son fenoles que secretan las plantas heridas para defenderse de posibles ataques
fungicos y que asi mismo, contribuyen a la pigmentacion de varias partes de la planta, también se
consideran inestables ya que son sensibles a la oxidacion (Gimeno, 2006; Pérez, 2014).

Estos compuestos pueden inhibir la absorcion de amilasa en el tratamiento de la absorcion de
carbohidratos, como la diabetes, asi mismo, los acidos fendlicos y los flavonoides, podrian
promover beneficios para la salud al reducir el riesgo de sindrome metabdlico y las complicaciones

relacionadas con la diabetes tipo 2 (Lin et al., 2016).
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Se considera que los fenoles de las plantas desempefian un papel clave como compuestos de
defensa cuando el estrés ambiental, como la luz alta, la infeccion por patégenos, los herbivoros,
las bajas temperaturas y la deficiencia de nutrientes, pueden contribuir a una mayor produccion de

radicales libres y otras especies oxidativas en las plantas (Lattanzio, 2013).

2.9.3 Glicosidos

Muchos glicésidos son empleados en procesos biotecnoldgicos o como materias primas para la
sintesis de diversos farmacos, como lo son los medicamentos esteroideos (anabolizantes,
antiinflamatorios y anticonceptivos), ademas, muchos glicésidos presentan gran potencial
terapéutico, actuando como inmunomoduladores y estimuladores de la respuesta inmune (Ferreira
& Olivaro, 2022).

Los glucdsidos representan un vasto grupo de productos metabdlicos secundarios derivados de las
plantas, que demuestran varias funciones, incluida la regulacion del crecimiento, la alelopatia
(inhibicion del crecimiento de otras plantas) y los mecanismos de defensa contra el dafio inducido
por herbivoros y patdgenos (Soto-Blanco, 2022).

Los glucésidos vegetales, asi como los residuos glucosidicos, poseen una amplia gama de
propiedades medicinales en enfermedades cardiovasculares, gastrointestinales, inflamatorias y

cancer (Gangasani et al., 2022).

2.9.4 Alcaloides
Se denominan alcaloides a aquellos metabolitos secundarios que las plantas sintetizan a partir de
aminodcidos, tienen en comun la hidrosolubilidad en pH acido y solubilidad en solventes organicos

a pH alcalino (Beloqui Alcézar, 2023). Estos compuestos organicos de origen natural son
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nitrogenados (Cordado & Escobar, 2013). El grupo incluye aproximadamente 12,000 productos,
entre los cuales destacan los alcaloides indolicos, y derivados del triptéfano. (Loyola et al., 2004).
Los principales efectos toxicos de los alcaloides resultan en alteraciones del sistema nervioso
central, los procesos digestivos, la reproduccion y el sistema inmunolégico (Mohan et al., 2016).

Se han detectado alcaloides en aproximadamente el 15% de las plantas, bacterias, hongos y
animales, generalmente se encuentran en grupos primitivos como Lycopodium o Equisetum, en

gimnospermas y angiospermas (Wink, 2016).

2.10 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Se define como una técnica analitica fisicoquimica que proporciona una imagen clara de la
composicion metabodlica de las hojas en un momento dado (Bobby et al. 2012). El analisis FT-IR
se utiliza para identificar compuestos moleculares y funciona midiendo la absorbancia de la
radiacion infrarroja de una muestra, el espectro resultante se puede usar para identificar los grupos
funcionales presentes en el compuesto (Mathias, 2022).

Cuando la radiacion infrarroja (IR) atraviesa una muestra, parte de la radiacion es absorbida, se
registra la radiacion que logra pasar a través de la muestra; dado que distintas moléculas, con sus
estructuras Unicas, generan espectros especificos, estos espectros pueden emplearse para la
identificacion y diferenciacion de las moléculas (Celk, 2023). EI método FT-IR mide las
vibraciones de los enlaces dentro de los grupos funcionales quimicos y genera un espectro que
puede considerarse como una "huella digital” bioquimica o metabdlica de la muestra (Nazneen &
Wesely, 2012).

Se ha utilizado previamente para identificar las biomoléculas presentes en extractos de plantas de

Erythrina variegata, Myristica dactyloides, y Urtica dioica (Pharmawati & Wrasiati, 2020).
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2.11 Actividad biol6gica

2.11.1 Actividad antimicrobiana

Existen varios mecanismos de accidn antibacteriana que son desarrollados por plantas, por lo que
los metabolitos implicados han sido estudiados a través de ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana y andlisis fitoquimicos debido a que representan un alto potencial contra
enfermedades de indole infeccioso que padece la poblacion humana (Pesewu et al., 2008).
Aquellos extractos derivados a partir de las plantas y sus compuestos a través de estos procesos
también se les evalua el potencial bioldgico tanto en modelos bioldgicos in vitro e in vivo, un
método de evaluacién biologica son los denominados hongos fitopatdgenos donde se expone el
hongo a diferentes concentraciones de un extracto vegetal en medio agar selectivo, por ejemplo,
PDA para evaluar y analizar su potencial (Mesa, 2019).

Los métodos para determinar la sensibilidad antimicrobiana basados en diluciones son mas
reproducibles que aquellos basados en la difusion en disco, por lo cual se considera que la micro

dilucion en caldo de cultivo es el método analitico actual de referencia (OMSA, 2023).

2.11.2 Resistencia microbiana

De acuerdo con (Cavalieri et al., 2005) la resistencia antibacteriana se puede dar de las siguientes
formas:

1) La bacteria produce una gran cantidad de enzimas que dafian el agente antimicrobiano antes que
este alcance su objetivo, también pueden modificar este agente antimicrobiano haciendo que sea
irreconocible ante su blanco;

2) la pared celular que posee la bacteria se vuelve impermeable ante el agente antimicrobiano, lo
que impide su ingreso;
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3) aquel sitio de ataque se alterado por mutacion lo que ya no permite la union del agente
antimicrobiano al sitio de contacto con la bacteria;

4) La bomba de reflujo que la bacteria posee expulsa al agente antimicrobiano de la célula antes
que este alcance su blanco;

5) las rutas metabdlicas especificas que se encuentran dentro de la bacteria son alteradas

genéticamente para que el agente antimicrobiano no pueda generar algun efecto especifico

2.12 Métodos de prueba de susceptibilidad a los antibiéticos

2.12.1 Difusion en disco Kirby-Bauer
Las pruebas de sensibilidad denominadas antibiogramas tiene la funcién de determinar la
susceptibilidad de un microorganismo frente a medicamentos antibacteriales, el método de
difusion en disco mas usado se conoce como prueba de Kirby-Bauer, su procedimiento consiste
en la colocacion de discos impregnados con antibidticos en placas de agar que deben ser
previamente inoculadas con el microorganismo a probar, después del periodo de incubacién (16
horas a 18 horas), se mide el diametro de la zona de inhibicion que se forma llamado “halo” que
rodea a cada disco como se puede apreciar en la Figura 8, cada combinacidén de microorganismo-
antibiotico posee didmetros distintos que implican que es S, I 0 R (Vazquez-Pertejo, 2023).
La difusion en disco es sencilla, reproducible siempre y cuando esté estandarizada, y no necesita
de una infraestructura costosa, como menciona (Cavalieri et al., 2005) entre sus ventajas destacan:
i) Bajo precio,
i) Facilidad para la modificacion de la prueba mediante el cambio de los discos cuando

se requiera,
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i)  Aplicable a distintos tipos de cepas,

iv) Posibilidad de identificacion de subconjunto de cepas para pruebas futuras.

Figura 8: Prueba de Kirby-Bauer: Difusion en discos.
Fuente: (Libretexts, 2022)

2.12.2 Difusién de disco de gradiente Etest

Etest es una técnica cuantitativa para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Gram
negativos y bacterias aerobias Gram positivas, se basa en una combinacién de los conceptos de
dilucion y difusion donde Etest cuantifica directamente la susceptibilidad antimicrobiana en
valores MIC discretos denotados en la Figura 9, pero, al usar un gradiente de concentracion de
antibiotico predefinido, estable y continuo, los valores de MIC de Etest pueden ser mas precisos y
reproducibles que los resultados obtenidos con los procedimientos convencionales basados en
diluciones en serie dobles discontinuas (Biodisk, A, 2023).

En esta técnica se incorpora una serie de diluciones dobles de un antibidtico en una tira de soporte
de plastico desde donde el antibidtico se difunde en el agar de forma que crea un gradiente de

difusion a lo largo de la tira representado en la Figura 10, luego de la incubacién durante la noche,
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la MIC se lee como el punto donde la elipse de inhibicion del crecimiento se cruza con la escala

MIC en la tira (Kahlmeter & Brown, 2010).
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Figura 9: Configuracion de gradiente Etest
Fuente: (Biodisk, 2023)

Figura 10: Aislamiento de Staphylococcus aureus probado por el método de difusion de
gradiente E-test
Fuente: (Tankeshwar, 2022)
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2.12.3 Dilucién en agar

En este método el antibiético que se probard contra una bacteria especifica y se incorpora
directamente en el medio de agar demostrado en la Figura 11, luego, las bacterias se inoculan en
la superficie de la placa de agar, para después dejar incubar las placas y permitir que crezcan
durante un periodo de 16 a 20 horas; Aunque solo se puede probar una concentracion de antibiético
por placa de agar con esta metodologia, se pueden probar multiples organismos en una sola placa
usando replicadores de indculo, sin embargo, este método ain necesita una inspeccion manual para
determinar los valores de MIC y, por lo tanto, a veces puede malinterpretarse si la zona de

inhibicion no es discernible (Puttaswamy et al., 2018).

Inoculation
of plates

Determination
of MICs by
finding lowest
concentration
produding no
growth

Figura 11: Metodologia de la dilucion en agar.
Fuente: (Buelna, 2015)
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2.12.4 Macro dilucién en caldo

En la dilucion en caldo, se preparan diluciones dobles consecutivas (1, 2, 4, 8 y 12 pL) de
antibidticos y se dispensan en tubos de microcentrifuga contenidos de medio de crecimiento
bacteriano mostrado en la Figura 12, seguido de completar el volumen final agregando el medio e
incubando durante la noche a 35 °C, para luego analizar el crecimiento con el objetivo de establecer
el punto de corte a través de la turbidez de los medios de cultivo (Khan et al., 2019).

En esta técnica las bacterias de interés se aislan para obtener colonias individuales en una placa de
agar, suspendida en medio, diluida correctamente y afiadido a cada tubo para asi obtener una

concentracion final de aproximadamente 5x10°5 UFC/ml (Puttaswamy et al., 2018).

ﬁ Overnight Broth Culture
105- 10°Organism/ml

///.71\\.\..

SEFREGRETRY RS

100 pg/ml 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56
Antibiotic

Incubate at 37°C overnigth, then subculture

Minimal inhibitory concentration (MIC) = 3.125
Minimal bactericidal concentration (MBC) = 25

Figura 12: Esquema del método de macrodilucion en caldo
Fuente: (Malbran, 2012)
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2.12.5 Micro dilucién en caldo

Este método se utiliza para determinar la concentracion minima bactericida (MBC) asi como la
concentracion minima inhibitoria (MIC), que se define como la “concentracién mas baja de
solucion que puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo especifico después de ser
incubado por 24 horas” (Ramirez & Marin, 2009).

La técnica de dilucion en caldo emplea microplacas que contienen concentraciones ascendentes
del extracto vegetal en analisis como se muestra en la Figura 13, este extracto se introduce en los
distintos pozos de las microplacas y, después de un periodo determinado, se establece la
Concentracion Minima Inhibitoria, conocida como MIC. (Ramirez & Marin, 2009).

El volumen final de cada pocillo es por lo general de 100ul de caldo con distintas concentraciones
de antibiotico, donde luego se agrega 50 ul de suspension bacteriana estandarizada. (Instituto de
Salud Publica, 2015).

Los beneficios esta técnica son el ahorro de tiempo y reactivos, asi mismo se necesita un minimo
espacio de trabajo, ademas, se considera actualmente como el estandar de oro y el método de
referencia con un mayor grado de automatizacion, ya que proporciona una evaluacion objetiva

cuantitativa de la AST in vitro (Khan et al., 2019).
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Figura 13: Procedimiento grafico de micro dilucion en placas multipocillo

Fuente: (Salam et al., 2023).

2.12.6 2,3,5-Trifeniltetrazolio Cloruro (TTC)

ElI TTC se emplea como aditivo en los medios de cultivo para detectar actividad bioldgica, dado
que su forma incolora se transforma mediante hidrogenacion o reduccion en un pigmento rojo
insoluble denominado trifenilformazan, el cual es facilmente observable, si las células se
mantienen vivas su coloracion es roja mientras que si las células mueren, la coloracion se mantiene
amarilla tal como se puede apreciar en la Figura 14, este compuesto es sensible a la luz y la
temperatura, lo que puede causar cambios en su color con el tiempo, variando desde un tono
amarillo claro hasta un rojo intenso, por lo tanto, se debe almacenar en refrigeracion y alejado de

la luz directa (Atlas, 2010).
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Figura 14: Resultado de microdilucién en caldo en placa de 96 pocillos.
Fuente: (IUSA-ULPGC, 2020)

2.13 Actividad antioxidante por método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Los antioxidantes son esenciales para combatir radicales libres, es decir, pierden electrones y se
mantienen estables, estas sustancias comprenden una amplia variedad de compuestos entre los que
destacan: vitaminas, minerales, compuestos de material vegetal, por lo que se puede decir que los
antioxidantes son esenciales para la salud humana, asi mismo, son ampliamente estudiados y a
menudo se encuentran en fuentes vegetales (Rodrigues et al., 2017).

Se han descrito varias técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y plantas
medicinales, pero la que ha recibido atencién preferente es la que emplea el radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo, abreviado como DPPH (Guija et al., 2014).

Este método determina actividades de captura de material radicalario, en presencia de una
sustancia antioxidante, midiendo el potencial de inactivacion de dicho radical en medio acuoso

(Jiménez et al., 2012).
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2.13.1 Valor ICg,

Es la concentracion de una droga en particular que se necesita para inhibir un proceso biolégico
determinado hasta la mitad del maximo y proporciona una medida de la eficacia de un compuesto

(Swinney, 2011).
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2.14 Disefio de experimentacion
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Figura 15. Metodologia propuesta para el desarrollo del proyecto de investigacion.  Elaborado por: Biorender & Ganchozo, (2023)
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3. Materiales y métodos

3.1 Localizacion e identificacion de material vegetal

Las raices de almacenamiento de E. ruizii fueron recolectadas en el Cerro ‘“Paraiso” ubicado en la
parroquia Tarqui de la ciudad de Guayaquil, con las siguientes coordenadas geogréficas:
2°10'15.9"S 79°55'40.0"W entre los meses de Junio y Julio del afio 2023 en temporada de lluvia
que generalmente se lleva a cabo en invierno desde Junio — Octubre.

La identificacion taxondmica se realizo por el Herbario de la Universidad Politécnica Salesiana a
cargo del profesor Jaime Naranjo Moran, ademas del uso de la aplicacion digital “iNaturalist”.

El tamizaje fitoquimico y la determinacion de actividad antioxidante se llevo a cabo en los
Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana, Sede Guayaquil,
Campus Maria Auxiliadora, mientras que las pruebas microbioldgicas y analisis FT-IR se

realizaron en los Laboratorios de Ciencias de la Vida Sede Cuenca, Campus EI Vecino.

Lo
L% \
Bosque Seco Protector"‘ o
Cerro Paraiso 3

Sendero Cerro Paraiso

*

Figura 16. Localizacion de la recoleccion de las raices de almacenamiento de E. ruizii.
Fuente: (Google Earth, 2023)
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3.2 Control de calidad del material vegetal
Se tomd como referencia la normativa ecuatoriana “Fitoterapicos: Droga Cruda. Métodos de
ensayo”.
3.2.1 Control fisicoquimico
a) Control macroscopico
Se realizd en base a la seleccion de raices de almacenamiento libres de cortes e
imperfecciones en la pulpa, misma que se caracteriza por poseer partes oscuras y secas.
b) Determinacion de humedad
Se llevo a cabo mediante el equipo Mettler Toledo (HB43-S) siguiendo las especificaciones
del fabricante, donde se tomaron 5 g de raices de almacenamiento pulverizadas y se

colocaron en el pocillo del analizador.

3.2.2 Control microbiologico

Para la determinacion del control microbiologico se us6 de placas Petrifilm ™ de 3M ™ para
aerobios totales AC y mohos y levaduras YM, donde colocé una gota de extracto, se incuba durante
el tiempo indicado para cada tipo de microorganismo, transcurrido el tiempo se verifican las placas
donde, si se observan marcas de color rojo es indicativo de presencia de aerobios y verdes-azulados
para la presencia de levaduras.

Para la medicion de este parametro no se tomaron en cuenta los extractos alcohdlico e

hidroalcoholico debido a la naturaleza antiséptica del solvente elegido.
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3.3 Elaboracion de extractos

Obtencidn de los extractos alcohdlico, hidroalcohdlico y acuoso.

El material vegetal recolectado se cort6 en trozos usando un rallador convencional y luego se secd
en una estufa marca Binder como se observa en la Figura 16, a 45 °C por 24 horas, se pulveriz6
con un molino para luego ser pasado por un tamiz de 850 con el objetivo de obtener una muestra

homogénea.

Figura 16. Secado del material vegetal en estufa.
Fuente: (Ganchozo, 2023)

Para obtener los extractos fueron mezclados 10g de las raices de almacenamiento pulverizadas
junto a 100 mL de cada solvente utilizado (agua destilada estéril, alcohol al 96%) siguiendo la
metodologia de (Raj et al., 2023). Con el fin de optimizar el proceso de extraccion de moléculas
de interés aumentando a su vez el rendimiento del extracto final se colocaron viales ambar en un
bafio ultrasénico marca iSonic P4860, método conocido como extraccion asistida por ultrasonido,

con un sistema de control de temperatura a 40°C y un sistema de circulacién a una frecuencia
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constante de 35 KHz mostrado en la Figura 17. Los niveles de tratamiento con ultrasonido
consistieron en un nivel de tiempo de extraccion de 40 min y un nivel de intensidad de sonido al

100 % de acuerdo con la técnica empleada por (Safarzaei et al., 2020).

Figura 17. Bafio de ultrasonido.
Fuente: Ganchozo, (2023)
Después de los tratamientos de ultrasonido, los extractos se filtraron al vacio por succion usando
una bomba marca GAST unida por una manguera a un matraz Kitasato conectado mediante un
cono de goma a un embudo de vidrio en el cual se coloca papel filtro Whatman No. 1 para eliminar

impurezas de los extractos como se muestra en la Figura 18.

Figura 18. Filtracion de extractos.
Fuente: (Ganchozo, 2023)
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Luego, tanto el extracto alcoh6lico e hidroalcohdlico se concentraron usando un rotavapor marca
Heidolph durante 40 minutos a 70°C, 120 rpm y 85 mbar (Azmin & Mat Nor, 2020).

Para realizar el tamizaje fitoquimico con el extracto alcohélico se siguid la misma metodologia
usando la proporcién original (1:10), con la ligera modificacion en la concentracién parcial del
extracto en el rotavapor, pasando de media hora a 15 minutos con el objetivo de obtener un extracto
liquido.

Los extractos se almacenaron en contenedores &mbar de 250 mL a -4 °C hasta su posterior uso.

3.4 Liofilizacion
Para el proceso de liofilizado de los extractos alcohdlico e hidroalcohdlico se utilizé un equipo
Christ Alpha 1- 4LSC, con las siguientes condiciones: temperatura de congelacion del condensador

de -50°C, presion de vacio 0,04 mBar, secado principal 4 horas y secado final 3 horas, para

finalmente ultracongelar los extractos a -80°C en base a metodologia de (Cheaib et al., 2018).

35FT-IR
Para el analisis de FT-IR de los extractos liofilizados se emple6 un equipo Nicolet iS10 en un rango
de lectura de 400-4000 cm™1 con correccion ATR marca Thermo Scientific, y accesorio ATR

“Smart iTx” con diamante.

3.6 Tamizaje fitoquimico
Con el objetivo de determinar la composicién quimica de compuestos de interés, se realizaron

distintas pruebas para la identificacion de metabolitos secundarios tanto en los extractos acuosos,

40



hidroalcoholico y alcohdlico luego de ser filtrados por succion y concentrados mediante rotavapor,

es importante mencionar que todas las pruebas fueron realizadas por triplicado.

A continuacidn, en la Tabla 2, se presentan las pruebas realizadas con su metabolito a caracterizar:

Tabla 2. Ensayos realizados para la determinacion de distintos metabolitos

Ensayo Metabolito secundario
Mayer
Dragendorff Alcaloides
Wagner
Benedict Carbohidratos
Ninhidrina Proteinas
Perdxido _
Molisch Saponinas
Baljet Lactonas sesquiterpéenicas
Shinoda
Acido sulfarico Flavonoides
Zinc
Espuma Glucdsidos de saponina
KOH Cumarinas

Elaborado por: Ganchozo, (2023)

La metodologia seguida para este procedimiento se basa en la técnica empleada por (Kancherla et

al., 2019) con las siguientes especificaciones:
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3.6.1 Determinacion de alcaloides

a) Ensayo de Mayer: Se agregd en un tubo de ensayo 3 gotas de extracto mas 3 gotas de
reactivo, si al cabo de unos minutos se forma un precipitado amarillento o blanco, la prueba
es positiva.

b) Ensayo de Dragendorff: Se agregd 3 gotas de extracto mas 3 gotas de reactivo de
Dragendorff, la formacion de un precipitado color naranja marrdn se considera positivo.

c) Ensayo de Wagner: En un tubo de ensayo se colocd 3 gotas de extracto mas 3 gotas de
reactivo de Wagner, si se forma un precipitado floculento color marrén por mezclarse con

solucion de alcaloides en acido diluido, el ensayo se considera positivo.

3.6.2 Determinacion de carbohidratos

a) Ensayo de Benedict: Se agregaron 8 gotas de extracto en un tubo de ensayo y 5 mL del
reactivo de Benedict, seguido, se calento en una plancha durante 5 minutos, si se forma un

precipitado de color rojo oscuro la prueba es positiva.

3.6.3 Pruebas para la determinacion de saponinas

a) Ensayo de peroxido: Se agreg6 3 gotas de extracto mas 2 gotas de H,0, Yy se calento el
tubo durante 2 minutos, transcurrido el tiempo, se considera positivo si en el tubo de ensayo
se visualiza la presencia de espuma.

b) Ensayo de Molisch: En un tubo de ensayo se colocd 5 mL de extracto mas 2 gotas de

solucion de alfa naftol diluido al 1% en etanol, seguido este paso se deposito por las paredes
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del tubo del ensayo 1.5 mL de &cido sulfdrico concentrado, si se forma un anillo violeta se

indica la presencia de saponinas.

3.6.4 Pruebas para la determinacion de proteinas

a) Ensayo de Ninhidrina: Se coloc6 en un tubo de ensayo 2 gotas de ninhidrina diluida al
0,2% mas 1 mL de extracto, si al cabo de unos minutos se visualiza una tonalidad violeta

en el tubo de precipitacion se considera el ensayo como positivo.

3.6.5 Pruebas para la determinacion de Lactonas sesquiterpénicas

a) Ensayo de Baljet: Se colocaron 4 gotas de extracto en un tubo de ensayo méas 3 gotas de
una solucién em proporcién 1:1 preparada a partir de:
Solucion A: 10 g de &cido picrico diluido en 100 mL de agua destilada
Solucion B: Hidroxido de sodio en una concentracion al 10%
Al cabo de unos minutos si la solucidn se torna naranja o rojo oscuro el ensayo es positivo
para lactonas sesquiterpénicas, mientras que si la coloracion es azul o violeta es positiva

para glucésidos cardiotdnicos.

3.6.6 Pruebas para la determinacién de Flavonoides

a) Ensayo de Shinoda: Se coloco en un tubo de ensayo 3 gotas de extracto, 0,5 cm de cinta
de magnesio y 4 gotas de HCI concentrado, las distintas tonalidades observadas se asocian

a distintos flavonoides.
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b) Ensayo de acido sulfarico: En un tubo de ensayo se agregd 3 gotas de extracto mas 3
gotas de &cido sulfurico y se dejé reposar durante unos minutos, las distintas tonalidades
observadas entre rojo y violeta se asocian a distintos flavonoides.

c) Ensayo de Zinc: Se colocaron 3 gotas de extracto en un tubo de ensayo seguido de 0,5 g
de zinc en polvo y 4 gotas de HCI concentrado, si se visualiza una tonalidad roja es positivo
para leucoantocianidinas mientras que si la coloracion es café amarillento es positivo para

catequinas.

3.6.7 Pruebas para la determinacion de Saponinas

a) Ensayo de espuma: En un tubo de ensayo se coloco una pequefia cantidad de extracto y

se batié constantemente con agua, si se forma una espuma persistente, el ensayo es positivo.

3.6.8 Pruebas para la determinacion de Cumarinas

a) Ensayo de KOH: Se agregd 3 gotas de extracto mas 3 gotas de KOH al 5%, al cabo de
unos minutos si se visualiza el cambio de tonalidad de rojo a amarillo se considera el ensayo

como positivo.
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3.7 Actividad Biol6gica

3.7.1 Actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana de los extractos organicos (alcohdlico e hidroalcoholico) fueron
examinados contra 2 tipos de cepas bacterianas de referencia obtenidas de la Coleccion Americana
de Cultivos Tipo (ATCC): Gram negativa: Escherichia coli (ATCC 8739) y Gram positiva:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). ElI nimero ATCC se selecciond en base al historial de
investigacion y la ficha de informacién de cada microorganismo pertinente (Anexo 1)

Se utiliz6 como control natural terpineol al 96% de pureza debido a su alto potencial
antimicrobiano, penicilina liquida como control sintético y DMSO (dimetilsulfoxido) como

blanco.

3.7.2 Reactivacion de cepas bacterianas
Las cepas bacterianas utilizadas fueron mantenidas y reactivadas de acuerdo con los siguientes

parametros mostrados en la Tabla 3:

Tabla 3. Condiciones de crecimiento de microorganismos empleados.

) ) Medio de Tiempo ]
Microorganismo ) Temperatura Atmosfera
cultivo (horas)

Staphylococcus Agar/Caldo

aureus (ATCC Tryptic Soy 37°C 24- 48 aerobia
6538) Broth (TSB)
Agar/Caldo

Escherichia coli

Tryptic Soy 37°C 24- 48 aerobia
(ATCC 8739)

Broth (TSB)

Elaborado por: Ganchozo, (2023)
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3.7.3 Preparacion de las concentraciones de los extractos de E. ruizii, terpineol y penicilina.

Para las pruebas antibacterianas se utilizd extracto alcohdlico blando mientras que el extracto
hidroalcohdlico liquido, ambos al 20%, para lo que se diluyeron 0,5g de extracto alcohdlico en 2,5
mL de DMSO y 2,7 mL de extracto hidroalcoh6lico en 10 mL de DMSO. Para el terpineol se tomo
1 mL y se diluyé en 4 mL de DMSO, finalmente se diluyeron 250 uL de penicilina en 4 mL de
DMSO.

Todos los extractos y controles fueron preparados en viales &mbar de 5 mL, colocados durante 30
minutos en el ultrasonido a 40°C, filtrados con jeringas Whatman de 0,45 um y almacenados a

temperatura ambiente hasta su posterior uso.

3.7.4 Estandarizacion de los in6culos bacterianos

Se sembraron las bacterias descritas anteriormente en la Tabla 3 tomando dos muestras con un asa
estéril de unidad formadora de colonia (UFC) de la placa de agar contenida del microorganismo y
se colocd en un tubo de ensayo con 5 mL de caldo cultivo TSB previamente preparado, dejandolo

incubar durante 24 horas a 37 °C.

Luego de las 24 horas, se confirmd el crecimiento mediante la visualizacion de turbidez y
sedimento en el tubo de ensayo, y se almacend en el refrigerador a 23 °C con el objetivo de evitar

la reproduccion de mas bacterias lo que pudiera agotar los nutrientes disponibles, para ser

posteriormente mezclados durante 3 minutos en un vortex al momento de ajustar la turbidez.
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Se ajusto la turbidez del indculo a un patron 0,5 en la escala McFarland lo que equivale a un
aproximado de 1.5 x 108 UFC/mL de suspension utilizando un espectrofotémetro en una longitud
de onda de 625 nm de acuerdo con la técnica de (Moussaoui et al., 2019) la densidad Optica

obtenida debe ser entre 0,08 y 0,1 nm.

3.7.5 Inoculacion en placas multipocillo.

Las microplacas de 96 pocillos fueron previamente esterilizadas y se usé una por microorganismo
realizando todas las pruebas en una camara de flujo laminar. En la primera fila denominada A se
colocé 180 uL de caldo TSB con una micro pipeta multicanal S6 marca Rainin, para luego
disminuir la cantidad a 100 uL en las siguientes filas (B a H). Luego se adicioné en la fila A 20
uL de los extractos al 20%, controles naturales y sintéticos (terpineol y penicilina) todos diluidos

previamente con DMSO como se muestra en la Figura 20.
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Figura 19: Distribucion de extractos y controles en las placas multipocillo.
Fuente: (Biorender & Ganchozo, 2023)

Utilizando la micro pipeta multicanal se homogenizaron las soluciones en la fila A, para luego

tomar 100 uL y mezclarlo con el contenido de la fila B y asi consecutivamente hasta llegar a la
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fila H, donde los 100 uL sobrantes se desecharon, esto con el objetivo de disminuir la

concentracion de las soluciones a medida que se pasaba a la siguiente fila.

Luego, se agregaron 30 pL de indculo perteneciente a E. coli, previamente ajustado a un patron
0,5 en la escala Mc Farland (1.5 x 108 UFC/mL) y 50 uL de S. aureus.

Una vez agregado el indculo se sellaron con papel aluminio y se incubaron durante 24 horas de

acuerdo con las condiciones de cada microorganismo anteriormente descritas en la Tabla 3.

3.7.6 Preparacion y adicion de colorante 2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolio (TTC)

El colorante TTC con una pureza de 99% se prepar6 al 1% mezclando 100 mg en 10 mL de agua
destilada estéril siendo colocado en un vial ambar de 5 mL y refrigerado a -4 °C hasta su uso, es
importante que este sea preparado maximo hasta 24 horas antes para evitar asi perder sus
propiedades quimicas.

Luego de las 24 horas de incubacion de las placas multipocillo, se adicioné un volumen de 20 uL
para E.coli y 40 uL para S. aureus respectivamente, una vez realizado este paso se procedio a

incubar las placas selladas en papel aluminio durante 10 minutos para su posterior lectura.

3.7.8 Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC)

Transcurrido los 10 minutos de incubacién establecidos, (Mckens, 2023) se reduce la solucion
incolora de sal de tetrazolio a un compuesto rojo denominado formazan donde las células vivas se

vuelven rojas mientras que las células muertas permanecen incoloras (Anexo 2).
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Para determinar el efecto de los extractos junto al TTC se evalud la MIC de forma cuantitativa
midiendo la turbidez producida por las bacterias utilizando un lector Micro Elisa marca Eliread de

4 filtros.

3.8 Actividad antioxidante

3.8.1 Preparacion del reactivo DPPH y estandar

Para la elaboracion del ensayo antioxidante se uso la técnica DPPH donde se procedi6 a pesar 10
mg del reactivo y se diluyé en 250 mL de etanol, mientras que como estandar se utiliz6 &cido

ascorbico 100 ppm del cual se diluyé 5mg de acido ascorbico en 500 mL de etanol.

Una vez preparados se sometieron a 20 minutos de ultrasonido y se filtraron utilizando jeringas
Whatman de 0,45 um con el objetivo de eliminar trazas de impurezas de las soluciones, se
dispensaron en matraces aforados para protegerlos de la luz y se almacenaron en la refrigeradora

a -4 °C hasta su posterior uso.

Al mezclar la solucion de DPPH que posee una coloracion violeta, con una sustancia que puede
donar un atomo de hidrégeno, se obtiene la forma reducida con la pérdida de color violeta (Kedare

& Singh, 2011).

3.8.2 Preparacion de soluciones

Las muestras se prepararon en viales ambar de 5 mL de la siguiente manera:

1) O pL de muestra + 100 uL de etanol + 2,9 mL de DPPH
2) 5 uL de muestra + 95 uL de etanol + 2,9 mL de DPPH
3) 10 pL de muestra + 90 pL de etanol + 2,9 mL de DPPH

4) 20 pL de muestra + 80 pL de etanol + 2,9 mL de DPPH
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5) 50 uL de muestra + 50 pL de etanol + 2,9 mL de DPPH

6) 80 uL de muestra + 20 uL de etanol + 2,9 mL de DPPH

Una vez preparados se llevaron al ultrasonido por 20 minutos y se procedieron a leer en un
espectrofotometro UV- VIS marca HACH a una longitud de onda de 517 nm utilizando como
blanco para encerar el equipo etanol al 96% de pureza. Para medir la absorbancia se emplearon

celdas de plastico y la lectura se realizé siguiendo el mismo orden especificado para su preparacion
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4. Resultados y Discusion

4.1 Recoleccién e Identificacion de la especie vegetal

La especie vegetal se recolectd en el Cerro “Paraiso” ubicado en la parroquia Tarqui de la ciudad
de Guayaquil, con las siguientes coordenadas geograficas: 2°10'15.9"S 79°55'40.0"W entre los
meses de Junio y Julio del afio 2023.

Se identificaron mediante el Herbario UPS a cargo del docente Jaime Naranjo y la aplicacion
digital “iNaturalist” donde se compararon con observaciones realizadas por los usuarios como se

visualiza en la Figura 20.

»

-

@ Eriotheca nizii .

& =] *

Papa de pasallo tubdrculo con mucha agua para aplacar la
sed.

Figura 20. Comparacion de las raices de almacenamiento en la aplicacion “iNaturalist”
Fuente: (Ganchozo, 2023)
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En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas morfoldgicas de las raices de almacenamiento

recolectadas.

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de las raices de almacenamiento de E. ruizii

Caracteristicas morfoldgicas de E. ruizii

Caracteres Seceion
Tamano Color Olor Forma Condicién de la Fractura
.. transversal
superficie
Cafeé
oscuro ) .
+15cm Dulce Ovoide Fresca Estriada 0,2 mm Dura
y pulpa
rosada

Elaborado por: Ganchozo, (2023)

Se recolectaron 2 kilos de raices de almacenamiento para ser lavadas con agua destilada y cortadas

en trozos usando un rallador convencional.

4.2 Control de calidad

4.2.1 Control fisicoquimico del material vegetal

Se hizo un control macroscépico donde se eliminaron aquellas raices de almacenamiento que
contaban con fisuras o cambios de color en su pulpa.

El contenido de humedad del material vegetal fue de 14.0% mismo que no sobrepasa los valores

maximos establecidos por la normativa ecuatoriana.

52



4.3 Obtencion de los Extractos

4.3.1 Extracto Acuoso

Para el extracto acuoso se emplearon 20 g de material vegetal en 200 mL de agua destilada estéril.

Luego de filtrar al vacio se obtuvo un volumen final de 30 mL con una tonalidad transparente

tenue como se observa en la Figura 21.

Figura 21. Extracto acuoso
Elaborado por: Ganchozo, (2023)

4.3.2 Extracto Alcohdlico

Se obtuvo un extracto blando color &mbar brillante con un volumen final de 1,77 mL mientras que
para realizar el tamizaje fitoquimico se concentré parcialmente el extracto en el rotavapor,

quedando un volumen final de 19 mL color amarillo mostaza mostrado en la Figura 22.

Figura 22. Extracto alcohdlico
Elaborado por: Ganchozo, (2023)
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4.3.3 Extracto Hidroalcoholico
Para el extracto hidroalcohdlico luego de filtrar al vacio se utiliz6 un rotavapor para eliminar las
trazas de alcohol y se obtuvo un volumen final de 21 mL de extracto color rojo intenso mostrado

en la Figura 23.

'!y #

Figura 23. Extracto hidroalcoholico
Elaborado por: Ganchozo, (2023)

4.4 Control de calidad

4.4.1 Control fisicoquimico de los extractos

Se presenta en la Tabla 5 los parametros medidos a los distintos extractos, siendo el pH el mismo

para todos.

Tabla 5. Control fisicoquimico de los extractos acuoso, alcoholico e hidroalcohdlico de E. ruizii.

Parametros
_ Indice de
Extracto Grados Brix pH B Color
refraxion
Acu0so 1.7 5.24 14 Transparente
Alcoholico 1.8 5.24 1.7 Mostaza oscuro
Hidroalcoholico 1.8 5.24 1.4 Rojo Intenso

Elaborado por: Ganchozo, (2023)
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4.4.2 Control microbioldgico de los extractos
Como se puede evidenciar en la Figura 24 no hubo crecimiento de bacterias pasadas las 24 horas

de incubacion en el extracto acuoso.

Figure 1

Extracto acuoso de E. ruizii

Aerobic bacteria count = 0
3M Petrifilm Aerobic Count Plate without colonies.

Figura 24. Comparacion del extracto acuoso con la guia de interpretacion 3M.
Elaborado por: Ganchozo, (2023)

55



4.5 Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico demostrd la presencia de metabolitos secundarios mayormente de

Carbohidratos, Flavonoides y Alcaloides, los cuales se muestran en la Tabla 6:

Tabla 6. Contenido cualitativo de metabolitos secundarios presentes en tres extractos: Acuoso,

Alcoholico e Hidroalcoholico.

_ Extracto
Metabolito __ _ __
Acuo0so Alcoholico Hidroalcohdlico
Alcaloides - ++ ++
Carbohidratos +++ + ++
Proteinas - - -
Saponinas - - -
Lactonas
- 7 - + + +
sesquiterpénicas
Flavonoides - ++ ++
Cumarinas - + +

Alta intensidad causada por el metabolito = +++, Mediana intensidad causada por el metabolito
= ++, Baja intensidad causada por el metabolito = +, Ausencia de metabolitos = -.

Elaborado por: Ganchozo, (2023).

La informacion de tamizaje fitoquimico encontrada en la literatura es minima para la especie y
para el género por lo que para comparar los resultados obtenidos se analizaron varias

investigaciones con tubérculos de diferentes especies.
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Alcaloides:

Los resultados obtenidos en el contenido cualitativo de metabolitos secundarios evidenciaron que

los extractos alcoholico e hidroalcohdlico contienen alcaloides en mediana intensidad excepto por

el extracto acuoso donde no se evidencid precipitado alguno como se demuestra en la Figura 25,

esto se puede deber a que generalmente la mayoria de los alcaloides son compuestos con bases

débiles que se disuelven ineficientemente en solventes acuosos, por lo que se suele preferir

aquellos solventes organicos de mayor polaridad (Cidlova, 2016). La extraccion de alcaloides se

basa en su caracter basico y patrén de solubilidad por lo que, en caso de utilizar un extracto acuoso,

el material vegetal en polvo se debe extrae con disolventes polares como agua o alcohol diluido

que contengan acido (Mahajan, 2017).

WAGNER

Extracto
hidroalcohoélico

Precipitado

Extracto
alcoholico

Precipitado

Extracto
acuoso

Ausencia de
precipitado

MAYER

\iJ precipitado

Extracto
hidroalcohélico

Precipitado

Extracto
alcoholico
Precipitado

Extracto
acuoso

Ausencia de

DRAGENDORFF

Figura 25. Resultados obtenidos para la prueba de alcaloides
Elaborado por: Ganchozo, (2023)
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Estudios fitoquimicos realizados en la Universidad de California demostraron que Solanum
tuberosum, conocida cominmente como papa doméstica, poseen alto contenido de alcaloides, en
especial glicoalcaloides que son compuestos derivados de los alcaloides que contienen grupos de
azucar en su estructura (Friedman, 2006). Los extractos acuosos y etandlicos elaborados a partir
de Manihot esculenta o “yuca” cultivadas en Nigeria contienen alcaloides, flavonoides, taninos,
azucares reductores y antocianésidos (Ebuehi et al., 2006) demostrando similitud en su
composicién quimica con E. ruizii lo que puede sugerir su valor medicinal como principio activo
ya que los alcaloides son conocidos como agentes anestésicos, cardioprotectores vy

antiinflamatorios (Heinrich et al., 2021)

Carbohidratos:

En el analisis fitoquimico para azucares reductores se pudo evidenciar mayor coloracion en el
extracto acuoso en comparacion al alcohdlico e hidroalcohdlico demostrado en la Figura 26, a
pesar de contener la misma cantidad de material vegetal, esto puede deberse a que el alcohol del
solvente puede actuar como agente reductor del reactivo de Benedict, de la misma forma en que
reduce los iones ctpricos (Cu?*) a iones cuprosos (Cu*) (Hernandez-LOpez et al., 2020), afectando

la solubilidad de los productos de la reaccidn, lo que se representa en la coloracion final.
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REACCION DE BENEDICT

Extracto

Extracto R
Extracto acuoso alcohdlico

hidroalcohdlico

Contenido bajo Alto contenido Contenido bajo

Figura 26. Resultados obtenidos para la prueba de Carbohidratos

Elaborado por: Ganchozo, (2023)

Proteinas:

Los analisis demostraron ausencia de proteinas en todos los extractos como se muestra en la Figura
27, de acuerdo a la literatura es comun que el contenido de proteina de la mayoria de tubérculos
comestibles sea inferior al 10% en base a estudios realizados por (Shewry, 2003) donde ademas se
demostro que este contenido puede variar inclusive en tubérculos de la misma familia como es el
caso de Colocasia esculenta o “taro” originario de India y Cytosperma chamissonis “taro de
pantano gigante” cosechado en Oceania, que a pesar de pertenecer a la misma familia Araceae
poseen distinto contenido aproximado de proteinas, 2% y 0,8% respectivamente. Existe también
la posibilidad de que en E. ruizii exista un porcentaje minimo de proteinas, el cual al ser
cuantificado mediante equipos especializados resulte en valores inferiores al 1% pero que, en

ensayos cualitativos, como la prueba de Ninhidrina, este sea imperceptible.
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NINHIDRINA
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Negativo Negativo Negativo

Figura 27. Resultados obtenidos para la prueba de proteinas
Elaborado por: Ganchozo, (2023)

Lactonas sesquiterpénicas:

Otro compuesto los cuales presentaron todos los extractos como se puede apreciar en la Figura 28
fueron lactonas sesquiterpénicas que forman parte del grupo de terpenos, estos cumplen funciones
de proteccion en la planta ya que alteran la pared celular de hongos y bacterias invasoras, mientras
que otros derivados protegen a la planta del estrés ambiental que podria causar dafio oxidativo
(Chadwick et al., 2013). De acuerdo con estudios, es comun encontrar mayor concentracion de
lactonas en los brotes de la planta principalmente hojas y capullos de flores como es el ejemplo
del tubérculo de la especie Smallanthus sonchifolius conocida como “yacon” que posee la mayor
concentracion de lactonas en sus hojas (Hohmann et al., 2016). La presencia de estos metabolitos

secundarios en E. ruizii podria aportar de manera significativa a la industria farmacéutica para el
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desarrollo de nuevos medicamentos como es el caso de lactona sesquiterpénica denominada
artemisinina, aislada de la planta medicinal china Artemisia annua (Asteraceae) cuyo compuesto

y derivados semisintéticos se utilizan hoy en dia para el tratamiento de la malaria (Stilsen, 2021).

BALJET
Extracto Extracto
Extracto acuoso

hidroalcoholico alcoholico

o TR ‘ A .,—a\(

¥ L7

Positivo Positivo

J
Positivo

Figura 28. Resultados obtenidos para la prueba de lactonas sesquiterpénicas

Elaborado por: Ganchozo, (2023)

Flavonoides:

Los ensayos realizados en los extractos de E. ruizii también fueron positivos para flavonoides
como se demuestra en la Figura 29, sin embargo, solo hubo presencia de estos tipo de metabolito
en el extracto alcohdlico e hidroalcohdlico, esto se puede deber a que los distintos solventes y su
polaridad extraen distintas moléculas, lo cual se pudo ver reflejado en el color de los extractos
después de haber sido filtrados al vacio, presentando tonalidades amarillo mostaza y rojo intenso
respectivamente, a diferencia del extracto acuoso el cual se mantuvo transparente en su totalidad

y fue aquel que result6 negativo.

Estos metabolitos se encuentran primordialmente en partes comestibles de plantas como frutas,
verduras, tallos, granos y cortezas, la mayor acumulacion de este compuesto ocurre en las células
en division de la raiz (Roy et al., 2022; Abdel-Lateif et al., 2012). Existen distintas especies de

Raphanus sativus o ‘“rabano” que contienen compuestos antocianicos responsables de la
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pigmentacion del color, entre ellos la cianidina roja, callistefina y pelargonina, siendo en total 133
distintos tipos de flavonoides incluyendo flavonas, antocianinas, flavonoles (Zhang et al., 2020).
Esto demuestra que las raices de almacenamiento de E. ruizii poseen un interesante contenido de
flavonoides con posible utilidad como conservante en la industria alimenticia para una variedad
de productos como carnes rojas ya que actta como protector inhibiendo la oxidacién de lipidos y
retardando el crecimiento de microorganismos de descomposicion en las carnes (Ruiz-Cruz et al.,

2017).
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Figura 29. Resultados obtenidos para la prueba de flavonoides

Elaborado por: Ganchozo, (2023)

Saponinas:

Las saponinas pertenecientes al grupo de glucosidos resultaron negativas para los todos los
extractos de E. ruizii como se visualiza en la Figura 30. A pesar de que en la literatura cientifica
existen especies como Manihot esculenta o “yuca” que contienen gran cantidad de glucosidos

cianogénicos en especial linamarina (Rivadeneyra-Dominguez et al., 2013). En E. ruizii este
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compuesto no esta presente lo que se podria atribuir a que pertenecen a distintas familias, 0 a que
se encuentre en distintas partes de la planta como las hojas ya que de acuerdo con estos compuestos
se suelen encontrar en diferentes cantidades y en diferentes composiciones entre especies de

plantas, incluso en diferentes tejidos de la misma planta (Kytidou et al., 2020).

MOLISCH
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hidroalcohoélico alcohélico
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Extracto acuoso
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Figura 30. Resultados obtenidos para la prueba de saponinas
Elaborado por: Ganchozo, (2023)

Cumarinas:

Las pruebas de KOH en extractos alcoholicos e hidroalcohdlicos de E. ruizii fueron positivas,
mientras que en extracto acuoso no se evidencid coloracion, tal como se visualiza en la Figura 31
lo que puede deberse al tipo de solvente utilizado, siendo el alcohol y el metanol los mas eficientes

para la extraccion de estas moléculas (Wang & Li, 2021).

Estudios realizados en la Universidad de Andalas, Indonesia demostraron que la funcién del

inhibidor (cumarina) es inducir los tubérculos inhibiendo la sintesis de giberelinas porque la
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induccion de microtubérculos requiere niveles bajos de giberelinas lo que aumenta la
concentracion de cumarina en Solanum tuberosum L o “papa doméstica” lo que puede explicar la
presencia en varios tipos de raices de almacenamiento (Mustikasari et al., 2023). Algunas de las
posibles aplicaciones de E. ruizii podria residir en la industria farmacéutica como principio activo

debido sus propiedades hepatotoxicas y cancerigenas (Abraham et al., 2010).

KOH
Extracto Extracto
Extracto acuoso

hidroalcohélico alcoholico

Positivo Positivo Negativo

Figura 32. Prueba para la determinacion de cumarinas
Elaborado por: Ganchozo, (2023)

64



4.6 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

4.6.1 Andlisis FT-IR del extracto alcohdlico.

El extracto acuoso no se tomd en cuenta para este ensayo debido a la baja presencia de metabolitos

secundarios en el analisis fitoquimico previamente realizado.

Los enlaces quimicos o grupos funcionales presentes en el extracto de las raices de

almacenamiento de E. ruizii fueron predecidos usando el equipo FT-IR. Los enlaces se

determinaron interpretando los espectros de absorcion infrarroja. La figura 33 muestra el espectro

FT-IR del extracto mientras que la Tabla 7 muestra la interpretacion de aquellos enlaces quimicos

encontrados en el extracto alcohdlico.
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Figura 33. Espectro FTIR del extracto alcoholico de las raices de almacenamiento de E. ruizii
Elaborado por: Ganchozo, (2023).

Como se puede observar cada espectro posee una asignacion de nimero de onda, esto representa

un grupo funcional el cual se identifica mediante el rango en el que se encuentra dicho espectro.
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Estudios realizados en la Universidad de Ohio ofrecen una referencia para la identificacion de

posibles compuestos, misma que sirvié de guia para la determinacion de los picos observados en

los extractos de E. ruizii que se detalla en la Tabla 6 Enders et al., (2021).

Tabla 7. Valores maximos espectrales del FTIR y grupos funcionales del extracto alcohdlico de

las raices de almacenamiento de E. ruizii.

NUmero de onda NUmero deonda  Asignacion de Posible
Espectro No. _
cm™! cm™! grupo funcional Compuesto
1 3309.07 3500-3300 N-H Amida
2 2923.34 2960-2850 C-C-H Alcano
3 2853.44 2960-2850 C-C-H Alcano
4 1743.85 ~1735 CcC=0 Ester
5 1608.49 1600-1450 Cc=C Aromatico
Vibraciones de
6 1443.05 1450-1420 CH B
Flexién
Vibraciones de
7 1376.89 1385-1365 CH; B
Flexién
Acido
8 1246.97 1250-1050 Cc-0O _
carboxilico
9 1042.64 1230-1020 C-N Amina
10 875.24 1090-810 PH d Fosfinas
Haluros de
11 546.45 785-540 C-ClI _
Alquilo

t= vibracion de tension; d= deformacion

Elaborado por: Ganchozo, 2023.

De acuerdo con estudios realizados en India se identificaron mediante FT-IR la composicion de

dos variedades de Solanum tuberosum donde destacaron vibraciones de torcion N—H y vibraciones
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asimétricas de flexion C-O lo que denota la concentracion de una variedad de alcaloides, misma
que concuerda con los extractos de E. ruizii debido a la naturaleza de ambos tubérculos lo cual se

comprob6 también mediante los ensayos cualitativos de tamizaje fitoquimico (Velraj et al., 2011).

Otro estudio realizado en Instituto de Ciencias de Indonesia demostro la caracterizacion tanto de
Manihot esculenta “yuca” como de Solanum tuberosum “papa doméstica” asi mismo
comprobandose la presencia de grupos funcionales de tipo O —H, C—-H, C- 0Oy CH, demostrando

que la yuca y la papa poseen estructura quimica similar a E. ruizii (Abdullah et al., 2018).

Una de las caracteristicas del FT-IR es que con el anélisis FT-IR se aprovecha la absorbancia de
luz de un material utilizando la forma en que diferentes compuestos moleculares reaccionan al haz
infrarrojo para determinar la composicion del material bajo analisis, con esto no solo se puede
calcular la composicion molecular total de un material, sino ademas compararla con materiales
similares registrados (Catterway, 2023). En Tabla 8 se enumera la lista de posibles compuestos
similares al extracto alcoholico de las raices de almacenamiento de E. ruizii, con su porcentaje de

similitud y aplicaciones industriales.

67



Tabla 8. Posibles compuestos de utilidad industrial encontrados en el extracto alcohélico de las

raices de almacenamiento de E. ruizii de acuerdo con el andlisis FT-IR.

Nombre del o L ) )
Similitud (%) Aplicacion Industrial Referencia
Compuesto

Utilizado como emulsionante,
o humectante y cotensioactivo _
Oleato de Gliceril 88.26 o (McMiller, 2023)
no iénico en productos de
cuidado de piel y cabello.
Monooleato de Se utiliza como antiespumante
] 87.76 ) ) (ASHP, 2022)
Glicerol en el procesamiento de jugos.
Lubricantes derivados del
- petréleo,  textiles,  cuero, )
Lecitina 87.59 o (List, 2015)
revestimientos, caucho,

resinas y jabones.

Elaborado por: Ganchozo, (2023)

4.6.2 Analisis FT-IR del extracto hidroalcoholico
Los enlaces se determinaron interpretando los espectros de absorcion infrarroja. La figura 34
muestra el espectro FT-IR del extracto mientras que la Tabla 9 muestra la interpretacion de

aquellos enlaces quimicos encontrados en el extracto hidroalcoholico.
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Figura 34. Espectro FT-IR del extracto hidroalcoholico de las raices de almacenamiento de E.
ruizii.

Fuente: (Ganchozo, 2023)

Tabla 9. Valores maximos espectrales del FTIR y grupos funcionales del extracto alcohdlico de

las raices de almacenamiento de E. ruizii

Numero de onda NUmero deonda  Asignacién de Posible
Espectro No. _ _ .

cm™t cm™! grupo funcional Compuesto

1 3273.43 3650-3200 O-H Alcohol

2 2927.12 2960-2850 C-C-H Alcano
3 1602.40 1600-1450 C=C Aromético

4 1400.44 1440-1400 O-Hd Acido
Carboxilico

5 1031.33 1230-1020 C-N Amina

C-H
6 986.73 ~ ~ L Alqueno
990y ~910 (monosustituido) E

8 549.12 785-540 C-Clt Haluros de

alquilo

t= vibracién de tension; d= deformacion, ~= aproximado.
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Con respecto al analisis del extracto hidroalcohdlico, se detectaron menos picos en los espectros,

esto puede deberse a la composicidn de los solventes de este extracto que fueron agua destilada

estéril y alcohol al 96% en proporcion 1:1 teniendo en cuenta que el agua no es lo suficientemente

polar para extraer la mayor cantidad de compuestos, lo cual también se vid representado en el

tamizaje, siendo el caso de los grupos funcionales éster y las vibraciones de flexion.

En la Tabla 10 se presenta la lista de posibles compuesto del extracto hidroalcohélico de las raices

de almacenamiento de E. ruizii, con su porcentaje de similitud y aplicaciones industriales.

Tabla 10. Posibles compuestos de utilidad industrial encontrados en el extracto hidroalcohélico

de las raices de almacenamiento de E. ruizii. de acuerdo con el analisis FT-IR.

Nombre del Similitud o ) )
Aplicacion Industrial Referencia
Compuesto (%)
Se utiliza ampliamente como aditivo en
. : : : (ChEBI,
D- Eritrosa 58.56  alimentos y medicamentos debido a su 2023)
inercia quimica, dulzor y no toxicidad.
Hidrato de D- £4.49 Se utiliza en amplia gama de farmacos como (GLPBIO,
Ribulosa ' endulzante en formulaciones. 2017)

Elaborado por: Ganchozo, (2023)
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4.7 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria MIC mediante la técnica de

micro dilucion.

Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria de los extractos se excluyo el anélisis
del extracto acuoso debido a que este presentd baja cantidad de metabolitos secundarios extraidos
de acuerdo con las pruebas realizadas en el tamizaje fitoquimico. Los valores de MIC se expresan
en pg/mL los cuales se revelan cualitativamente mediante el uso del colorante TTC vy

cuantitativamente mediante lectura en el equipo Micro Elisa.

Como patron de referencia para la interpretacion de la concentracion minima inhibitoria se hace

uso de la Tabla 11 propuesta por Baser & Buchbauer (2021) expresada en pg/mL

Tabla 11. Interpretacion de valores de MIC.

MIC Sigla pg/mL
Muy fuerte MF <500
Fuerte F >500
Moderada M 500<MIC<5000
Débil D 5000<MIC<20000
Ausente A >20000

Fuente: (Baser & Buchbauer, 2021)

Para probar la efectividad de los extractos, en ambos se utilizo el rotavapor con el objetivo de
eliminar las trazas de alcohol lo cual pudiera interferir con los resultados finales. Las bacterias de
estudio fueron E. coli como gram negativa (ATTC 8739) y S. aureus como gran positiva (ATTC
6538).
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En la Tabla 12 se muestran los distintos valores de MIC obtenidos en los extractos alcohélico e

hidroalcohdlico al 20% frente a las cepas en estudio.

Tabla 12.MIC de extracto alcohdlico e hidroalcoho6lico para frente a las cepas E. coli y S. aureus.

Extracto de E. ruizii al 20%

Bacteria de
) ATTC MIC (pg/mL)

estudio

Alcoholico S Hidroalcoholico S
Staphylococcus

6538 1800,000 M 1800,000 M

aureus
Escherichia coli 8739 2076,923 M 2076,923 M

(S) Sigla; (MF) Muy fuerte; (F) Fuerte; (M) Moderado.

Elaborado por: Ganchozo, (2023).

Como se puede apreciar en la Tabla 11 para S. aureus el valor de MIC fue de 1800,000 pug/mL
tanto para el extracto alcohdlico como hidroalcoholico mientras que de igual forma para E. coli se
obtuvo un valor de 2076,923 pg/mL para ambos extractos, lo cual de acuerdo al patron de
referencia de interpretacion es considerado como Moderado, sin embargo, este resultado es solo
valido cuando se tiene una concentracion al 20% la cual puede ser considerada como muy alta ya
que el alcohol utilizado como solvente en los extractos es autoconservante a una concentracion

superior al 20% (Haque, 2020).

Para el caso de ambas bacterias en estudio, no se han reportado ensayos donde se use extractos
alcoholico e hidroalcohdlico con E. ruizii y ninguna especie del género Eriotheca, por lo que

generar y evaluar estos resultados es importante para poder realizar practicas in vivo.
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Investigaciones llevadas a cabo en la Universidad de Mbarara en Uganda, demostraron la eficacia
de los extractos de tubérculos de Echinops kebericho usando distintos solventes contra cinco
especies de bacterias, resaltando un alto potencial de inhibicién contra E. fecalis para el extracto
de acetato de etilo, atribuyendo este efecto a un tipo de lactona denominada “dehidrocostus” cuya
actividad es comparable con la penicilina (Deyno et al., 2021). Este resultado es comparable con
el resultado obtenido en E. ruizii, sin embargo, para mejores resultados se podria utilizar distintos
métodos de extraccidn mas especializados como los fluidos supercriticos donde los cambios de
presion y temperatura, conllevan a una variacion en la selectividad y el poder de solvencia de
extractos, induciendo asi un efecto antibacterial mas prominente contra distintas cepas (Esquivel,

2007).

Estudios mencionan que la eleccion de distintos solventes muestra diferentes actividades
antibacterianas siendo algunos buenos aceptores de Hidrégeno mientras que otros solventes
incluyen alcoholes superiores y varios otros extractantes cuyo uso no es practico para aislar
compuestos bioactivos debido al alto punto de ebullicién (Kotzé et al., 2002). pudiendo ser este el
caso de E. ruizii ya que, a pesar de contener flavonoides y alcaloides los cuales en base a la
literatura poseen alta capacidad antibacterial, su inhibicion solo hizo efecto en el extracto directo,
mas no en aquellos diluidos, recordando que el solvente utilizado fue alcohol al 96% mientras que
los metabolitos secundarios del extracto de Echinops kebericho mencionado anteriormente se
extrajeron utilizando solventes de mayor polaridad como el acetato de etilo y metanol

respectivamente

Para las pruebas microbioldgicas se utilizaron como indicador de control terpineol y penicilina

ambos al 20%, mismos que se presentan en la Tabla 13.
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Tabla 13.MIC de indicadores de control para S. aureus y E.coli

Indicadores de control

Bacteria de MIC (pg/mL)
_ ATTC
estudio Terpineol .
S Penicilina 20% S
20%
Staphylococcus
6538 5494,11 M 1800,000 M
aureus
Escherichia coli 8739 2076,923 M 2076,923 M

(S) Sigla; (MF) Muy fuerte; (F) Fuerte; (M) Moderado; (D) Débil

Elaborado por: Ganchozo, (2023).
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4.8 Actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante en los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcohdlico utilizé
como método DPPH detallado en el capitulo 3 y se determiné el valor ICs, donde se muestran los

valores en la Tabla 14.

Tabla 14. Valores obtenidos en el ICs, de los distintos tipos de extractos de E. ruizii junto al

estandar (Vitamina C)

Alcohdélico Acuoso Hidroalcoholico

238,85 2739,20 132,34

228,24 2708,11 160,06

232,62 2740,06 159,86

Promedio 233,24 2729,13 150,75
Desv. Est. 5,33 18,20 15,94

Elaborado por: Ganchozo, (2023).

Como parametro de comparacion se muestra Tabla 15, con la clasificacion de antioxidantes basada

en valores ICs, propuesto por (Kusumawati, 2021).

Tabla 15. Clasificacion de antioxidantes basada en valores ICz.

IC5o (ng/mL) Actividad antioxidante

<50 Muy fuerte
50-100 Fuerte
101-250 Medio
250-500 Débil
>500 Ausente

Elaborado por: Kusumawati, (2021).
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Como se puede observar, el extracto alcohdlico posee un valor ICs, promedio de 233,24 ug/mL
el cual se clasifica como actividad antioxidante débil, mientras que el extracto hidroalcohdlico
presenta un valor de 150,8 pg/mL que Se categoriza en el rango de Medio, y finalmente el extracto

acuoso no posee actividad antioxidante preponderante.

Se realizd una prueba de normalidad donde se obtuvo un p-valor inferior a 0,05 para todos los
extractos, lo que indica que los datos no son paramétricos. Como analisis estadistico se aplico la
prueba de Kruskall Wallis obteniendo un p-valor de 0.017 el cual es menor a 0,05 lo que demuestra
que los extractos no presentan el mismo nivel de captacion de radicales libres, por lo que se

diferencian en dos categorias A y B, representados en la Tabla 16 y en el Anexo 3.

Tabla 16.Categorizacion del ICs, de los extractos mediante el estadistico Kruskal Wallis

Extracto Media Desv. Estandar Categoria
Hidroalcohdlico 150,94 15,94 A
Alcohdlico 233,24 5,33 A B
Acuoso 2729,13 18,20 B

Elaborado por: Ganchozo, (2023)

En la tabla se presentan los valores con la prueba de Kruskal Wallis, donde se separan los extractos
por categorias (A y B) y medias, las cuales se expresan en mg/g, siendo el mejor la categoria A
que corresponde al extracto hidroalcohdlico, eligiéndose este ya que no comparte categoria con
ningln otro extracto denotando asi que es estadisticamente diferente y representa la minima

concentracion de planta que se requiere para que el extracto posea actividad antioxidante.
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En la Figura 35 se representa graficamente el factor ICs, con las medias presentadas en la prueba
de Kruskal Wallis donde se visualiza que el extracto hidroalcohdlico posee una mayor actividad

antioxidante.

Factor IC50
3000.00
2000.00
1000.00
0.00
Alcohdlico Acuoso Hidro

Figura 35. Contenido de los extractos de E. ruizii luego de la filtracion y rotavaporacion.
Elaborado por: (Ganchozo, 2023)

La actividad antioxidante presentada en los extractos puede estar estrechamente asociada al
contenido de flavonoides determinados mediante el tamizaje fitoquimico realizado, estudios
similares demuestran que los terpenos, taninos, flavonoides y saponinas son metabolitos
secundarios que contribuyen a las actividades antioxidantes (Cavazos et al., 2021). Investigaciones
afirman que casi todos los grupos de flavonoides tienen la capacidad de actuar como antioxidantes,
en especial las flavonas y catequinas (Panche et al., 2016). Esto también puede explicar por qué el
extracto acuoso no presentd esta caracteristica ya que en el analisis fitoquimico resulté negativo
para flavonoides lo cual se pudo observar en la coloracion del extracto siendo este transparente en

su totalidad.

Estudios similares evaluaron la capacidad antioxidante de Smallanthus sonchifolius o “yacon”

cultivado en Brasil, por medio del ICs, obteniendo un valor 187.26 mg mL-1 para la pulpa fresca
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del tubérculo, que, en base a la tabla de clasificacion, se categoriza como una actividad

antioxidante baja (Mufioz & Ramos, 2007).

Existe también la posibilidad de que exista una mayor actividad antioxidante en otras partes de la
planta, estudios desarrollados en Republica Checa comprobaron que la mayor capacidad
antioxidante reside en las hojas del yacdn en comparacién con su tubérculo, lo cual lo atribuyen al

alto contenido fendlico presentado en los extractos de las hojas (Valentova et al., 2003).

Se ha demostrado mediante estudios en Solanum tuberosum L. o “papa doméstica” que la eleccion
del potencial genético, el sitio de cultivo y el sistema de produccion influyen significativamente
en las propiedades antioxidantes, a pesar de que los flavonoles se encuentren en pequefias
cantidades en estos tubérculos, los factores mencionados juegan un papel importante en el
desarrollo de su actividad bioldgica, ya que junto a otros constituyentes tales como proteinas o
polisacaridos contribuyen no solo a la actividad antioxidante sino, por sobre todo a las propiedades
sensoriales como sabor, color y astringencia (Keutgen et al., 2019). Es posible que controlando las
condiciones de cultivo de E. ruizii se incremente la actividad bioldgica, sintetizando metabolitos

secundarios clave con propiedades de interés industrial.

Las investigaciones en base a la capacidad antioxidante con la planta en estudio son escasas, por
lo que los datos reportados en esta investigacion son de utilidad ya que el ICs, da una inhibicién
media, lo que concuerda con el uso medicinal que se le atribuye en Per( en preparaciones como

croquetas, jugos y extractos para combatir la anemia (Trinidad, 2019).
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5. Conclusiones
La caracterizacién mediante el tamizaje fitoquimico demostrd la presencia mayoritariamente de
carbohidratos, flavonoides, alcaloides y cumarinas el aprovechamiento de estos metabolitos
secundarios puede tener aplicaciones en distintas aristas de la Biotecnologia como el desarrollo de
principios activos para formulaciones farmaceuticas y la elaboracion de productos con alto valor

nutricional.

Para la caracterizacion cuantitativa se analizaron los extractos liofilizados para una mayor
precision mediante el FT-IR, evidenciando grupos funcionales aminas, alcanos, ésteres y
aromaticos. El extracto alcoholico tuvo ademéas una alta similitud con el Oleato de Gliceril

utilizado industrialmente como emulsionante y humectante en formulaciones cosméticas.

La evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria tanto en el extracto alcoholico como
hidroalcoholico fue de 1800,000 ug/mL para S. aureus y 2076,923 pg/mL para E. coli lo que de
acuerdo con el patron de referencia de interpretacion se considera como Moderado, por lo que no

se recomienda utilizar las raices de almacenamiento de esta especie con fines antibacteriales.

Para la evaluacién de la capacidad antioxidante se determiné el coeficiente ICc, y Se comprobd
que el mejor extracto fue el hidroalcoholico con un valor de 150,75 clasificado como una actividad
antioxidante media, y podria ser aplicada en distintos procesos como principio activo en
formulaciones cosméticas o alimenticias, por lo que se recomienda continuar con el estudio de esta

planta utilizando distintos métodos de extraccion con solventes de mayor polaridad.
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6. Recomendaciones

Para un mayor rendimiento en la extraccion de los principios activos de la especie se
recomienda usar otros solventes organicos e identificar los métodos de extraccion de mayor
eficiencia.

Realizar la cuantificacion de los metabolitos secundarios identificados en el presente
estudio mediante diversas técnicas analiticas.

Dado que en el presente trabajo de investigacion se obtuvo una capacidad antibacteriana
media se recomienda evaluar in vitro en otros microorganismos (bacterias, hongos y
levaduras).

Se recomienda realizar la identificacion cualitativa de los metabolitos secundarios en otras
partes de la planta (tallos, hojas, frutos) para complementar el estudio fitoquimico y
revalorizar esta especie endémica de la region.

Comprobar la posible obtencion de aceite esencial de las hojas de E. ruizii para el

aprovechamiento de los compuestos volatiles presentes.
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8. Anexos

Anexo 1. Ficha de informacién de cada microorganismo

Product Sheet

Escherichia coli (Migula)

Castellani and Chalmers
8739

Description

Escherichia coli strain Crooks is a whole-genome sequenced bacterial strain
that was isolated from feces. This product has applications as a quality
control strain in testing antimicrobial handwashing formulations, media

testing, efficacy testing, and bioresistance testing.

Strain designation: Crooks

Deposited As: Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers

Type strain: No

Toxin genes: stx1 (Shiga toxin 1) negative; stx2 (Shiga toxin 2) negative

Stnrage Ceonditions

Product format: Freeze-dried
Storage conditions: 2°C to 8°C

Intended Use

This product is intended for laboratory research use only. It is not intended
for any animal or human therapeutic use, any human or animal

consumption, or any diagnostic use.
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Staphylococcus aureus
subsp. aureus Rosenbach

6538

Desc ription

Staphylococcus aureus subsp. aureus strain FDA 209 was isolated from a
human lesion. This whole-genome sequenced bacterium can be used in
testing media, sanitizers, disinfectants, antimicrobial preservatives, and
bactericides. This strain is also recommended as a test microorganism for
USP chapters <1072>, <2021>, <51>, <bl>, <62>, and <71>.

Strain designation: FDA 209

Deposited As: Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
Type strain: No

Stnrage Conditions

Product format: Freeze-dried
Storage conditions: 2°C to 8°C

Intended Use

This product is intended for laboratory research use only. It is not intended
for any animal or human therapeutic use, any human or animal

consumption, or any diagnostic use.
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Anexo 2. Concentracién minima inhibitoria de los microorganismos evaluados por

microdilucion.

S. aureus

E. coli
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Anexo 3. Resultados del programa estadistico InfoStat.
Nueva tabla : 26/8/2023 - 15:44:28 - [Versidn : 30/4/2020]

Prueba de Kruskal Wallis

Variable tipo extracto N Medias D.E. Medianas H P
ic 50 Acuoso 3 2729,13 18,20 2739,21 6,49 00,0107
ic 50 Alcohdlico 3 233,24 5,33 232,62
ic 50 Hidro 3 184,09 41,79 160,07
Trat. Medias Ranks
Hidro 184,09 2,33 A
Alcohdlico 233,24 4,67 A B
Acuoso 2729,13 8,00 B

M=sdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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