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Resumen

Este estudio evalu¢ la capacidad antioxidante y el perfil fitoquimico de extractos
en brotes de Scoparia dulcis, planta medicinal conocida por sus propiedades terapéuticas
en la medicina tradicional. Se prepararon ocho extractos utilizando diferentes
disolventes (hidroalcohdlico, etanol, metanol y combinaciones de etanol/metanol) y se
evalud su capacidad antioxidante utilizando los métodos DPPH y ABTS. Los resultados

mostraron que el extracto hidroalcohdlico tuvo la mayor capacidad antioxidante,
seguido del extracto metanolico y el extracto etanolico. El analisis fitoquimico revelo la
presencia de varios metabolitos secundarios como alcaloides, lactonas, taninos, fenoles,
flavonoides, cumarinas y carbohidratos, conocidos por sus posibles beneficios para la
salud.

La correlacion entre los métodos DPPH y ABTS fue de moderada a fuerte, lo que
demuestra que ambos son efectivos para evaluar la capacidad antioxidante de los
extractos. Entre los disolventes utilizados, los extractos hidroalcoholicos demostraron
ser los més eficaces para extraer compuestos con alta actividad antioxidante, alcanzando
un 93% en las hojas y un 98% en los tallos de Scoparia dulcis, lo que es comparable a los
extractos de plantas por sus propiedades antioxidantes. conocido por su actividad
oxidativa. como las aceitunas y el tomillo.

El estudio contribuye a la comprension de la composicion quimica de la planta 'y
su potencial terapéutico y muestra que la biotecnologia puede utilizarse para aumentar el

rendimiento y la eficacia de sus extractos. En general, este estudio refuerza la idea de
que los extractos hidroalcohdlicos son una oportunidad prometedora para el desarrollo
de nuevos productos naturales con propiedades antioxidantes y otras aplicaciones
terapéuticas.

Palabras claves: Scoparia dulcis, Capacidad antioxidante, Tamizaje fitoquimico,

Extractos hidroalcoholicos, Metabolitos secundarios, DPPH, ABTS.



Abstract

This study evaluated the antioxidant capacity and phytochemical profile of extracts in
growth of Scoparia dulcis, a medicinal plant known for its therapeutic properties in traditional
medicine. Eight extracts were prepared using different solvents (hydroalcoholic, ethanol,
methanol and ethanol/methanol combinations) and their antioxidant capacity was evaluated
using the DPPH and ABTS methods. The results showed that the hydroalcoholic extract had the
highest antioxidant capacity, followed by the methanolic extract and the ethanolic extract.
Phytochemical analysis revealed the presence of several secondary metabolites such as
alkaloids, lactones, tannins, phenols, flavonoids, coumarins and carbohydrates, known for their

potential health benefits.

The correlation between the DPPH and ABTS methods was moderate to strong,
demonstrating that both are effective in assessing the antioxidant capacity of the extracts.
Among the solvents used, hydroalcoholic extracts proved to be the most effective in extracting
compounds with high antioxidant activity, reaching 93% in leaves and 98% in stems of Scoparia
dulcis, which is comparable to plant extracts for their antioxidant properties. known for their

oxidative activity. such as olives and thyme.

These findings highlight the potential of the species as a promising source of antioxidants
and bioactive compounds, which may have significant implications for use in traditional
medicine and pharmaceuticals. The study also contributes to the understanding of the chemical
composition of the plant and its therapeutic potential and shows that biotechnology can be used
to increase the yield and efficacy of its extracts. Overall, this study reinforces the idea that
hydroalcoholic extracts are a promising opportunity for the development of new natural products
with antioxidant properties and other therapeutic applications.

Key words: Scoparia dulcis, Antioxidant capacity, Phytochemical screening, Hydroalcoholic
extracts, Secondary metabolites, DPPH, ABTS.
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INTRODUCCION

La presente investigacion se enfoca en descubrir las propiedades antioxidantes de
Scoparia dulcis, también conocida como teatina, una planta herbacea de la familia
Plantaginacea. es una planta medicinal que se ha utilizado ampliamente en regiones
tropicalesdel continente americano durante generaciones. Esta especie se caracteriza por sus
racimos axilares de flores blancas diminutas, hojas elipticas y dentadas y tallos erectos
pequefios. Debido a sus propiedades antiinflamatorias, antidiabéticas y antimicrobianas,
Scoparia dulcis ha sido utilizada histéricamente en la medicina tradicional de diversas
culturas. La planta contiene una amplia gama de compuestos bioactivos, incluidos
flavonoides, terpenoides y alcaloides, que han demostrado tener multiples beneficios para la
salud humana (Plantaginaceae - Scoparia Dulcis).

Los estudios fitoquimicos realizados en S. dulcis han permitido aislar una variedad de
alcaloides, diterpenoides, flavonoides, esteroides y triterpenoides, asi como los &cidos
escoparicos A y D. Se describe la fitoquimica sistematica de las partes aéreas de S. dulcis
como parte de la busqueda continua de diterpenoides naturales biologicamente activos (Liu et
al., 2014).

La capacidad antioxidante de Scoparia dulcis posee gran importancia debido a su
potencial para mitigar el dafio oxidativo en el organismo humano. Los radicales libres,
generados como subproductos del metabolismo celular, causando dafios en proteinas, lipidos y
ADN, contribuyendo al envejecimiento y al desarrollo de enfermedades crénicas como el
cancer y las enfermedades cardiovasculares. Los extractos de S. dulcis contienen altos niveles
de compuestos fenolicos y flavonoides, los cuales exhiben una actividad antioxidante notable,
lo que destaca la importancia de investigar la capacidad antioxidante de la planta (Bibiana,
2009; Granados et al., 2014).

Tal como indica Kuskoski y otros (2005) los ensayos mas utilizados son ABTS (acido 2, 2'-

azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulféonico y DPPH (2, 2- Difenil-1-picrilhidrazilo) para la
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determinacion de actividad antioxidante, ya que, estas pruebas permiten evaluar la capacidad de
una sustancia para neutralizar radicales libres y especies reactivas de oxigeno, lo que es crucial
para entender su potencial como agente antioxidante.

La técnica de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), se basa en la reducciéon del radical libre,
utilizada por su simplicidad, rapidez y reproducibilidad (Granados et al., 2014). Esta técnica mide
la disminucién de la absorbancia a 517 nm, que indica la capacidad antioxidante. La eleccion de
esta técnica se debio a su popularidad y eficacia en la determinacién de la actividad antioxidante
de diversas plantas, incluyendo S. dulcis.

La otra técnica es ABTS (4cido 2,2'- azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) que
involucra la generacion de un radical cationico de ABTS mediante la reaccion con persulfato
de potasio. El radical ABTS+, tiene un color azul-verde que se reduce en presencia de
antioxidantes, lo que resulta en una disminucion de la absorbancia a 734 nm. Este método es a
preciado por su aplicabilidad tanto en sistemas hidrofilicos como lipofilicos y por ser sensible a

una amplia gama de antioxidantes (Re et al., 1999).
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CAPITULO 1
1.1. Antecedentes

En las partes aéreas de Scoparia dulcis se han detectado flavonoides, acidos
scopadulcicos A y B, acidos scoparicos A, B y D, y escopariol. La especie es rica en
flavonoides y terpenos, segun pruebas fitoquimicas, y se cree que la presencia de estos
compuestos es responsable de las acciones farmacologicas de S. dulcis, segin Hayashi et al.
(1990). En vista del resultado de los mecanismos de accion antioxidante como los presentes
en Scoparia dulcis, combaten la oxidacion neutralizando los radicales libres, previniendo
eldafo celular y protegiendo al organismo de sus efectos nocivos. Ademas de su actividad
antioxidante, Scoparia dulcis presenta propiedades curativas para diversas afecciones,
incluyendo hipertension arterial, ictericia, diabetes mellitus, enfermedades de la piel,
problemas estomacales, calculos renales, almorranas, problemas reproductivos y
enfermedades relacionadas con la inflamacion y el estrés oxidativo (Pawar, Vikas &
Sarawade, Rachana, 2020).

Algunos antioxidantes se producen de forma natural en el cuerpo, como el
superoxidodismutasa, la catalasa y el glutation peroxidasa. Otros se obtienen a través de la
dieta, comola vitamina C, la vitamina E y los polifenoles (Murti et al., 2012). Los radicales
libres son moléculas altamente reactivas que contienen uno o mas electrones no aparecidos
en su orbitalexterno. Esta inestabilidad los impulsa a reaccionar rapidamente con otras
moléculas, donando, sustrayendo o compartiendo electrones en un proceso conocido como
estrés oxidativo (Mishra et al., 2011). El estrés oxidativo excesivo esta asociado con
diversas enfermedades como el cancer, la isquemia, la aterosclerosis y la enfermedad de
Alzheimer. Los radicales libres pueden danar el ADN, las proteinas y los lipidos, lo que
lleva a mutaciones celulares, disfuncion enzimatica y peroxidacion lipidica (Patra et al.,
2014).

La presente investigacion se centra en el analisis de la capacidad antioxidante del
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extracto hidroalcohdlico de brotes de Scoparia dulcis mediante las técnicas de DPPHy
ABTS, profundizando el conocimiento de las propiedades antioxidantes de esta planta y su
potencial aplicacion en el desarrollo de estrategias terapéuticas para diversas enfermedades

asociadas al estrés oxidativo.

1.2.Problema

En Ecuador la falta de investigaciones sobre plantas con potencial biotecnologico
es un problema que limita el aprovechamiento de la biodiversidad del pais, impide el
desarrollo de la industria farmacéutica nacional, genera dependencia de productos
extranjeros, retrasa el desarrollo sostenible, limita la capacitacion de cientificos y pone en
riesgo el patrimonio cultural relacionado con el uso de plantas medicinales. Es fundamental
abordar esta problemadtica para aprovechar el potencial biotecnoldgico de las plantas en el

territorio nacional (/INABIO, 2022).

La biotecnologia en el pais es un campo relativamente nuevo. En general, el desarrollo

del area ha ido creciendo, pero con cierta dificultad. Esto pese a que el pais sudamericano cuenta

con una gran riqueza de recursos biologicos y conocimientos ancestrales que pueden ser

aprovechados. No obstante, en nuestro pais los retos para el desarrollo de ciencia y tecnologia en

biociencias y otras ramas son varios, como: barreras de indole politico, legislativo, regulatorio,

financiero y por supuesto humano (Carrion, N. 2023).

Por una parte, tenemos que el estrés oxidativo es un desequilibrio entre radicales
libres y antioxidantes, es el enemigo silencioso detrds de diversas enfermedades, como la
aterosclerosis, la hipertension arterial, el cancer y las enfermedades neurodegenerativas
(Mishra et al., 2011; Patra et al., 2014). Por esta razon, la especie Scoparia dulcis es una
excelente alternativa para este problema, es rica en compuestos antioxidantes, como
flavonoides, taninos, terpenoides y polifenoles (Jiang et al., 2021). Estos compuestos

podrian actuar como un escudo protector contra el estrés oxidativo, previniendo o
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retrasando el danocelular y mitigando el riesgo de enfermedades asociadas (Murti et al.,
2012).

1.3. Delimitacion

En el presente estudio, la especie vegetal (Scoparia dulcis) fue recolectada en tres
diferentes localidades que se distribuyen de la siguiente manera; empezando en la Universidad
Politécnica Salesiana en el Campus Maria Auxiliadora, ubicado en el Km 19 Via la Costa con
la siguiente coordenada 1°01'58.6"S 79°26'38.8"W, los dos siguientes puntos de recoleccion de
muestra se ubica en la provincia de Los Rios, en la ciudad de Quevedo, Parroquia San
Cristébal, con las respectivas coordenadas: 1°01'58.6"S 79°26'38.8"W y 0°59'58.6"S

79°26'32.5"W.

1.4. Pregunta de investigacion

(Cual es la capacidad antioxidante del extracto hidroalcoholico de brotes de

Scoparia dulcis mediante las metodologias DPPH y ABTS?

1.5.Justificacion

Investigar la capacidad antioxidante de Scoparia dulcis es relevante debido a su
potencial para neutralizar radicales libres, reduciendo asi el dafio oxidativo que contribuye
al envejecimiento y enfermedades cronicas como el cancer y las cardiovasculares
(Plantaginaceae - Scoparia Dulcis L.).

Ademas, su uso en la medicina tradicional sugiere la presencia de compuestos
bioactivos valiosos, la identificacion y caracterizacion de estos antioxidantes naturales que
puede conducir al desarrollo de nuevos tratamientos y suplementos nutricionales (Mishra et
al, 2013; Abu Hasanat et al, 2010; Ratnasooriya et al, 2005).

1.6. Objetivos
1.6.1. Objetivo general

o Analizar la capacidad antioxidante en extractos hidroalcoholicos en
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brotes de Scoparia dulcis mediante las metodologias DPPH y ABTS.

1.6.2. Objetivos especificos

. Preparar ocho extractos (hidroalcohdlicos, etandlicos, metandlicos,
y combinados de etanol/metanol) en brotes de Scoparia dulcis para la identificacion
de metabolitos secundarios mediante el tamizaje fitoquimico.

o Determinar y comparar la actividad antioxidante entre los diferentes
extractos (hidroalcoholicos, etandlicos, metanodlicos, y combinados de
etanol/metanol) de Scoparia dulcis mediante las metodologias DPPH y ABTS para
la evaluacion de su correlacion.

. Evaluar la eficiencia del extracto hidroalcohdlico en comparacion
con otros solventes para la extraccion de compuestos antioxidantes de S. dulcis, con
el fin de identificar el solvente méas efectivo para la obtencion de extractos con alta

actividad antioxidante.

1.7. Hipotesis

Hipotesis nula

HO: El extracto hidroalcohdlico de Scoparia dulcis muestra una capacidad
antioxidante y una concentracion de metabolitos secundarios significativamente mayores
en comparacion con los otros extractos, indicando que Scoparia dulcis posee propiedades

antioxidantes destacadas y varios principios activos relevantes para futuras investigaciones.

Hipotesis alternativa

H1: El extracto hidroalcohdlico de Scoparia dulcis no presenta una capacidad
antioxidante ni una concentracion de metabolitos secundarios significativamente diferente

en comparacion con los otros extractos, indicando que Scoparia dulcis no posee



20

propiedades antioxidantes destacadas y varios principios activos relevantes para futuras

investigaciones.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Scoparia dulcis

Es una hierba perenne ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales del pais, utilizada como cicatrizante, antiespasmodico, hipertension,
bronquitis, hemorroides, hepatosis, analgésico, antipirético y antiinflamatorio durante
siglos en la medicina tradicional indigena (Mishra et al., 2013). En Asia, las comunidades
locales y tribales de Nepal, India y Pakistan incluso la han empleado para tratar la diabetes
(Latha et al., 2004).

La planta contiene 115 compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento del
sindrome metabolico, cuyas estructuras quimicas se pueden clasificar en siete categorias
principales: compuestos nitrogenados, flavonoides, diterpenoides, triterpenoides,
esteroides, fenolicos y alifaticos (Jiang et al., 2021). La mayoria de estos compuestos se
extraen de las hojas de la planta, lo que sugiere una rica fuente de moléculas bioactivas para
el desarrollo de terapias naturales. Ademas, se han identificado compuestos como amelina,
acido escoparico y diasulina, que presentan actividad inhibidora de la a- glucosidasa, asi co

mo actividad secretora de insulina y funcidn citoprotectora (Latha et al., 2004).

2.2. Origen y distribucion

Scoparia dulcis, también conocida como teatina o escobilla, es una planta herbacea
perteneciente de la familia Plantaginaceae, es una planta herbacea, se distribuye en
varias regiones tropicales y subtropicales de Asia, Africa y América del sur, su nombre
botanico deriva del latin “scoparius”, que significa escoba, haciendo asi referencia a sus
ramas delgadas y flexibles que se asimilan a una escoba utensiliode limpieza (Scoparia

dulcis ).
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En el Ecuador se distribuye de 0 a 2 500 msnm en las provincias de Loja, Bolivar,
Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Pichincha, El Oro, Esmeraldas, Galapagos, Guayas, Los
Rios, Manabi, Morona Santiago, Napo, Pastaza, Orellana y Sucumbios (Jorgensen y Ledon-

Yanez, 1999).

2.3. Taxonomia y morfologia

Es una planta erecta sublignificada. Las hojas son opuestas o verticiladas en3, de
forma oblanceolada. El margen es entero en la base y dentado en el apice. Las caras son
glandulosas. Las flores son axilares, solitarias o por pares y pedunculadas. El caliz tiene 5
sépalos y la corola 4 pétalos. Los 4 estambres tienen anteras de 2 loculos. El fruto es una
capsule dehiscente con numerosas semillas minusculas, la planta mide 30 a 80 cm de altura

(Plantaginaceae - Scoparia dulcis ).

Tabla 1. Taxonomia de Scoparia dulcis

TAXONOMIA
Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Scrophulariales
Familia Plantaginaceae
Género Scoparia
Especie Scoparia dulcis

(Scoparia dulcis . (Escobilla,2017)).
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Imagen 1. Scoparia dulcis

(Autoras,2024).
2.4. Extractos vegetales
Los extractos vegetales son concentrados de compuestos bioactivos obtenidos
directamente de las plantas, incluyendo frutos, semillas, hojas, tallos y raices. Estos
extractos contienen las propiedades medicinales y nutricionales de las plantas de manera
concentrada, lo que los hace hasta mil veces mas potentes que la planta o el fruto original.
Ademas, estos pueden tener un efecto bioestimulante y de defensa en la propia planta,
protegiéndola frente a factores bioticos (plagas y enfermedades) y abidticos (heladas, estrés
hidrico, etc.) (Angel, 2023).
2.5. Extraccion Soxhlet
Como menciona Sueldo (2018) la extraccion con soxhlet, se define como el uso de
un liquido para separar una parte especifica de la muestra, mientras que las partes restantes
se separan lo mds completamente posible. Este método combina las ventajas de la
extraccion por reflujo y la percolacion, utilizando los principios de reflujo y siféon para
extraer la planta de forma continua. La extraccién Soxhlet es un método de extraccion

continua automatizado con alta eficiencia de extraccidon que requiere menos tiempo y
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consumo de solvente que la maceracion o la percolacion.

Es una metodologia muy sencilla que necesita poca formacion especializada, tiene
laposibilidad de extraer mas masa de muestra que la mayoria de los métodos mas recientes
(extraccion por microondas, fluidos supercriticos, etc.) y no depende de una matriz. Existe
una amplia variedad de métodos oficiales que implican un paso de preparacion de muestras

basado en la extraccion Soxhlet (De Castro & Garcia-Ayuso, 1998).

Imagen 2. Soxhlet

i
B

|

(Elaborado en Biorender por las autoras, 2024).

2.6. Rotavapor

El rotavapor es un aparato que, mediante una destilacién a vacio, permite la rapida
evaporacion de disolvente de una disolucidon, segin Jesis & De Cantabria (2017) el
funcionamiento del rotavapor es el siguiente: se coloca la disolucion en el matraz de destilacion
y se comprueba que el matraz colector este vacio, se acopla el matraz disolvente al tubo
evaporador y se enciende el motor que permite la rotacion del matraz a la vez que se encuentra
sumergido en el agua calentada por el calefactor. Es importante conocer los puntos de

ebullicion del disolvente que se quiere evaporar y de lo que se quiere conservar. Con este
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método se puede obtener un volumen de muestra de hasta varios litros (teniendo en cuenta

tamafios normales de los matraces de recoleccion de uno o pocos litros).

Imagen 3. Rotavapor

(Elaborado en Biorender por las autoras, 2024).

2.7. Metabolitos secundarios

El metabolismo secundario se puede definir como la biosintesis, la transformacion
y degradacion de los compuestos endogenos mediante proteinas de especializacion,
formadas por procesos de diferenciacion y clasificadas seglin su significacion bioldgica y
funcién en la célula productora (Garcia, 2004).

Segun Sepulveda Jiménez (2004) las plantas poseen metabolitos secundarios que
desempefian un papel importante en su mecanismo de defensa contra contaminantes
ambientales, insectos y otras amenazas externas para la planta. Ademas, los metabolitos
secundarios poseen propiedades farmacoldgicas, son antioxidantes, antibacterianos y
antifungicos, entre otras. Entre los metabolitos secundarios con potencial bioactivo se
encuentran los compuestos fendlicos con propiedad medicinal significativa para el ser

humano en la prevencion del dafio causado por los radicales libres.

2.7.1 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos nitrogenados de varias plantas, estructuralmente
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contienen uno o varios 4tomos de nitrogeno en su molécula, a menudo parte de un anillo
heterociclico. El término alcaloide fue introducido por un farmacéutico alemén, Carl
Meissner a principios del siglo XIX, para designar sustancias naturales que reaccionan
como los élcalis (del arabe al qaly, la sosa y del griego eidos, el aspecto) (Henning et al., 20
13).
2.7.2. Saponinas

Las saponinas son glicésidos que se encuentran distribuidos ampliamente en las
plantas y estdn formadas por una aglicona de origen terpénico, esteroidal o esteroidal
alcaloide, al cual se une por el hidroxilo del carbono-3 una cadena ramificada de azucares,
la cual puede ser de hasta cinco moléculas, usualmente glucosa, arabinosa, acido

glucurodnico, xilosa y ramnosa (Diaz Puentes, 2009).

2.7.3. Flavonoides

Los flavonoides son una clase de compuestos polifenolicos secundarios que se
encuentran comunmente en alimentos de origen vegetal (Okoduwa et al., 2024).

La estructura molecular general de los flavonoides est4d formada por dos anillos de
fenilo (A y B) incrustados en una estructura de 15 atomos de carbono. Aunque los
flavonoides tienen muchas propiedades bioquimicas, la propiedad méas cominmente
descrita de casi todos los grupos de flavonoides es su capacidad para actuar como
antioxidantes. La composicion, sustitucion y numero total de grupos hidroxilo influyen
significativamente en varios mecanismos de actividad antioxidante, entre ellos: B.

Capacidad para quelar captadores de radicales e iones metalicos (Kumar & Pandey, 2013).

Los flavonoides son metabolitos presentes secundarios en todas las plantas verdes y
juegan un papel clave en la proteccion de las plantas contra los patégenos. Los flavonoides
presentan actividad bactericida e impiden la formacion de biopeliculas, un conjunto de

c¢lulas microbianas que se mantienen unidas entre si, gracias a una sustancia



27

elaborada por estos mismos microorganismos (Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al.,

2023).

2.7.4. Terpenoides
A este grupo de metabolitos secundarios o sustancias naturales, se incluyen una
gran cantidad de sustancias vegetales. Se han descrito miles de estructuras y se consideran
el grupo més grande. Todos tienen el mismo precursor biosintético (isopentenil-PP), cuya
unidad estructural basica es una molécula de isopreno insaturada, ramificada y de cadena
abierta: isopreno = H2C=C(CH3)-CH=CH2. Sus esqueletos carbonados se forman
mediante el enlace de dos o mas de estas cinco unidades C y también se denominan
1soprenoides (Ringuelet et al., 2013).
2.7.5. Antocianinas
Segun Aguilera Ortiz las antocianinas son un grupo de pigmentos de color rojo,
hidrosolubres, ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Estan constituidas por una
molecula de antocianidinas, que es la aglicona, a la que se le une una azicar por medio de
unenlace fS-glucosidico. La estructura quimica basica de esta aglicona es el i6n flavilio,
tambiénllamado 2-fenil-benzopirilio, que conta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio y

un anillofendlico; el flavilio normalmente funciona como cation.

2.7.6. Compuestos fenolicos
Los compuestos fenolicos son una serie de metabolitos secundarios de las plantas
cuyo nombre procede de las sustancias que poseen una funcion fenol, nombre comun del
hidroxibenceno. Existen alrededor de 8000 compuestos distintos y tanto humanos como

animales los adquirimos a través de la dieta. Esta serie de metabolitos se comportan en las

plantas interviniendo en procesos de reproduccion, crecimiento y proteccion. A su
vez, estoscompuestos presentes en los frutos de determinadas especies vegetales les

otorgan caracteristicas tales como: color, sabor, calidad, entre otros (Elias & De Cantabria,
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2017).

Ademas, actiian como fitoalexinas (las plantas dafiadas secretan fenoles para
protegerse de posibles ataques de hongos y bacterias) y contribuyen a la pigmentacion de
muchas partes de la planta (las antocianinas son las responsables del color rojo, naranja,
azul o violeta que encontramos en las pieles de las frutas y hortalizas). Por otro lado, la
oxidacion del fenol produce quinonas, que a menudo producen un color pardo indeseable
(Eva, 2004).

2.7.7. Azucares reductores

La glucosa (aztcar) se sintetiza por la fotosintesis de agua y dioxido de carbono, a tr
avés de la intervencion de la luz solar y otros elementos minerales en la planta. Esta
sintetizada solucidn acuosa que se encuentran en las hojas, también se conoce como savia,
se transporta a través del floema, el sistema vascular de la planta a otras partes de la planta.
Los azucares sintetizados se transforman en sustancias de reserva, como el almidén, o
formanparte de la estructura vegetal, como la celulosa, como resultado de reacciones
bioquimicas.

La conversion de la energia solar en energia quimica ocurre en las plantas a través
de la fotosintesis, la fuente de vida mas importante en la Tierra. Este proceso se debe a que
combina CO2, que es la principal fuente de energia de la planta, y, en Gltima instancia,
azucar, el tejido fotosintético de la planta. A lo largo de la evolucion, el azucar no sélo ha
servido como fuente de energia para las plantas, sino que también ha asumido la funcién de

molécula de sefializacion, es decir, son moléculas mensajeras que detectan y comunican

las variaciones del estado energético de las plantas (Hernandez-Bernal et al., 2022).
2.8. Tamizaje fitoquimico

El estudio fitoquimico de los vegetales permite conocer los principios activos y

evaluar la complejidad de sus caminos de biosintesis y degradacion, asi como los
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mecanismos de regulacion (Sampietro et al., 1997).

Asimismo, como nos indica Garcia et al. (2020) el tamizaje fitoquimico se basa
fundamentalmente en la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos de productos naturales, a través de reacciones y andlisis quimicos. Se realiza
consecutivamente a los extractos hidroalcohdlicos, etanol, metanol y metanol con etanol
del producto natural con el fin de identificar y comparar los metabolitos secundarios

extraidos con cada disolvente de diferentes polaridades.

2.9. Actividad antioxidante

En las plantas, la produccion de radicales libres aumenta durante el estrés bidtico y
abidtico, mientras que, en los humanos la produccion de radicales libres aumenta durante
procesos fisiopatologicos como la inflamacion, el metabolismo xenobidtico o la radiacion
(Kasote et al., 2015).

Tal como menciona Pefarrieta (2009) los antioxidantes son compuestos que se
encuentran de forma natural en muchas especies de plantas y alimentos, pero que también
pueden sintetizarse. Su objetivo es retardar la oxidacion de sustratos oxidables mediante
mecanismos como la quelacion de radicales libres y la eliminacion de oxigeno libre, los
antioxidantes sintéticos se han utilizado como aditivos alimentarios durante décadas para
mantener la calidad del producto y prevenir la descomposicion de los lipidos.

No obstante, la actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada
basandose solo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test

n vitro para determinar la actividad antioxidante de la muestra de interés, aunque es
importante considerar si los modelos que presentan diferentes variaciones pueden dificultar
significativamente la comparacion de los resultados entre un método y otro (Huang et al.,

2005).
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2.9.1. Método DPPH para la determinacion de la actividad antioxidante
En 2001 Babincova y Sourivong utilizaron el ensayo DPPH para demostrar la
fuerteactividad antioxidante del extracto. Mientras que en 2011 Coulibaly estudi6 la
propiedad antioxidante de los extractos de hexano, cloroformo y metanol de la planta
mediante el ensayo DPPH. Ademads, midio la inhibicion de la peroxidacion lipidica mediante
el ensayoTBARS y determind la inhibicion de la lipoxigenasa y la xantina oxidasa por los

extractos.

2.9.2 Método ABTS para la determinacion de la actividad antioxidante

Este enfoque se basa en la medicion de la decoloracion del radical ABTS+, que se
reduce a ABTS debido a la accion de los antioxidantes. El radical catiénico ABTS+ se
produce al oxidar el ABTS (2,2'-azino-bis-(3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio)
con persulfato de potasio. Su longitud de onda es de 734 nm. Por lo tanto, se determina el
gradode decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical ABTS+ en funcion de la

concentracion (Antezana et al., 2018).
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1. Ubicacion geografica

-Universidad Politécnica Salesiana, campus Maria Auxiliadora, con la siguiente

coordenada 1°01'58.6"S 79°26'38.8"W

Imagen 1. Universidad Politécnica Salesiana

(Google Maps, 2023)

-Quevedo, Parroquia San Cristobal km 3 '%2 via valencia sector La Florida, con la
siguiente coordenada 0°59'58.6"S 79°26'32.5"W

Imagen 2. San Cristobal

(Google Maps, 2023)

-Quevedo, Parroquia San Cristobal km 4 via San Carlos, sector Gerardo Jacome (atrasde

la prefectura) con la siguiente coordenada 1°01'58.6"S 79°26'38.8"W
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Imagen 3. San Cristobal

(Google Maps,2023)
3.2. Variables

Variable dependiente

. Capacidad antioxidante (medida por las técnicas de DPPH y ABTS).
Variable independiente
o Tipos de solventes utilizados para el extracto vegetal
Variable de control
o Temperatura, pH y concentracion del extracto.
3.3. Recoleccion de datos
La recoleccion de datos se baso en varias etapas de la investigacion, en la quelos
datos obtenidos se realizaron de forma manual y digital, ademds, se dividio en la
identificacion y recoleccion de la especie, donde se visualizaron varios metabolitos
encontrados.
3.4. Desinfeccion del material vegetal
Se limpiaron aproximadamente 50 g de hojas frescas y 50 g de tallo de S. dulcis, se
desinfect6 con 10 ml de Hipoclorito de sodio en 100 ml de agua destilada aproximadamente

por 5 minutos, una vez finalizado el tiempo requerido enjuagamos con abundante agua. Se
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siguid el procedimiento descrito por Pujol et al. (2020).
3.5. Secado y preparacion del material vegetal
Se secaron las muestras en una estufa a 40°C durante 24 horas, luego se redujeron

apolvo grueso con ayuda de un mortero y licuadora, finalmente se tamizé la muestra.

3.6. Obtencion de los extractos de Scoparia dulcis
3.6.1. Extractos etandlicos por método de soxhlet

Adaptando la metodologia de Patra en 2013, el material en polvo de hojas y tallos se
sometieron a extraccion soxhlet con 250 mL de etanol como solvente durante 8 horas. Los
extractos de etanol se concentraron en Rotavapor a presion reducida y temperatura menor a
40°C. Tras el secado, el producto se almacen6 en frigorifico (8 £ 2°C).

3.6.2. Extractos metandlicos por método de soxhlet

Adaptando la metodologia de Patra en 2013, el material en polvo de hojas y tallos,
se sometio a extraccion soxhlet con 250 mL de metanol como solvente durante 8 horas. Los
extractos de etanol se concentraron en Rotavapor a presion reducida y temperatura menor a
40°C. Tras el secado, el producto se almacen6 en frigorifico (8 £ 2°C).

3.6.3. Extractos de Etanol-Metanol por método de soxhlet

Adaptando la metodologia de Patra en 2013, el material en polvo de hojas y tallos se
sometieron a extraccion soxhlet con 80% de Etanol (200 mL) y 20% de Metanol 50 (mL)
como solvente durante 8 horas. Los extractos se concentraron en Rotavapor a presion
reducida y temperatura menor a 40°C. Tras el secado, el producto se almacend en

frigorifico (8 + 2°C).

3.6.4. Extractos hidroalcohélicos por método de soxhlet

Adaptando la metodologia de Patra en 2013, el material en polvo se sometio a extraccion
soxhlet con 80% de Etanol (200 mL) y 20% de agua destilada 50 (mL)como solvente durante 8 h

oras, como se observa en la tabla 2. Los extractos de etanol se concentraron en Rotavapor a
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presion reducida y temperatura menor a 40°C. Tras el secado, el producto se almacend en
frigorifico(8 + 2°C).

Tabla 2. Solucion hidroalcohdlica y solucion combinada de Etanol con Metanol

Solucion Hidroalcoholica Solucion
Material Etanol-Metanol
vegetal %ZEtanol %Agua destilada| %Etanol % Metanol
Hoja &0 20 80 20
Tallo 80 20 80 20

Elaborado por: Las autoras, 2024

Adaptando la metodologia de Lopez y Luque de Castro (2020) se armaron 8 soxhlet
insertando la cantidad de material vegetal en los dedalescomo indica la tabla 3, en la cual se
agrega 250mL de la solucion Etanol- Metanol (80:20) e hidroalcohdlica (80:20) en los
balones correspondientes para cada extracto, asimismo también se utilizaron 250 mL de
solventes puroscomo etanol y metanol, cada uno en un soxhlet. Se regulo el flujo de agua y la
temperatura hasta que la solucion comience a ebullir, la extraccion se complet6 en un periodo
de 8 horas.

Tabla 3. Cantidad de material vegetal (hojas y tallo) en dedales para 250 mL de solvente

Solvente Hojas (g) Tallo (g)
Solucién Hidroalcoholica 6 8
Solucién 6 8
Etanol-Metanol
Etanol 6 8
Metanol 6 8

Elaborado por: Las autoras, 2024
3.6.5. Rotavapor
Las soluciones pasaron por destilacion por rotavapor a 175mbar y a una
temperaturade 40°C durante 30 minutos a 100rpm, y asi lograr evaporar los solventes y

obtener el extracto liquido de cada parte vegetal (Benitez-Benitez et al., 2020).



35

3.7. Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico se realiz6 siguiendo la técnica descrita por Kancherla et al.
(2019) con las siguientes modificaciones:

3.7.1. Prueba de alcaloides:

a) Ensayo de Mayer: Se agregaron 3 gotas de extracto a un tubo de ensayo y se
afadieron 3 gotas de reactivo de Mayer. La formacion de un precipitadoamarillento o blanco
en unos minutos indica una prueba positiva (Kancherla et al., 2019).

b) Prueba de Wagner: Se tratd una fraccion del extracto con reactivode Wagner
(1,27 g de yodo y 2 g de yoduro de potasio en 100 ml de agua). La observacion de un
precipitado marron rojizo indica un resultado positivo (Lalitha et al., 2012).

¢) Prueba de Dragendorff: Se afiadieron unas gotas del reactivo de Dragendorff a
un tubo de ensayo con 1 ml de extracto. Un cambio de color y la formacion de un precipitado
color naranja-marrén indican un resultado positivo (Firdouse et al., 2011).

d) Prueba de Hager: En un tubo de 10 mL, colocar 3 gotas del extracto filtradoy 3 g
otas del reactivo. Se reportara como positivo cuando se forme un precipitado amorfo por
mezclarse con la solucion de alcaloides en acido diluido.

3.7.2. Determinacion de carbohidratos:

e) Ensayo de Benedict: Se agregaron 8 gotas de extracto a un tubo deensayo y 0.5
mL del reactivo de Benedict. Se calent6 la mezcla en una plancha durante2 minutos. La
formacion de un precipitado rojo oscuro indica un resultado positivo.

3.7.3. Determinacion de saponinas:

f) Ensayo de perdxido: Se agregaron 3 gotas de extracto y 2 gotas deH,O, a un tubo
de ensayo. Se calento el tubo durante 2 minutos. La presencia de espuma en el tubo indica un
resultado positivo (Kancherla et al., 2019).

3.7.4. Determinacion de flavonoides:

g) Ensayo de Shinoda: Se colocaron 3 gotas de extracto, 0, 5 cm de
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cinta de magnesio y 4 gotas de HCI concentrado en un tubo de ensayo. Las
distintas tonalidades observadas se asocian a diferentes flavonoides (Kancherla
etal., 2019). Se identifica el tipo de metabolito secundario segun la coloracion de
la reaccion de acuerdo con la tabla 4.

Tabla 4. Coloracion de los flavonoides

Flavonoides Rx coloracion
Flavonas Naranja
Flavonoides Rojo
Flavonoles Rojo azulado
Flavononas Verde
Flavononoles Verde azulado
Xantanos Violeta

Elaborado por: Las autoras, 2024
h) Ensayo de acido sulfiirico: Se agregaron 3 gotas de extracto y 3
gotas de acido sulfurico (concentracion > 98%) a un tubo de ensayo. Se dejo
reposar la mezcla durante unos minutos. Se identifica el tipo de metabolito
secundario segun la coloracion de la reaccion de acuerdo con la tabla 5.

Tabla 5. Coloracion de los flavonoides

Flavonoides RXx coloracion
Chalconas Rojo azulado
Auronas Rojo guinda
Flavonas Amarillo intenso
Flavononas Naranja o guinda
Flavonoles Amarillo intenso

Elaborado por: Las autoras, 2024
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i) Ensayo de Zinc: En un tubo de ensayo de 5 mL, adicionar 3 gotas
del extracto, 0,5 gramos de zinc en granalla o polvo y 4 gotas de HCl
concentrado. Se identifica el tipo de metabolito secundario segin la
coloracion de la reaccion de acuerdo con la tabla 6.

Tabla 6. Coloracion de los flavonoides

Flavonoides RXx coloracion
Leucoantocianidinas Rojo
Catequinas Café amarillento

Elaborado por: Las autoras, 2024
3.7.5. Determinacion de los compuestos fenélicos y taninos:
j) Ensayo Cloruro de Hierro (III): Se afiade cloruro férrico alcohdlico
al 10% a 2-3 ml del extracto (1: 1). Elcolor azul oscuro o gris verdoso revela la
presencia de taninos (Parekh et al., 2007). Tal como se observa en la tabla 7.

Tabla 7. Coloracion de los compuestos fenolicos y taninos

Metabolitos Rx coloracion
compuestos fenolicos Rojo vino
Taninos (tipo pirocatecolicos) Verde intenso
Taninos (tipo pirogalol) derivados del acido gélico Azul

Elaborado por: Las autoras, 2024
3.7.6. Determinacion de Cumarinas:

k) Ensayo Hidroxido de potasio: En un tubo de ensayo de SmL agregar 3
gotas del extracto y 3 gotas del KOH al 5%. La presencia de cumarinas se identifica
mediante el cambio de color de fuerte a tenue de rojo a amarillo.

3.7.7. Determinacion de Lactonas:
1) Ensayo de Baljet: En un tubo de ensayo de 5 mL, adicionar 3 gotas del

extracto y 3 gotas de la solucion C que se obtiene con la solucién A y B en relacion
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1:1.
-La solucioén A se compone de 1 g de acido picrico en 100 mL de agua destilada.
-La solucion B se forma al preparar una solucion de hidroxido de potasio al 10%. Se
califica la presencia del metabolito aglicona esteroidal cuando se genera un color
azul o violeta.
3.7.8. Determinacion de azucares reductores:

m) Ensayo de Fehling: Se disolvid el extracto en 1-2 ml de agua
destilada. Se adicionaron 2 ml del reactivo de Fehling y se calentd la mezcla en
bafio maria durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si la solucion
posee color rojo o aparecié un precipitado rojo.

-Solucién A: Se pesan 35 g de sulfato ctprico hidratado cristalizado y se disuelven
con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

-Solucién B: Se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de hidréxido de
sodio y se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Las soluciones se preparan de forma independiente y se mezcla igual cantidad en
volumen de cada una al realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a

evaluar.

3.8. Protocolo de actividad antioxidante

3.8.1. Preparacion de los reactivos DPPH, ABTS y estandar Trolox

Siguiendo la metodologia de Thaipong (2006) en la comparacion de los ensayos
ABTS y DPPH para la evaluacion de la actividad antioxidante de nuevos compuestos. La
evaluacion de la capacidad antioxidante se realizd monitoreando el consumo del radical
libre DPPH por las muestras, calculando el porcentaje de Inhibicion.
3.8.2. METODO DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Para el método del DPPH se siguid la metodologia citada por Deng et al. (2021). Este
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mide la capacidad antioxidante de una muestra mediante la reduccion del radical 12,2-difeni 1- 1-
picrilhidracilo (DPPH) en presencia de antioxidantes, lo que se manifiesta como un cambio de
color y una disminucidén en la absorbancia medida a 517 nm en el espectrofotometro (UV — Vis).

a) Preparacion de Soluciones

- Pesar 2,96 mg de DPPH en 50 mL de etanol al 80% para obtener una

concentracion de 0,15 mM.
b) Procedimiento del Ensayo

-Colocar 10 puL de cada muestra en tubos de ensayo, se adicionaron 2000 pL del

radical DPPH de 0,15 mM, se agitaron y se mantuvieron en oscuridad por 30 minutos.

- Medir la absorbancia de las soluciones estandar de Trolox y de las muestras

medida a 517 nm usando un espectrofotdometro (UV — Vis).
¢) Calcular el % de Inhibicion

- Usar la siguiente formula para calcular el % de inhibicion de cada muestra:

% de inhibicion= (A—D;ﬂ"—/*m) x 100
DPPH

En donde Apprn y Awmp corresponden a las absorbancias del DPPH y muestra
problema tratada con DPPH, respectivamente.

3.8.4. Preparacion del reactivo ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico))

Se siguid la metodologia descrita por Kuskoski et al. (2005), con modificaciones de
Thaipong et al. (2006). Este método evalua la actividad antioxidante equivalente a Trolox
(TEAC), se basa en la reduccion de la coloracion verde/azul producida por la reaccion del
radical acido 2,2 -azino-bis-3- etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS+) con el antioxidante

presente en la muestra.
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d) Preparacion de la Solucion de ABTS+

-Se preparo la solucion de 1 ml de extracto en 250 uL de etanol al 80%.

- Se obtuvo el radical ABTS+ mediante la reaccion de ABTS+ (7 mM) en buffer acetato
de sodio 20 mM (pH 4.5) y persulfato de potasio (2,45 mM, concentracion final) incubados a

temperatura ambiente (24 £ 2 °C) y bajo oscuridad por 16 h.

7105 ™ 548.68
x0.025L x x 0.98 = 0.0941 g ABTS
T 1 mol g
mo
2.45x 107 270329 _
7 x0.00251X Lmol * 0.994 = 0.01646g Persulfato de sodio

-Una vez pesada la concentracion de ABTS" y el K,S,Os a trabajar aforamos de 25ml en
agua tipo 1.- Se diluyo 5:5 de ABTS y etanol al 80 % que serd la solucion stock a trabajar en el

espectrofotometro, hasta obtener una absorbancia de 0.70 (£ 0.02) a 734 nm.
e) Procedimiento del Ensayo
- De la solucion stock 5:5 se llegd a una D:120.

-La disolucion de D:120 consiste en 0,048 de ABTS y 5,952 de Etanol al 80 % para

llegar a la absorbancia 0.70.

- Se dispuso de una curva de calibracion utilizando 5 mg de Trolox en 10 mL de etanol
al 80% como antioxidante sintético de referencia con 1.950 de extracto, ensayo a
concentraciones de 40,60,80, 100, 200 y 300 ppm en las mismas condiciones.
f) Calcular el % de inhibicion

-Se calcula el porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente ecuacion:

% de inhibicion= (24ES =AY o 100

ApBTS

En donde Aaprs y Awp corresponden a las absorbancias del ABTS™ y la muestra
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problema tratada con ABTS", respectivamente.
- Los resultados se expresaron como actividad antioxidante equivalentes de Trolox
(TEAC) en mM de equivalentes de Trolox g™ de peso fresco.
g) Curva de Calibracion:

- Graficar las absorbancias de las soluciones estandar de Trolox (eje y) vs sus

concentraciones (eje x).

- Ajustar una linea recta a los puntos obtenidos y determinar la ecuacion de la

linea de calibracion.
h) Determinacion de la Capacidad Antioxidante:

- Usar la ecuacion de la linea de calibracion para determinar la concentracion de

antioxidantes en todas las muestras a partir de sus absorbancias.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de los metabolitos secundarios de los extractos hidroalcohdlicos mediante tamizaje fitoquimico

Se determinaron metabolitos secundarios como Alcaloides, Flavonoides, Cumarinas, Carbohidratos, azticares reductores, Taninos y fenoles.

Tabla 8 Tamizaje fitoquimico de los diferentes extractos de Scoparia dulcis.

E. Etanélico E. Hidroalcohélico E. Metanolico E. Etanol-Metanol
TA-
METABOLITOS | ENSAYOS HOJA TALLO HOJA TALLO HOJA |LLO| HOJA TALLO
Dragendorff
) Mayer
Alcaloides + +++ +++ ++ - el o +++
Wagner
Hager
Lactonas Baljet - - + + - - + +
. Positivo, taninos pirocatecoélicos. - PO.SIUVO’ -
Taninos/Fenoles | FeCl; 10% ’ taninos p.
Saponinas Peroxido - - - - - - - -
Shinoda Flavonas + + + Flavonas + +
Flavonoides H,SO, + + Flavononas + + Flavononas
Zinc Catequinas - | Catequinas -
Carbohidratos Benedict ++ - | ++ - ++ - ++ -
Cumarinas KOH - + - + + +
Azucares Fehling N i N N N N N i
reductores
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e (-): Ausencia de la sustancia

e (1): Presencia débil

e (+t+): Presencia moderada

e (+++): Presencia fuerte

Los resultados obtenidos en el andlisis fitoquimico que se realizé de los extractos

hidroalcohdlicos, etandlicos, metandlicos y etanolicos-metanolicos de hojas y tallos de
Scoparia dulcis, podemos concluir por presencia de precipitado y cambio de color, siguiendo la
metodologia de Kancherla et al. (2019), Lalitha et al. (2012) y Parekh et al. (2007), tenemos
alta presencia de alcaloides en todos los ensayos de hojas y tallos debido a las reacciones
positivas de los ensayos Mayer, Hager, Dragendorff y Wagner. Estos compuestos nitrogenados
son producidos por la planta como mecanismo de defensa contra herbivoros y patogenos, y
tienen propiedades farmacoldgicas que los hacen atractivos para la medicina tradicional y

moderna.

Tabla 9. Resultados de los ensayos para alcaloides

Wagner Mayer Dragendorff

. al

e

e

Extracto de hojas y tallos en . 1 .
Jas y Extracto de hojas y tallos en E. hidroalcohdlico en hojas

Etanol- metanol Etanol- metanol y e. metanolico en tallos




*a

E. etandlico en hojas y e.

hidroalcohdlico en tallos
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E. hidroalcoholico en hojas

y €. metanolico en tallos

E. etandlico en hojas y e.

hidroalcoholico en tallos

Elaborado por: Las autoras, 2024

Saponinas:

La ausencia de formacion de espuma al tratar las muestras con peroxido indica la falta
de saponinas en la especie estudiada, Scoparia dulcis. Las saponinas son compuestos naturales
conocidos por sus propiedades emulsificantes y detergentes, lo que les permite disminuir la
tension superficial del agua y facilitar la mezcla de sustancias inmiscibles. Sin embargo, su
ausencia podria sugerir limitaciones en estas funciones especificas de la planta, como la
capacidad de repeler patdgenos o atraer polinizadores. Es importante tener en cuenta que segun
Sporre et al. (2023) la falta de deteccion de saponinas con este método no descarta su presencia,

ya que podrian estar en concentraciones muy bajas o requerir métodos de deteccion mas

sensibles.

Tabla 10. Resultados del ensayo para saponinas

Lactonas:

Perdxido

E. etandlico en hojas y e.

hidroalcohdlico en tallos

Elaborado por: Las autoras, 2024
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La presencia de lactonas puede relacionarse con las propiedades medicinales de la
planta, como su capacidad para tratar la inflamacion y diversas infecciones, en nuestro ensayo
corroboramos que da positivo en extractos vegetal de hojas, mientras que en los extractos de
tallos nos indica negativo, como menciona Chadwick et al. (2013) se debe a que su mayor
porcentaje de actividad antinflamatoria y antioxidante esté en las hojas.

Tabla 11. Resultados del ensayo para lactonas

Baljet

— T "y

LY - - ,

—

tallos y e.etanol - tallos y e. etanolico de

metanol hojas hojas

Elaborado por: Las autoras, 2024
Taninos y fenoles:

El estudio de taninos y fenoles realizado en Scoparia dulcis reveld su presencia,
empleando la prueba de cloruro férrico al 10%, en la cual el extracto vegetal mostrd una
coloracion azul oscuro o verde, al contacto con el reactivo, confirmando la presencia de estos
compuestos. Como nos explica Colina Ramos, A. C. (2016) los taninos y fenoles cumplen
funciones en la defensa de las plantas contra herbivoros o patéogenos y en la reduccion del
crecimiento de las plantas competidoras cercanas, son conocidos por sus propiedades
astringentes, antimicrobianas y antioxidantes, lo que sugiere que esta planta podria tener un
valor medicinal significativo, como agente protector contra el estrés oxidativo (Bairwa et al., 20
10).

Tabla 12. Resultados de los ensayos para taninos y fenoles
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E.etanol-metanol de E. hidroalcoholico en
hojas y e .etanol - hojas y e. metanolico de
metanol tallos tallos

Elaborado por: Las autoras, 2024
Flavonoides:

Tabla 13. Resultados de los ensayos para flavonoides

Shinoda H,SO,

u/e

E.etanol-metanol de tallos
E. etanolico de tallos y e. | y e.etanol -metanol hojas

hidroalcoholico en tallos

*

E. metandlico de tallos
E. hidroalcohélico en hojas

y e. hidroalcohdlico en
y e. metanolico de tallos

hojas

Elaborado por: Las autoras, 2024

Mediante el analisis fitoquimico de los extractos de las muestras vegetales en sus
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diferentes solventes, se detectd la presencia de flavonoides utilizando pruebas como la de 4acido
sulfurico, Shinoda y Zinc, las cuales, al agregar magnesio y acido clorhidrico, generaron una
coloracion rojiza caracteristica que confirmo la presencia de flavonoides y catequina. Estos
compuestos incluyen propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes, como
sefiala Martinez-Florez et al. (2002), poseen en su estructura grupos hidroxilo fendlicos y
notables capacidades de quelacion de hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere
una alta capacidad antioxidante.

Carbohidratos:

El analisis fitoquimico de la especie vegetal reveld la presencia de azlicares reductores
en los extractos hidroalcohdlicos de hojas y tallos, con una mayor concentracion en las hojas
(Bekers et al., 2015). Ademas, la prueba confirm¢ la presencia de carbohidratos en la planta, lo
que es significativo debido a su papel crucial en la energia y la estructura de la planta, asi como
su importancia en la sintesis de otros compuestos (Trease & Evans, 2002; Kumar & Sharma,
2019). Estos hallazgos sugieren que es una fuente potencial de carbohidratos y azucares
reductores, lo que podria tener implicaciones para la industria alimentaria y farmacéutica, como
nos explica Martinez-Trinidad et al. (2013) este proceso sucede por la concentracién de
carbohidratos en las hojas, producto de la fotosintesis, varia de acuerdo con las condiciones
ambientales y las etapas fenologicas, por lo tanto, en nuestro ensayo nos di6 positivo a los
extractos de hojas en los diferentes solventes.

Tabla 14. Resultados de los ensayos para carbohidratos

Benedict

Lal T

E.etanol-metanol de tallos y
E. hidroalcoholico en hojas
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e.etanol -metanol hojas y €. metanolico de tallos

Elaborado por: Las autoras, 2024
Cumarinas:

Para la identificacion de cumarinas en los extractos hidroalcoholicos, se utilizo la
prueba de hidroxido de potasio (KOH) al 10%. El andlisis de las muestras vegetales se llevo a ca
bo mediante la adicion de cloruro férrico (FeCl3) a una solucion de la planta, lo que produjo un
cambio de color amarillo intenso o verde oscuro, indicando la presencia de cumarinas (Trease
& Evans, 2002).

En el ensayo realizado se observé un resultado negativo en los extractos de hojas con
etanol puro y con metanol puro, esto sucedid ya que el etanol es un solvente que puede extraer
compuestos mas polares, mientras que el metanol es un solvente que puede extraer compuestos
mas apolares, tal como indica Deici (2022).

Tabla 15. Resultados de los ensayos para cumarinas

Hidroxido de potasio

| | : e
@

E. hidroalcohodlico en

E.etanol-metanol de tallos y

hojas y e. metanolico de
e.etanol -metanol hojas

tallos

Elaborado por: Las autoras, 2024
Azucares reductores:
La reaccion de Fehling es una prueba quimica fiable para detectar la presencia de
azlcares reductores en una muestra, como sefialan Bekers y sus colaboradores (2015), esta
reaccion produce un cambio de color rojo intenso cuando se afiade la solucion de Fehling a una

muestra que contiene azlcares reductores. Esto se debe a que el azucar reductor reduce el ion
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cobre (II) a cobre (I), lo que provoca la formacion de un precipitado rojo caracteristico (Kumar
y Sharma, 2019). En nuestro ensayo de Fehling destacamos que se presentd un mayor
precipitado en los extractos de hojas, y en los extractos etanol-metanol de hojas y tallos se
presentd un precipitado de menor proporcion, lo que nos da a entender que contiene menor
cantidad de carbohidratos a comparacion de las otras muestras.

Tabla 16. Resultados de los ensayos para azucares reductores

Reaccion de Fehling

.. ) o ) E. hidroalcoholico en hojas
Precipitado rojo lo que indica presencia de

azucares reductores en varios de los extractos

Elaborado por: Las autoras, 2024
4.2. Cuantificacion de la capacidad antioxidante de Scoparia dulcis
4.2.1. Uso del método DPPH mediante espectrofotometria UV-

VIS Tabla 17. Porcentaje de Inhibicion de los extractos de Scoparia

dulcis
% de
Muestras Extractos Abs Inhibicién
Blanco - 1,214 -
Etanol+ metanol
1 1,045 13,92

hojas

Etanol+ metanol

2 tallos 1,441 6,12
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3 Metanol hojas 1116 8.07
4 Etanol tallos 1,083 10,79
5 Etanol + H,O hojas 0,848 30,15
6 Metanol tallos 1,163 420
7 Etanol hojas 1,089 10,30
8 Etanol + H,O hojas 1,051 13,43

Elaborado por: Las autoras, 2024
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4.2.2. Aplicacion del método ABTS mediante espectrofotometria UV-VIS

Tabla 18. Curva de calibracion Trolox

Conc. Abs % inhibicion
Blanco (EtOH 80%) 0,654 -
40 0,542 17%
60 0,495 24%
80 0,443 32%
100 0,378 42%
200 0,17 74%
300 0,01 98%

Elaborado por: Las autoras, 2024

13,43
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Curva de calibracion VY
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50 100 150 200 250
Concentracion
Intercepto 0,622887809
Pendiente -0,00213874
TROLOX
42%
329
24%
17%
40 60 80 100
Concentracion

=-0,0021x+ 0,6229

R*=0,9884
e
300 350
98%%
T4%
200 300

Tabla 19. Concentracion y % de Inhibicion de los extractos de Scoparia dulcis

Actividad antioxidante

Muestras Extractos Abs % de inhibicion | Concentracion (mg Eq Trolox/L)
Blanco Etanol 80% 0,654 - -
1 Etanol+ 0,047 93% 895,81
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metanol hojas
Etanol+
2 metanol tallos 0,143 78% 188,55
3 Metanol hojas 0,014 98% 236,12
4 Etanol tallos 0,231 65% 624,37
Etanol + H,O
5 hojas 0,02 97% 233,91
6 Metanol tallos 0,012 98% 236,86
7 Etanol hojas 0,075 89% 854,50
Etanol + H,O
8 hojas 0,011 98% 237,23

Elaborado por: Las autoras, 2024

Tabla 20. Concentracion corregida de los extractos 1,4y 7

Muestras Extractos Concentracion (d:4) Concentracion corregida
1 Etanol+ metanol hojas 895,81 223.9525
4 Etanol tallos 624,37 156,0925
7 Etanol hojas 854,5 213,625

Elaborado por: Las autoras, 2024
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4.2.3. Determinacion del IC50 por el método ABTS.
Se utilizo la ecuacion de la curva de calibracion del estdndar trolox frente a los radicales
libres de ABTS para determinar el IC50, y fueron expresados en mg Eq Trolox/L.
50% blanco = x+ b
50% (0,654) = —0,0021x + 0,6229
0,327 = —0,0021x + 0,6229
—0,0021x = 0,327 — 0,6229
x= 140, 905
-Se necesita 140,905 mg Eq trolox/L para inhibir el 50% de la actividad antioxidante. Se

calcul6 el IC 50 de cada muestra con la siguiente ecuacion:
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__ (concentracién de cada muestrax50%)
Icso= 140,905

Tabla 21. Determinacion del IC50 de las muestras

ABTS
Muestras de extracto IC50 (mg/L)
1. Etanol-Metanol hojas
79,47
2. Etanol-Metanol tallos 67,03
3. Metanol hojas 83,93
4. FEtanol tallos 55,39
5. Hidroalcoholico hojas 83,21
6. Metanol tallos 84,03
7. Etanol hojas 75,80
8. Hidroalcoholico tallos 84,15

Elaborado por: Las autoras, 2024

Los valores de IC50 varian entre 55,39 y 84,15 mg/L, lo que indica una variabilidad en
la capacidad antioxidante entre las muestras, influyendo el solvente utilizado y la parte de la
planta.

Las muestras 4 y 2 (Etanol tallos y Etanol-Metanol tallos) tienen los valores de IC50
mas bajos (55,39 y 67,03 mg/L, respectivamente), lo que sugiere una mayor capacidad
antioxidante en comparacion con las otras muestras. Por otro lado, tenemos las muestras 6, 8 y
5 (Metanol tallos, Hidroalcoholico tallos y hojas) , que tienen los valores de IC50 mas altos
(84,03, 84,15 y 83,21 mg/L, respectivamente), lo que indica una menor capacidad antioxidante
en comparacion con las otras muestras. Sin embargo, al comparar los valores de IC50 con el
valor de referencia de Trolox (140,905 mg Eq Trolox/L), se puede observar que todas las

muestras tienen una capacidad antioxidante mas alta que el estandar.
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4.3. Porcentaje de inhibicion de las diferentes muestras por los 2

métodos Tabla 22. Porcentaje de Inhibicion de las muestras

Muestras % de Inhibicion DPPH | % de Inhibicion ABTS
Etanol-Metanol hojas 13,92 93
Etanol-Metanol tallos 6,12 78

Metanol hojas 8,07 98
Etanol tallos 10,79 65
Hidroalcoholico hojas 30,15 97
Metanol tallos 4,20 98
Etanol hojas 10,30 87
Hidroalcoholico tallos 13,43 98

Elaborado por: Las autoras, 2024

Tabla 23. Porcentaje de Inhibicion de las muestras por el método ABTS

Extractos %de Inhibicion hojas | %de Inhibicion tallos
Etanol-metanol 93 78
Metanol 98 98
Hidroalcoholico 97 98
Etanol 89 65

Elaborado por: Las autoras, 2024
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ABTS
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Los resultados de la capacidad antioxidante en Scoparia dulcis indican que las hojas
tienen una mayor eficacia que los tallos, el extracto metanolico de las hojas tuvo el mayor
porcentaje de inhibicion (98%), seguido por el extracto hidroalcohdlico (97%) y el extracto
etandlico-metandlico (93%). El extracto etandlico de las hojas, por otro lado, demostr6 una
capacidad antioxidante moderada (89%). Los porcentajes de inhibicion de los tallos fueron
altos, pero en general menores que los de las hojas, excepto en el extracto metandlico (97%) y el
hidroalcohélico (98%), que mostraron un valor de inhibicion similar al de las hojas (98%).
Estos hallazgos indican que las hojas de Scoparia dulcis son el componente de la planta que
puede ser utilizado como fuente de antioxidantes, y en los tallos, teniendo en cuenta que para
esta parte debe utilizarse en extracto metanolico e hidroalcoholico.

Tabla 24. Porcentaje de Inhibicion de las muestras por el método DPPH

Extractos %de Inhibicion hojas | %de Inhibicion tallos
Etanol-metanol 13,92 6,12
Metanol 8,07 472
Hidroalcoholico 30,15 13,43
Etanol 10,79 10,3

Elaborado por: Las autoras, 2024
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Los resultados obtenidos en la determinacion de antioxidantes por DPPH en Scoparia
dulcis indican que las hojas poseen una mayor capacidad antioxidante en comparacion con los
tallos. El extracto hidroalcoholico de las hojas mostré el mayor porcentaje de inhibicion
(30,15%), seguido por el extracto etanol-metanol (13,92%), el extracto metanolico (8,07%) y el
extracto etandlico (10,79%). En contraste, los tallos mostraron porcentajes de inhibicion
significativamente menores, excepto en el caso del extracto etanolico, que presentd un valor

similar al de las hojas (10,3%). Estos resultados sugieren que las hojas de Scoparia dulcis son la
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DPPH

Etanol-metanol Metanol Hidroalcoholico Etanol

H %de Inhibicion tallos

parte de la planta con mayor potencial para ser utilizada como fuente de antioxidantes.

4.4. Correlacion entre los métodos DPPH y ABTS

Tabla 25. Porcentaje de Inhibicion de las muestras

Muestras de extractos

% de Inhibicion DPPH

% de Inhibicion ABTS

Etanol-Metanol hojas 13,92 93
Etanol-Metanol tallos 6,12 78
Metanol hojas 8,07 08
Etanol tallos 10,79 65
Hidroalcoholico hojas 30,15 97
Metanol tallos 4,20 98
Etanol hojas 10,30 87
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Hidroalcoholico tallos 13,43 98

Elaborado por: Las autoras, 2024
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% de Inhibicion DPPH = %o de Inhibicion ABTS

Tabla 26. Correlacion de las muestras entre los 2 métodos

ABTS
Abs % de inhibicion
Abs 1
% de
inhibicion -1 1
DPPH
Abs % de Inhibicion
Abs 1
% de
Inhibicion  -0,7870100 1

Elaborado por: Las autoras, 2024
Se observo una correlacion negativa con un coeficiente de correlacion de -0,787 con el
método de DPPH. Esto sugiere una relacion inversa moderada a fuerte, donde a medida que la
absorbancia de las muestras con DPPH disminuye, el % de inhibicién aumenta.

Por otro lado, se encontrd una correlacion perfectamente inversa entre la absorbancia
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de las muestras con ABTS y el % de inhibicion, con un coeficiente de correlacion de —1, lo

cual indica una relacion inversamente proporcional.

4.5. Comparacion en muestras diferentes

utilizando el método ABTS

Tabla 27. Comparacion del % de Inhibicion por ABTS

ABTS

Muestra (hojas)

% de Inhibicion

Thymus vulgaris (tomillo)

99

Camellia sinensis (té verde)

95

Scoparia dulcis (teatina)

97

ABTS (Hojas)

100
99
98
97
96

95

% de Inhibicion

94

B Thymus vulgaris M Camellia sinensis W Scoparia dulcis

93

Elaborado por: Las autoras, 2024

La capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas de teatina (Scoparia dulcis) mostrd una

inhibicion del 97%, similar con el extracto de hojas de té¢ verde (Camellia sinensis), que tiene una tasa de

inhibicion del 95 % segun Senanayake (2013) en “Green tea extract: Chemistry, antioxidant properties and

food applications — A review”, también es comparable a la inhibicion del 99% reportada para el extracto de

tomillo (7hymus vulgaris) como lo indica

Kulisic et al (2005).

4.6. Comparacion en muestras diferentes utilizando el método DPPH

Tabla 28. Comparacion del % de Inhibicion por DPPH

DPPH
Muestras (hojas) % de Inhibicion
Physalis chenopodifolia Lam cultivada 11,5
Physalis chenopodifolia Lam silvestre 8,28
Scoparia dulcis 30,15
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DPPH (Hojas)
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W Physalis chenopodifolia Lam cultivada M Physalis chenopodifolia Lam silvestre

% de Inhibicién

Scoparia dulcis

Elaborado por: Las autoras, 2024

El extracto hidroalcohoélico en hojas de Scoparia dulcis present6d un 30% de inhibicion, superando a
Physalis chenopodifolia Lam. cultivada que posee un 11% y asimismo a la silvestre con un 8% segin un

estudio realizado por Barrientos et al. (2019).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El analisis fitoquimico de Scoparia dulcis revela un perfil de compuestos bioactivos con
potencial terapéutico, incluyendo alcaloides, lactonas, taninos, fenoles, flavonoides, cumarinas
y carbohidratos. Estos hallazgos sugieren que la planta es una fuente prometedora de
compuestos para la biotecnologia, particularmente en el desarrollo de nuevos farmacos y
productos naturales con propiedades terapéuticas mejoradas. La comprension de las vias
biosintéticas de estos compuestos podria permitir a la ingenieria genética y la manipulacién
metabodlica mejorar su produccion y eficacia. Ademads, la biotecnologia podria ser utilizada para
desarrollar métodos de extraccion y purificacion mas eficientes de estos compuestos,
facilitando su uso en la industria farmacéutica y cosmética.

Los extractos hidroalcohodlicos mostraron un medio-alto porcentaje de inhibicion
mediante DPPH, con un 30,15% en hojas y 13,43% en tallos, indicando que el solvente (etanol
80% y H,O 20%) es mas efectivo para capturar radicales libres en hojas que en tallos. En
contraste, el método ABTS no mostréd diferencias significativas en los porcentajes de
inhibicidn, con un 97% en hojas y 98% en tallos, sugiriendo que, con este solvente y método,
hojas y tallos tienen una actividad antioxidante similar.

Los extractos de hojas muestran una mayor concentracion de compuestos
antioxidantes cuando se utilizan solventes combinados como etanol-metanol o etanol puro,
ya que, a pesar de diluir las muestras cuatro veces en etanol al 80%, ain mantienen una alta
capacidad antioxidante segin el método ABTS. Sin embargo, otros extractos con diferentes
solventes también presentan altos porcentajes de capacidad antioxidante sin necesidad de
dilucién. En cuanto al método DPPH, se observan altos porcentajes de actividad
antioxidante en tallos y hojas con diferentes solventes, destacando que los extractos
metanodlicos e hidroalcoholicos presentan el mayor porcentaje de inhibicion tanto de hojas

como de tallos. Estos resultados demuestran que los solventes hidroalcohélicos tienen un



49

mayor rendimiento debido a su capacidad para solubilizar compuestos antioxidantes en
ambas partes de la planta, en comparacion con solventes puros como metanol y etanol.

La correlacion entre los métodos DPPH y ABTS fue moderada a fuerte, con un
coeficiente de correlacion de -0,7870100. Estos resultados sugieren que ambos métodos
son efectivos para evaluar la capacidad antioxidante de las muestras de Scoparia dulcis,
aunque la correlacion de ABTS es mas fuerte y proporcional.

5.2. Recomendaciones

o Realizar estudios mas profundos para caracterizar y cuantificar los
compuestos fitoquimicos presentes en los extractos de Scoparia dulcis, mediante
andlisis avanzados como HPLC o espectrometria de masas, y evaluar la actividad
bioldgica de los compuestos identificados.

. Preparar las soluciones de DPPH el mismo dia de la prueba y
almacenarlas en frascos &mbar en la oscuridad, manteniendo la temperatura constante.

o Evaluar y contrastar los resultados obtenidos mediante los métodos
antioxidantes para garantizar y confirmar la efectividad de su capacidad antioxidante.

. Explorar el potencial de los extractos de Scoparia dulcis como
ingredientes naturales en la industria alimentaria y farmacéutica, realizando estudios in
vivo para comprobar su eficacia y seguridad como antioxidantes.

o Evaluar su posible aplicacion en la prevencion y tratamiento de

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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