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Resumen

Se realiz6 la caracterizacion fisica, fisico-quimica y quimica de extractos totales: 2 blandos: proporciones 1:8 (B3); 1:12 (By,)
y 3 batidos: proporciones 1:4 (E;), 1:6 (E,), 1:8 (E3); a partir de hojas frescas de Petiveria alliacea L. y utilizando como
menstruo solucion hidroalcohélica al 80 %. Los parametros de control de la calidad determinados fueron: caracteristicas
organolépticas; solidos totales; densidad relativa; pH; cenizas totales; tamizaje fitoquimico (Norma Ramal de Salud
Publica de Cuba); concentracion de fenoles y flavonoides totales. Los resultados muestran los valores de los pardmetros
en cada uno de los extractos. El extracto blando B; mostré mayores valores en los sélidos totales, densidad relativa,
cenizas totales, fenoles totales, por cientos de fenoles totales en base a la hoja fresca y flavonoides totales que el extracto
batido E.

Abstract

It was made the physics, chemical-physics and chemical characterization of total extracts: 2 soft: proportions 1:8 (B3); 1:12
(B4) and 3 blended: proportions 1:4 (E;), 1:6 (E;), and 1:8 (E;3); from fresh leaves of Petiveria alliacea L. and using as
menstruous: hydroalcoholic solution at 80%. The parameters of the quality control determined were: organoleptics
characteristics, total solids, relative density, pH, total ashes, phytochemical screening (Brunch Norm of Public Salud of
Cuba), concentration of total fenols and flavonoids. The results showed the valors of the parameters in the extracts. The
soft extract B; showed bigger valors in the total solids, relative density, total ashes, total fenol and percent of the totals
fenois according the fresh leaves and total flavonoid that blended extract Es.
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Introduccion

La Medicina Verde, que no es mds que el empleo de las plantas
medicinales para el tratamiento de numerosas enfermedades, a
pesar de ser muy antigua y de transmitirse de generacién en
generacion, constituye no solo el rescate de un rico acervo
cultural, sino también una alternativa de solucion a los
problemas en el campo de la salud ptblica y es objeto de
investigacion cientifica en la actualidad, garantizando la calidad
tecnoldgica, eficacia terapéutica e inocuidad de las mismas.! 2

Cuba posee una rica flora y una valiosa tradicién en el uso de las
plantas medicinales. En tal sentido, se realizan investigaciones
que permiten evaluar cientificamente el uso de los productos
naturales, garantizando las mismas la eficacia, seguridad,
calidad y estabilidad tecnoldgica, biodisponibilidad y costo;
contribuyendo de esta forma a la bisqueda de soluciones a los
problemas de salud existentes en cada territorio, brindando
alternativas terapéuticas asequibles a la poblacion.

El anamu (Petiveria alliacea L.), es una planta de la familia
Phytolaccaceae, conocida con distintos nombres en diferentes
paises de Centro y Sur América, el Caribe y Africa. Se describe
como una hierba perenne de tallo recto, poco ramificado de 0.5
a Im de alto, con hojas alternas en forma eliptica, de 6 a 19 cm
de largo y de 5 a 6 cm de ancho. Sus flores son pequefias de
color blanco, el fruto es una baya cuneiforme que presenta
cuatro ganchos doblados hacia abajo y se usa como planta
medicinal. Entre los usos etnomédicos actuales, se encuentran:
antiinflamatorio, antimicrobiano, antiherpético, analgésico,
inmunomodulador, anticancerigeno, hipoglicemiante, para las
infecciones cutdneas micéticas e psoridsicas.34”

Se han llevado a cabo investigaciones farmacogndsticas,
fitoquimicas, preclinicas farmacoldgicas en el Departamento de
Farmacia de la Universidad de Oriente con esta especie vegetal;
entre estas ultimas se encuentra la evaluacién de la actividad
antimicrobiana®’ de extractos totales de la hoja fresca; a través
del método de Kirby-Bauer,? teniendo en cuenta, entre varios
aspectos, la observacion de que extractos vegetales de esta
droga estudiados como principios activos antiinflamatorios, no
sufren contaminacién microbiana cuando se han expuesto a
condiciones no controladas de almacenamiento; mostrando 9 de
ellos actividad frente a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Enterococcus faecalis 'y Pseudomonas aeruginosa,
incluso, en dos de ellos (E, y Es;), comparable a la
Ciprofloxacina en el rango intermedio (14-17 mm) para P.
aeruginosa, segin el Comité Nacional de Normas de
Laboratorio Clinico Estdndar (NCCLS).8

A partir de estos resultados farmacoldgicos alentadores, se
requiere realizar la caracterizacién de estos extractos totales a
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través de la determinacion de sus pardmetros de control de la
calidad y asi garantizar la calidad fisica, fisico-quimica y
quimica que los mismos deben tener para su futuro uso en el ser
humano en formas farmacéuticas, con accidon antimicrobiana.

Estos antecedentes fundamentan la investigacion que se
propone, respondiendo al siguiente problema cientifico:
"Necesidad de caracterizar desde el punto de vista fisico,
fisico-quimico y quimico extractos totales de hojas frescas de
Petiveria alliacea L. con actividad antimicrobiana”.

Lo anterior permite formular el siguiente objetivo: Caracterizar
desde el punto de vista fisico, fisico—quimico y quimico
extractos totales de las hojas frescas de la Petiveria alliacea L.
con accion antimicrobiana.

Material y método

Esta investigacion es un estudio Tecnoldgico, que tiene como
propésito determinar pardmetros fisicos, fisicos-quimicos y
quimicos que serian herramientas de control de la calidad de
esos extractos vegetales, si se decidieran utilizar para elaborar
formas farmacéuticas antimicrobianas.

Recoleccion y procesamiento del material vegetal.

Para la recoleccion del material vegetal, se tuvieron en cuenta
una serie de criterios de inclusion y exclusion: que las plantas
estuvieran alejadas de caminos y carreteras para evitar trabajar
con material contaminado con plomo proveniente de la
combustion de gasolina, pues el mismo puede precipitar
determinados metabolitos, como por ejemplo los flavonoides,
en el proceso de extraccién. Esto evita ademds el estrés
metabdlico de las plantas; que la poblacién estuviera integrada
por no menos de 6 individuos para aumentar la confiabilidad
estadistica de los resultados; que la mayor parte de los
individuos de la poblacién seleccionada se encontraran en
estado desarrollado para evitar diferencias metabdlicas debidas
al grado de desarrollo de la planta; que los individuos de la
misma, no se encontraran agrupados en forma de cortina,
evitando asi que cambios en el tipo de suelo alteren los
resultados.

Preparacion de los extractos.
Los extractos que se prepararon fueron:

1. Extracto blando con solucién hidroalcohdlica al 80%.

2. Extracto batido con solucién hidroalcohdlica al 80%.
La metodologia de preparacion de los extractos, es la que se
describe a continuacién:
Para el extracto blando: Se parti6 de la droga fresca fraccionada;
luego se prepar6 el extracto fluido por el método de percolacion,
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utilizando como menstruo etanol-agua al 80% teniendo en
cuenta resultados previos 7 y segiin Norma Ramal de Salud
Publica de Cuba 311 (NRSP).® A partir de éste, se obtuvieron 2
extractos blandos (B) por evaporacion, en un rotoevaporador
marca KIKA-Werke de procedencia Alemana, segiin NRSP
3119 BEstos extractos blandos; se obtuvieron en dos
proporciones: B3 — Proporcién 1:8 B4 — Proporcion 1:12

Para el extracto batido: Se partié de las hojas frescas y se
batieron en una batidora marca Waring de procedencia
americana; se afiadieron en pequefios intervalos, determinados
volimenes de alcohol para facilitar el batido de las hojas; hasta
completar la cantidad determinada de menstruo. Luego se
macerd por 48 horas este extracto, al cabo de los cuales se filtré
al vacio; obteniéndose un extracto denominado (E). A partir del
mismo se tomaron determinados volimenes para obtener 3
proporciones de este extracto, por rotoevaporacion en un
rotoevaporador marca KIKA-Werke de procedencia Alemana,
a una temperatura de 35°C; a los cuales se denominaron:

E1 -Proporcién 1:4 E2 - Proporcion 1:6 E3 -Proporcionl:8

Determinacion de parametros de control de la calidad
Fisicos, Fisico-quimicos y Quimicos de los extractos.
Determinacion de parametros Fisicos y Fisico-quimicos.

Se determinaron, segtin la NRSP 312,10 los pardmetros que se
describen a continuacidn:

a) Caracteristicas organolépticas:

Determinacion del olor: Se tomé una tira de papel secante de
aproximadamente 1 cm. de anchura por 10 cm. de longitud y se
introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se oli6 y se
determind si correspondia con las caracteristicas del producto.
Determinacion del color: Se tomé un tubo para ensayos bien
limpio y seco, se llené hasta las tres cuartas partes con la
muestra de ensayo y se observo el color, la transparencia, la
presencia de particulas y la separacion en capas. Se informo el
resultado.

b) Sélidos totales: De la muestra de ensayo previamente
homogenizada se transfirieron 5 mL. a una cdpsula de porcelana
limpia, seca y previamente tarada; la cdpsula se colocé en un
bafio de agua y se evapord hasta que el residuo estuvo
aparentemente seco, posteriormente se pasé a una estufa a una
temperatura de 105 +/- 2 °C durante 3 horas. Se retir6 la cdpsula
de la estufa, se colocd en una desecadora hasta que alcanzé la
temperatura ambiente y se peso. Se repitié el proceso anterior,
pero empleando solo 60 minutos de secado, las veces
necesarias, hasta obtener una masa constante.

Los solidos totales (St)(g/100 mL) se calcularon mediante la
férmula siguiente:

St = (Pr-P)/Vx100
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masa de la cdpsula més el residuo (g)
masa de la cdpsula vacia (g)

...................... volumen de la porcién de ensayo (mL)
100..c..cocnennee. factor matemadtico

El ensayo se realiz6 por triplicado. Los valores se aproximaron
hasta la décima.

¢) Densidad relativa: De la muestra de ensayo se tomé la
cantidad necesaria de acuerdo con la capacidad del picnémetro
y se enfrid a 25°C. Se pesé el picndmetro limpio, vacio y seco
con un error maximo permisible de +/- 0.5 mg, y se llend con la
muestra de ensayo de modo que no quedaran burbujas de aire, si
es preciso se emplea una tira de papel de filtro para extraer el
exceso de muestra. Se sumergié en un bafio de agua a (25 +/-
1°C) durante 30 minutos, al cabo de las cuales se tapd, se seco
exteriormente cuidando de no frotar excesivamente o de
transmitir el calor de la mano y se pesé. Se vacié el picnémetro,
se lavo con alcohol etilico y posteriormente con agua,
repitiéndose el ensayo con agua enfriada a 25°C.

La densidad relativa (Dr.) se calculé mediante la siguiente
férmula:

Dr = (m;-m)/ (m,-m)

Donde:

m: masa del picnémetro vacio (g).

m1: masa del picnémetro con la muestra de ensayo (g).

m2: masa del picnémetro con agua (g).

Si la determinacién se hizo a la temperatura t se emplea la
férmula siguiente:

d25,5=dt,:+0.00080 (t-25)

Donde:

dYs: densidad relativa a la temperatura de medicién.
T: temperatura de la medicién (°C).

0.00080: factor de correccion.

El ensayo se realizé por triplicado. Se aceptd una diferencia
entre las determinaciones de 0.0002 como méximo. Los
resultados se aproximaron hasta la milésima.

d) pH: Se determiné segtin se establece en la Norma Cubana:
NC 90-13-13.10 Se utilizé un pHmetro marca HANNA pH 211
de procedencia alemana.

Segiin NRSP 309 de Cuba:!!

e) Cenizas totales: En un crisol de porcelana o platino, se
afladieron 2 mL de la muestra de ensayo (5 muestras, una por
cada una de los extractos). Se calenté suavemente la muestra de
ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar (550°C) y



posteriormente se incinerd en un horno mufla a una temperatura
de 700 a 750°C, durante 2 horas. Se enfrid el crisol en una
desecadora y se pesd. Se repitid el proceso a partir de la
incineracion, hasta obtener una masa constante, es decir, hasta
que no difirieran en mds de 0.5 mg/g, 2 pesadas consecutivas.
Para obtener la masa constante el tiempo de calentamiento y
pesada se hicieron en intervalos de 30 minutos. Si el residuo
presentaba trazas de carbdn, se le anadieron unas gotas de
solucién de perdxido de hidrogeno concentrado, 4cido nitrico
concentrado o solucién de nitrato de amonio 10g/100mL y se
calent6 hasta evaporar los solventes. Al enfriar el crisol, el
residuo es de color blanco o casi blanco. El ensayo se realizé
por triplicado.

DETERMINACION DE PARAMETROS QUIMICOS.

f) Determinacion cualitativa de principios activos (Tamizaje
Fitoquimico).1213

g) Determinacion de Fenoles totales: Se empled el método de
Folin Ciocalteau.!* Los resultados se expresaron como dcido
tdnico a partir de una curva de calibracién obtenida para este
compuesto, en el rango 0.4 a 1.4 pg/mL.

Para todos los extractos se tomaron 0.5 mL de cada uno y se
diluyeron en un volumétrico de 50 mL respectivamente. Los 5
volumétricos se enrasaron Yy rotularon, conservdndose a
resguardo de la luz.

Para la preparacién del blanco, se tomaron 5 mL de agua
destilada, y se llevaron a un volumétrico de 25 mL, luego se
afladieron 2 mL de la solucién reactivo para taninos (Folin
Ciocalteau), se agité moderadamente y se adiciond 1 mL de la
solucién de carbonato de sodio para enrasar con agua destilada
y homogenizar.

En la preparacién de la muestra a medir se filtré con papel de
filtro la solucién muestra de ensayo. Para los extractos blandos
se tom6 1 ml de la muestra de ensayo y se afiadi6 a un
volumétrico de 100 mL. Luego se anadieron 2 mL de la
solucién reactivo, se agitd circularmente y se dejo reposar 5
minutos. Posteriormente se ailadié 1 mL de carbonato de sodio
al 20 por ciento, se enrasd, homogenizé y se dejo reposar por 5
minutos para medir la absorbancia en el espectrofotémetro
(ULTROSPEC 1000 de procedencia inglesa) a 700 nm de las
disoluciones preparadas anteriormente. Para los extractos
batidos se procedié también de la forma anterior pero se
tomaron 0.5 mL de la muestra de ensayo y se afadieron en un
volumétrico de 25 mL. Las mediciones se realizaron por
triplicado para cada extracto.

La ecuacién matemdtica empleada para el cédlculo de la
concentacién de la muestra expresada como 4cido ténico fue:
Conc. del Extracto= Conc.Equivalente de acido tamico x
Factor mat. de dilucién.

La concentraciéon equivalente de 4cido tdnico para los extractos,
es la que se obtiene al despejar en la ecuacion del modelo
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ajustado que se obtiene para la curva de calibracién del dcido
tdnico, la variable concentracion de 4cido tdnico y se calcula a
través del STATGRAPHICS Plus para Windows Version 5.1 del
afio 2001.

h) Determinacion de Flavonoides totales: Estos metabolitos
se determinaron por un método colorimétrico por reaccién con
cloruro de aluminio en metanol a 430 nm. Los resultados se
expresan como quercetina a partir de una curva de calibracion
obtenida para dicho compuesto en el rango de 1 a 7 pg/mL.15
Para las mediciones se emple6 un espectrofotdmetro
ULTROSPEC 1000 de procedencia inglesa.

La ecuacién matemdtica empleada para el cédlculo de la
concentracion de la muestra expresada como quercetina fue:

Conc. del Extracto = Conc. Equivalente de Quercetina x
Factor mat. de dilucién.

La concentracién equivalente de quercetina para los extractos,
es la que se obtiene al despejar en la ecuacién del modelo
ajustado que se obtiene para la curva de calibracién de la
quercetina, la variable Concentracién de Quercetina y se
calcula, a través del STATGRAPHICS Plus para Windows
Version 5.1 del afio 2001.
Marcha operatoria: En un volumen de 10 mL se afiadieron:
* |1 mL de la muestra
* 1 mL del cloruro de aluminio al 2,5% en metanol, se agitd
y se dejo reposar por 10 min.
e Se enrasé con etanol absoluto y se realizd la medicion
contra blanco de reactivos a 430 nm.

Para la determinacién del contenido de flavonoides en los
extractos totales (B3, By, E{, E; y E3) en estudio se realizaron
diluciones en agua en proporciéon 0,5:50 para preparar la
muestra de ensayo y luego 1:10 para la muestra a medir.
Procesamiento y andlisis de los resultados. Analisis
Estadisticos.

Se realiz6 un andlisis estadistico, utilizando el programa
STATGRAPHICS Plus para Windows Versién 5.1 del afio 2001,
realizando un Andlisis de Varianza de Clasificacién simple, con
una prueba de rangos miultiples (Prueba de diferencia
francamente significativa HSD de Tukey) para evaluar si los
extractos By y By; asi como Eq, E, y E3; también By y E;
presentaron semejanzas o diferencias estadisticamente
significativas en los pardmetros de control de la calidad
cuantitativos determinados.

Resultados y discusion

Determinacion de parametros de control de la calidad
Fisicos, Fisico-quimicos y Quimicos a los extractos.
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Determinacion de parametros fisicos y fisico-quimicos.

La Tabla 1 muestra los resultados del control de la calidad
fisicos y fisico-quimicos a los extractos evaluados.

En la medida en que se concentran ambos extractos (de B3 a By
y de E; a Ej3) el por ciento de solidos totales aumenta en cada
uno de ellos (Tabla 1). Estos valores demuestran la presencia de
sustancias en estos extractos con solucién hidroalcohdlica al
80%.

Tabla 1. Resultados promedios de los controles de la calidad
fisicos y fisico-quimicos a los extractos.
En los valores de Densidad relativa se muestran la media + desviacién
estandar. Letras diferentes representan una diferencia significativa
entre muestras (p<0.05), en cada uno de los extractos.

Solidos
Totales
(g/100mL)

Extractos | Caracteristicas
organolépticas

Densidad pH
Relativa (g/ml)

Color: Marrén
B; oscuro
Olor: Aliaceo

18.62 1.0826 +£0,0008a | 5.96

Homogeneidad
B, Color: Marrén
oscuro

Olor: Alidceo

2522 1.1451 £ 0,0002b | 5.886

Homogeneidad
E, Color: Marrén
oscuro

Olor: Alidceo

8.12 1.0073 £+0,01c |5.786

Homogeneidad
E, Color: Marrén
oscuro

Olor: Alidceo

10.54 1.0299 +0,008c | 5.86

Homogeneidad
E; Color: Marrén
oscuro

Olor: Alidceo

14.54 1.0451+£0,01ac | 5913

Homogeneidad

Como se observa, se obtiene mayor por ciento de sélidos totales
en el extracto blando B; que en el batido E3, con diferencias
estadisticas para un 95 % de confianza; lo que difiere de
resultados obtenidos en estudio anterior;” donde se obtuvo
mayor por ciento de sélidos totales en los extractos batidos que
en los blandos en las tres proporciones que se probaron y donde
se planted que la técnica de extraccion usando batidora permite
obtener mayor cantidad de sustancias con respecto a la
percolacion. También los valores de sdlidos totales en este
estudio, para los tres extractos batidos (Eq, E,, E3), son mas
bajos que los obtenidos en estudio anterior’ (13.17, 18.97,
22.21 g/100 mL, respectivamente).

Estas diferencias, pudieran deberse, a que las condiciones
climaticas invernales en el inicio de este afio fueron totalmente
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diferentes a la investigacion anterior, especificamente cuando se
recolectd el segundo lote de droga para preparar los extractos
batidos hubo un régimen de precipitaciones abundantes debido
a la entrada de un frente frio en la region oriental y como se ha
descrito en la literatura:!3 en la composicién quimica de una
especie vegetal influyen varios factores, tanto externos, como
internos, entre los cuales se encuentran: el clima, el cual
siempre incluye la temperatura, régimen de lluvias, luz,
humedad, latitud, altitud, el suelo, entre otros; ademas la
humedad, que depende de la altitud y del régimen de
precipitaciones, puede producir pérdidas de sustancias solubles
de hojas y raices,'? en particular glicésidos y aceites esenciales,
metabolitos que forman parte de la composicién quimica de las
hojas del anamd y que son solubles en la solucién
hidroalcohélica al 80 %.

Se puede resumir, que los menores valores en sélidos totales en
el extracto E3 con respecto a B3; asi como los tres extractos
batidos obtenidos en este estudio con respecto a estudio
anterior,” pudieran deberse a una posible dilucién de los
compuestos quimicos presentes en las hojas por las abundantes
precipitaciones que ocurrieron durante el periodo de
recolecciéon del segundo lote de la droga que hicieron que
aumentara el contenido de agua en la hoja.

Estos resultados también se obtuvieron en el 2006, cuando al
realizar la estandarizacion de los pardmetros de control de la
calidad del extracto blando de las hojas secas con solucién
hidroalcohdlica al 30 %, se obtuvieron valores bajos de sélidos
totales en el mes de Noviembre (27.4 g/100mL), debido a las
abundantes precipitaciones que ocurrieron; sin embargo, al
terminar estas, a partir del mes de diciembre, se empezaron a
obtener valores mayores en este pardmetro hasta llegar a 40.1 y
40.3 g/100mL en los meses de Abril y Mayo.!¢

El andlisis estadistico reveldo que entre los dos extractos
blandos, asi como entre los 3 batidos; existen diferencias
estadisticamente significativas para un 95 % de confianza. La
prueba de Cochran, indica que hay homogeneidad de varianza,
pues el p-valor es mayor que 0.05.

Los valores obtenidos en la densidad relativa (Tabla 1),
corroboran que el valor de densidad para el extracto batido E; es
menor que para el blando B3, que aumentan en la medida en que
ambos tipos de extractos estdn mds concentrados y también son
diferentes a los obtenidos en estudio anterior: (B3: 1.03 g/mL,
By 1.05 g/mL, E;: 1.04, E;; 1.05, E3; 1.07 g/mL).” La
densidad de la solucién hidroalcohdlica al 80 % es de 0.8434
g/mL, por lo que los valores obtenidos para cada uno de los
extractos, demuestran la presencia de sustancias. El andlisis
estadistico demuestra que entre los dos extractos blandos
existen diferencias estadisticas, no asi entre los 3 batidos para
un 95% de confianza. La prueba de Cochran, indica que hay
homogeneidad de varianza, pues el p-valor es mayor que 0.05
(P-valor = 0,203786).



En el caso del pH, los valores obtenidos corroboran las
caracteristicas dcidas débiles de las sustancias que se extraen en
estos extractos; tales como flavonoides, fenoles y taninos, 4cido
benzoico, oleico, estedrico, lignocérico, entre otros. Parece ser
que compuestos que se extraen por ambos métodos de
extraccion, mantienen las caracteristicas acidas débiles.

Los resultados promedios de la determinacion de cenizas
totales a cada uno de los extractos, se muestran en la Tabla 2.
Como se observa en la misma, en cada uno de los extractos se
obtienen cenizas, por lo que puede existir la presencia de restos
inorgdnicos, que ademds estdn reportados para el Anamui en
hojas y raices.>!7 La cantidad de cenizas totales aumentan en la
medida en que se concentran los extractos; siendo superior en el
extracto By, que es el mds concentrado de todos con una
proporcién de 1:12.

Tabla 2. Resultados promedios de la determinaciéon de
cenizas totales (g).

E,
0,03355

B
0.0473

B,
0.1114

E,
004555

E;
0,05395

Determinacion de parametros quimicos.
a) Determinacion cualitativa de principios activos
(Tamizaje Fitoquimico).
Los resultados del tamizaje fitoquimico se muestran en la Tabla 3.

Entre los dos tipos de extractos (blandos y batidos), no existen
diferencias en la composicién quimica desde el punto de vista

cualitativo.

Tabla 3. Resultados del Tamizaje Fitoquimico a los extractos.

S FARMACEUTICAS

a) Determinacion de Fenoles totales.
La ecuacién de la recta y los estadigrafos obtenidos para la
curva de calibracion con 4cido tanico, son los siguientes:
Absorbancia = -0,00660952 + 0,0677143*concentracion
Ecuacién 1
r? ajustado= 98,7021 %
intercepto=0,1188

F= 38124  p=00000 p.

Como reflejan los estadigrafos de la recta, la curva de
calibracién obtenida cumple con los principales requisitos de
aceptacion, expresando un 98.7021 % de ajuste de los datos con
el modelo, con un intercepto que atraviesa el cero con un 99 %
de confianza (desde -0,00660952 hasta 0,00333845).

Bajo estas condiciones se puede afirmar que la ecuacion
obtenida puede ser empleada para la determinacién cuantitativa
de fenoles totales expresados como acido tanico.

A partir de la ecuacion 1, despejando la variable
concentracion, como se muestra a continuacion; se determinan,
con los valores de absorbancia de cada uno de los extractos, la
concentracion de polifenoles equivalente a dcido tdnico para esa
absorbancia. Luego este valor es multiplicado por el factor de
dilucién (1000 para los blandos y 5000 para los batidos),
rindiendo los valores de fenoles totales para cada uno de los
extractos que se recogen en la Tabla 4.

Absorbancia =-0.00660952 + 0.0677143 x Concentracion.
Concentracion = Absorbancia + 0.006600952
0.0677143

Se observa (Tabla 4) que la concentracion de fenoles totales
aumenta en la medida en que se incrementa la concentracion de
ambos extractos, siendo superiores estos valores en el extracto
B; con respecto a E3, con diferencias estadisticas para un 95 %
de confianza; estando en correspondencia con los resultados
obtenidos en los sélidos totales en este trabajo.

Tabla 4. Valores de concentracion de fenoles totales, expresados
como acido tanico para cada uno de los extractos.

Extractos B, B, E, E, E;
Concentracion mediade | 7.573 | 8.706 | 2.013 | 2.605 | 3.86
Fenoles totales (mg/mL)

Estadigrafos del ANOVA | F= 60148 P-Valor = 0,0000

Metabolitos| Ensayos | Evidencia | B; | B, | E; | E, | E;
H,SO,conc| Amarillo | (H) [ (B | H | B | (P
Flavonoides intenso
Shinoda Rojo D] HD]|H]IBH]W®
Fenoles y FeCl, Verde H|HIHH ]
Taninos 0Scuro
Saponinas | Espuma Espuma | (H | H || @ | @
persistente
Quinonas | Borntrager | Rosado | (++) | (++) | (++) | (+4) | (++)
Triterpenos y| Lieberman- |Verde oscura| (+) | (+) [ () | (+) | ()
Esteroides | Burchard
Alcaloides |Dragendorft| Precipitado [(+++)|(+++)[(+++)| (+++)| (+++))
rojo ladrillo

El andlisis de varianza mostré que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los 5
extractos, a un nivel de confianza del 95 %. El test de rangos
multiples, especificamente la prueba diferencia francamente
significativa de Tukey, mostré que la concentracion de fenoles
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totales entre los dos extractos blandos, asi como entre los tres
batidos son diferentes. El contraste de Cochran (0,336932)
indica que hay homogeneidad de varianza, por lo que el error
que se comete en esta determinacién es el mismo.

Los por cientos que representan la cantidad de fenoles
totales, en cada uno de los extractos, en base a la hoja fresca, se
muestran en la Tabla 5. En el caso del extracto blando B3, el por
ciento de fenoles totales es mayor que el extracto batido Ej,
manteniéndose la influencia de las precipitaciones en los
fenoles totales. Como se observa, la concentracion de fenoles
totales es baja en la hoja fresca; no obstante, indican la posible
presencia de compuestos quimicos con agrupamientos
fendlicos, como flavonoides, taninos, fenoles propiamente
dichos (con resultados positivos en el tamizaje); a los cuales se
les han reportado accién antimicrobiana.!8-21

Tabla 5. Valores de los por cientos de fenoles totales, en base
a la hoja fresca.

Absorbancia= 0.00842857 + 0.07725 x Conc. Quer.
Conc. Quer= Absorbancia — 0.00842857
0.07725

Se observa que la concentracion de flavonoides totales aumenta
en la medida en que se incrementa la concentracién de ambos
extractos, siendo superiores estos valores en el extracto B3 con
respecto a Ejz, manteniéndose la influencia de las preci-
pitaciones en los flavonoides totales.

Tabla 6. Valores de concentracion de flavonoides totales,
expresados como quercetina para cada uno de los extractos.

Extractos B; B, E, E, | E; | B;s

Concentracion de 2.13012.532(1.026 |1.305(1.922(2.130
Flavonoides totales

(mg/mL)

Extractos B, B, E, E, | E; B;

Por cientos que 0.088] 0.076| 0.05] 0.044/0.048]0.088
representan los fenoles
totales, en base a la hoja
fresca.

(%)

¢) Determinacion de flavonoides totales.
La ecuacion de la recta y los estadigrafos obtenidos para la
curva de calibracién con quercetina, son los siguientes:
Absorbancia= 0.00842857 + 0.07725 x Conc.
Ecuacién 2
12 ajustado= 99,6934 %
intercepto=0,3303
Conc. Quer: Concentracion de Quercetina.
Como reflejan los estadigrafos de la recta, la curva de
calibracién obtenida cumple con los principales requisitos de
aceptacion, expresando un 99,6934 % de ajuste de los datos con
el modelo, con un intercepto que atraviesa el cero con un 99 %
de confianza (desde 0,00842857 hasta 0,00781906).
Bajo estas condiciones se puede afirmar que la ecuacién
obtenida puede ser empleada para la determinacion cuantitativa
de flavonoides totales expresados como quercetina.

Quer.

F= 1952,17  p= 00000  p.

A partir de la ecuacion 2, despejando la variable
concentracion Quer., como se muestra a continuacion, se
determinan, con los valores de absorbancia de cada uno de los
extractos, la concentracion de Flavonoides equivalente a
quercetina para esa absorbancia. Luego este valor es
multiplicado por el factor de dilucién (1000 para todos los
extractos), rindiendo los valores de flavonoides totales para
cada uno de los extractos que se recogen en la Tabla 6.
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Los por cientos que representan la cantidad de flavonoides
totales, en cada uno de los extractos, en base a los fenoles
totales, se muestran en la Tabla 7.

Los por cientos que representan la cantidad de flavonoides
totales, en base a los fenoles totales, mostraron un 28 y 29 %
para B3 y By, respectivamente; para los extractos batidos E{, E,
y E3un 51, 50.1 y 50.6 %, respectivamente. Como se observa,
los por cientos son similares en cada proporcion de los extractos
dentro de cada método de extraccion. En los batidos, hay una
mayor pérdida de los fenoles no flavonoides (por ejemplo,
taninos) por solubilizacién debido a las precipitaciones.

Tabla 7. Valores de los por cientos de flavonoides totales, en base
a los fenoles totales.

Extractos B, B, E, E, | E; | B;s

Por cientos que 28 12906| 51 |[50.1(50.6] 28
representan los
flavonoides en base a
fenoles totales.

(%)

Conclusiones

1. La caracterizacidn fisica, fisico- quimica y quimica a los 5
extractos  estudiados, arroj6: Las caracteristicas
organolépticas para todos los extractos son: color marrén
oscuro, olor alidceo y homogeneidad; los valores de pH
para todos los extractos, mostraron que se extraen
sustancias en la solucién hidroalcohdlica al 80 %, por
ambos métodos de extraccion, con caracteristicas acidas
débiles; las concentraciones de fenoles y flavonoides



totales, aunque bajas, indican la presencia de tales
compuestos en todos los extractos; las cenizas obtenidas,
aunque bajas, indican la presencia de restos inorgénicos,
en cada uno de los extractos; la composicion quimica
cualitativa para los 5 extractos mostrd la presencia de
Flavonoides, Fenoles y Taninos, Saponinas, Quinonas,
Triterpenos y Esteroides Alcaloides.

2. El extracto blando B3 mostré mayores valores en los
sélidos totales, densidad relativa, cenizas totales, fenoles
totales, por cientos de fenoles totales en base a la hoja
fresca y flavonoides totales que el extracto batido Ej;
estos aumentan en la medida en que se concentran los
extractos para cada tipo.
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