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RESUMEN

La Bougainvillea glabra Choisy también conocida como veranera, Santa Rita, flor de
papel entre otros, es una planta herbacea propia de América del Sur que se cultiva
principalmente con fines ornamentales. Se afirma que las hojas tienen propiedades

terapéuticas, efectos antiinflamatorios.

La planta contiene metabolitos secundarios como el pinitol, alcaloides, azucares,
quinonas, compuestos fendlicos, aminoacidos, betacianinas, flavonoides y taninos,
posee propiedades antiinflamatorias, antidiarreicas y actividad expectorante. Se realizd
una investigaciéon cuasi experimental con el fin de caracterizar parametros
farmacognésticos de hojas de B. glabra especie morada y naranja, recolectadas en la

provincia de El Oro de Ecuador.

Objetivo: EIl presente trabajo de investigacion tiene como finalidad caracterizar
farmacognosticamente las hojas de Bougainvillea Glabra Choisy, variedad morada y

naranja, recolectadas en las ciudades de Machala y Pasaje.

Metodologia: Se recolectaron hojas de dos variedades de B. glabra Choisy (morada y
naranja) en Machala y Pasaje, Provincia de El Oro-Ecuador. Antes de su analisis fisico
quimico se caracterizé parametros morfolégicos, morfométricos a las hojas. Se
preparé la materia vegetal siguiendo pautas y recomendaciones aportadas por
literaturas y directrices de la OMS. Se consigui6 la droga seca mediante el lavado con
agua potable y desionizada tipo Il, el secado se realiz6 a medio ambiente y en estufa
por 48h a 40°C. Se molino las hojas hasta obtener particulas de hasta 1 mm y evalué
pardmetros de calidad a la droga seca como humedad residual, residuos minerales
totales, residuos minerales solubles en agua e insolubles en acido y sustancias

extraibles.

Se prepararon extractos acuosos y etandélicos 98° por maceracion en ultrasonido por
30 minutos. Se analiz6 parametros fisicoquimicos como pH, indice de refraccion y

densidad.

El analisis cualitativo de metabolitos secundarios, se determind mediante reacciones
histoquimicas, marcha fitoquimico y cromatografia en capa fina. Se cuantificé fenoles
por el método Folin-Ciocalteu, flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de
Aluminio y se evalu6 la actividad antioxidante por el método DPPH para las hojas

variacion morada y naranja.



Resultados: la calidad botanica de la droga cruda y extractos se encuentra dentro de
los rangos establecidos por directrices mundiales a excepcion de los residuos
minerales totales. Se midi6 parametros morfolégicos donde la variacion morada
presento forma Oval-Acuminada y para la variacion naranja sus hojas tienen forma
Ovado-lanceoladas abruptamente agudas o acuminadas y dimensiones que van desde
11,65/0,97 cm de longitud hasta 4,7/0,63 cm de ancho tanto para la variacion morada

y naranja respetivamente.

Se identific6 metabolitos secundarios como alcaloides, azUcares, quinonas,
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, compuestos terpénicos y aminoacidos. Se
cuantificé fenoles por el método Folin- Ciocalteu 450,6 y 363,8 mg AG/ g ES hojas
naranja y morada. Se cuantificé flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de
Aluminio 63,242 y 47.674 mg QE /g ES hojas naranja y morada. Por ultimo, se evalu6
la actividad antioxidante por el método 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) dando
resultados significativos paras ambas especies con un Clso 0,2061 y 0,2757 mg/ml

tanto para hojas variacion naranja y morada respectivamente.

Conclusién: En conclusion, se caracterizé farmacogndésticamente las hojas de B.
glabra Choisy, la cual sugiere que la especie color naranja sobresale en algunos
ensayos dado que las dos especies presentaron compuestos quimicos en su

composicion.

Palabras clave: Farmacognosia, Bougainvillea glabra, compuestos fendlicos,

flavonoides, actividad antioxidante.



ABSTRACT

The Bougainvillea glabra Choisy also known as veranera, Santa Rita, paper flower
among others, is a herbaceous plant typical of South America that is grown mainly for
ornamental purposes. It is claimed that the leaves have therapeutic properties, anti-
inflammatory effects.

The plant contains secondary metabolites such as pinitol, alkaloids, sugars, quinones,
phenolic compounds, amino acids, betacyanins, flavonoids and tannins, has anti-
inflammatory, antidiarrheal and expectorant activity. A quasi-experimental research
was carried out in order to characterize pharmacognostic parameters of leaves of B.
glabra purple and orange species, collected in the province of El Oro of Ecuador.
Objective: The purpose of this research work is to pharmacognostically characterize
the leaves of Bougainvillea Glabra Choisy, purple and orange variety, collected in the
cities of Machala and Pasaje.

Methodology: Leaves of two varieties of B. glabra Choisy (purple and orange) were
collected in Machala and Pasaje, Province of El Oro-Ecuador. Before its physical-
chemical analysis, morphological and morphometric parameters were characterized to
the leaves. Vegetable material was prepared following guidelines and
recommendations provided by WHO literature and guidelines. The dry drug was
obtained by washing with drinking water and deionized type Il, the drying was done in
the environment and in an oven for 48h at 40 ° C. The leaves were milled until
obtaining particles of up to 1 mm and evaluated quality parameters for the dry drug as
residual humidity, total mineral residues, mineral residues soluble in water and
insoluble in acid and extractable substances.

Aqueous and ethanolic extracts were prepared 98 ° by maceration in ultrasound for 30
minutes. Physicochemical parameters such as pH, refractive index and density were
analyzed.

The qualitative analysis of metabolites was determined by histochemical reactions,
phytochemical screening and thin layer chromatography. Phenols were quantified by
the Folin-Ciocalteu method, flavonoids by the colorimetric of Aluminum Chloride
method and the antioxidant activity was evaluated by the DPPH method for purple and
orange variation leaves

Results: the botanical quality of the crude drug and extracts is within the ranges
established by worldwide guidelines except for the total mineral residues Morphological
parameters were measured where the purple variation presented Oval-Accumulated

form and for orange variation its leaves have an abruptly acute or acuminate Ovado-



lanceolate shape and dimensions ranging from 11.65/0.97 cm in lengthto 4.7 /0, 63
cm wide for both the purple and orange variation respectively.

Secondary metabolites were identified as alkaloids, sugars, quinones, phenolic
compounds, flavonoids, tannins, terpene compounds and amino acids. Phenols were
quantified by the Folin-Ciocalteu method 450,6 and 363,8 mg AG / g ES orange and
purple leaves. Flavonoids were quantified by the colorimetric method of Aluminum
Chloride 63,242 and 47.674 mg QE / g ES orange and purple leaves and finally the
antioxidant activity was evaluated by the method 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
giving significant results for both species with an ICso 0.2061 and 0.2757 mg / ml for

both orange and purple variation leaves respectively.

Conclusion: In conclusion, the leaves of B. glabra Choisy were characterized
pharmacognostically, which suggests that the orange colored species stands out in
some trials given that the two species presented chemical compounds in their

composition.

Key words: Pharmacognosy, Bougainvillea glabra, botanical quality, secondary

metabolites.



INDICE

RESUMEN ...ttt et s bt e st e e s bt e st e e s abe e sabeesbeesabeesabeesbee s 3
INTRODUGCCION. ..ottt sesees st esss st s st s s sesasassssssesestesasaesnessnes 12
PROBLEMA CIENTIFICO ...ttt 14
HIPOTESIS ..ottt sttt a et a s s 14
OBJETIVOS GENERALES ... ..ottt ettt ettt et 14
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oooieeeeeeeeteeeeeeteee et aeseste s assesss s ssssssssssssssasansnans 14
CAPITULO | MARCO REFERENCIAL ......octeieeteeeteteceeeeee e sese s sese s 16
1.1 Origen de la especie Bougainvillea. ............ccveeiieciieiiicir e 16
1.3 ELNODOTANICA. ...c.vevieeicieteee ettt sttt 17
1.4 DeSCHPCION VEGETAL .....cviiieeieieieceeeee ettt sttt e ste e ae e 18
I A -1 (o VA 4 To T - SR 18
1.4.2 FIOreS Y DIACLEAS .....ceveeeeeee ettt st 18

1.5 Usos medicinales atribUidos............ccecvriririiieiiiniccnneee e 18
1.6 ConstitUCION QUIMICA ....ccveeiuiiiiieciiecteete ettt ettt et ettt st e e e e be e s re e beebe s 18
A o) dTod o F=To Mo (= = T o] F= g - S 18
1.9 Evaluacion farmacognOSTCO ........cccvevuieviieiiieiece ettt st 20
1.9.1 Conceptos generales de farmacognosSia........ccccvecveeveeieeieniesieseesee e 20
1.10 Conocimientos generales de farmacognoSIa..........ccccoevereeiereninieneneneeeeeeneens 22
1.10.1 Preparacion POSt COSECNA. ......ccueiuieiiiecieecieecte ettt ettt et s 22
1.10.2 Calidad botanica de la droga cruda. ..........ccccecveerieciievieciecie e 22
1.11 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos cualitativos.....23

1.12 Caracterizacién de metabolitos secundarios mediante ensayos cuantitativos. .25

CAPITULO Il METODOLOGIA ..ottt senes s ssnas s sess e senes s 28
2.1 MaterialeS Y MELOUOS .......ocvieiecee ettt s 28
2.1.1 Materia vegetal analizada.............ccceevveiieiiiieiie et 28
2.1.2 MALEIIAIES. ...oveviniiiitictecet et 28

2. 1.3 EQUIPOS ..ttt et bbb b e 28
2.1.4 SUSTANCIA Y FEACTIVOS ....ueeeeeeie et eie ettt ettt et et saeesseesteeteeneeeneeeneas 29

22 B T 1-1=1 3 To TN 4 =1 (oo [o] [o o To o TSR 30
2.2.1 Ubicacion del sondeo iNVESHIgatiVO. .........cccevveriereeiice e 30
2.2.2 Zona geografica de recolecCion vegetal. ... 30
2.2.3 Preparacion Pre COSECNA.......ccoii it nes 30
2.2.4 PreparacCion POSt COSECNAL. ........cccuiiieiiecieeceecee ettt ettt s st ae e 30
2.2.5 Calidad botanica de la droga Cruda. ..........cccceeveevieeiiieiie e 31



2.2.5.1 Caracterizacion morfoldgica de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy.31

2.2.5.2 Caracterizacion morfométrico de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy.

........................................................................................................................................... 31
2.2.5.3 Evaluacion fisico quimico de la droga cruda molinada...........c.cceceveveeniennene 31
2.2.5.4 Analisis termogravimétrico de agua en materia vegetal cruda. ................... 31
2.2.5.5 Determinacion de residuos minerales en materia vegetal.............c.ccoceeee... 31
2.2.5.6 Determinacién de residuos minerales solubles en agua...........ccceevenenee. 32
2.2.5.7 Determinacion de residuos minerales en acido clorhidrico 10%. ................ 32
2.2.5.8 Analisis de sustancias extraibles en materia vegetal.........c.cccceoveevvecrrenennen. 33
2.2.6 ODtENCION A€ EXIFACIOS ......ecveeeeiiciieeieie ettt re st ae e sa e e ssesreeseenaennas 33
2.2.7 Caracterizacion fisico-quimica de extractos vegetales. ........cccoovvveevieivecieeneee 33

2.2.8 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos cualitativos....33

2.2.8.1 Reacciones Histoquimicas de tejido vegetal............cccoevecveciiniiciecie e, 33
2.2.8.2 Marcha fitOQUIMICA. .......ceecvieiiciice ettt e 34
2.2.8.3 Cromatografia de capa fiNa. .......ccooeeveieiineseeee e 35

2.2.9 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos cuantitativos. 36

2.2.9.1 Determinacién de fenoles por la técnica Folin- Ciocalteu...........c.cccecvvneeneee. 36
2.2.9.0.1 CUINA PALIION. ...cviiiieieeieee ettt e te e te et e s te e be e be e beenbeenseeneeennas 36
2.2.9.1.2 Determinacién de fenoles por la técnica Folin- Ciocalteu a extractos
etanodlicos al 1% de hojas de B. glabra Choisy. .......cccccceevveiievieiiciieceeceee e, 36
2.2.10 Evaluacion de la actividad antioxidante. ...........coceceveninieieneneneeseseeeeee 36

2.2.11 Determinacion de flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de

N [T 11 (o T PP 37
2.2.10.1 CUIVA PATON. ..ottt te e be e s be e s te e be e beesbeenbeeabeenreeanas 37
2.2.11.2 Determinacién de flavonoides en el extracto etandlico de las hojas de B.
G18DIA CROISY ...t sttt ettt sbe b ne e 37

2.2.12 Estudio comparativo €StadiStiCO. .......cevcvrveriererieieeseeeeeee et 37

CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION.......oeveitereeeeeeeeeeteeeeeeeeere e senee s, 38
3.1 Calidad botanica de 1a droga Cruda...........coeeeeeiiniiniirienesieseeeeesie et 38

3.1.1 Caracterizacion morfol6gica de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy. ...... 38

3.1.2 Caracterizacién morfométrico de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy.....39

3.1.3 Evaluacion fisico quimico de la droga cruda molinada de las hojas de B. glabra

(O 310} 53 O S 39

3.1.2 Caracterizacion fisico-quimica de extractos vegetales. ..........ccocevevevecveiennenne. 41

3.1.3 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos cualitativos. ...... 43
3.1.4 Reacciones histoquimicas de hojas de B. glabra Choisy. .......ccccccecoeeviiiiiicieiieenenn, 43
3.1.4 Marcha fitOQUIMICAL ......ccueeriieieeie ettt e esnaesane 45



3.1.5 Cromatografia €n Capa fiNa........cccveiieiiiiiceceececee e 46

3.1.5.1 EXPOSICION CON TUZ UV ..ottt 46
3.1.5.2 EXpOosSiciOn con ACIdO SUIFUICO ........cocveeveveeeeieceeeeeeeeseeeereeesesee e 47
3.1.5.3 EXposicion con Cloruro fEITICO.......ccicvviviiieecie et 48
3.1.5.4 Exposicion con 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).......ccccccovvecivecirenenee. 48
3.1.6 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos cuantitativos. ....49
3.1.7 Determinacion de fenoles por la técnica Folin- Ciocalteu. ..........c.coeeeeneneenene 49
3.1.8 Evaluacion de la actividad antioXidante............ccccecererenieiienencnceesesesceee e 50
3.1.9 Determinacién de flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de
ATUMINIO. ettt te e st e et e s esea e s et e s seesaeesseeseeseenseenseenseensesnseaneas 52
CAPITULO IV CONCLUSIONES ..ottt esseessee s assssssesesssssesssssssssasansnans 54
CAPITULO V RECOMENDACIONES .......ooitoieteeeeeeeeeeeeeeesenee s ssesessesesessssessesesansnans 55
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt sttt ae s 56
ANEXOS ...ttt sttt b e bbbt b e bttt ne st e et ne 65



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Taxonomia (Bougainvillea glabra Choisy). ........ccccceviiiiiiiiiiiee e 17
Tabla 2. Caracterizacion morfoldgica de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy..... 38

Tabla 3. Caracterizacion morfo métrico de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy (n

510 ) T SO PRSUPRTOPP 39
Tabla 4. Evaluacion fisico quimico de la droga cruda molinada (hojas de B. glabra
01 3101538 T TP 40
Tabla 5. Caracterizacion fisico-quimica de extractos (hojas de B. glabra Choisy.)...... 42
Tabla 6. Marcha fitoquimica (hojas de B. glabra ChoiSy.) ........cccccoviiieiiiiiiiiee e 45
Tabla 7. Determinacion de fenoles totales (hojas de b. glabra choisy.)........................ 50
Tabla 8. Determinacion de flavonoides totales (hojas de b. glabra choisy.)................. 53

10



INDICE DE ILUSTRACIONES

llustracion 1. Bougainvillea glabra Choisy variedad morada y naranja..............ccccee.... 17

llustracion 2. Factores que intervienen en la composicion quimica de las drogas de

(o] qTo [T oI 0 F= L0 | = | PP P P PPPRPPI 21
llustracién 3. Ensayos ejecutados en la marcha fitoquimica. ............ccccvvvveeeeeeeiicnnnnnen, 35
llustracidn 4. Identicacion de QUINONEAS. ........cooviciiiiieiiee e e e 43
llustracion 5. ldentificacion de taniNOS. .........oocueiiiiiiiiie e 43
llustracion 6. Identificacion de flavonOIdes. ..........coocvuvieiiiiiiie e 44
llustracion 7. Identificacion de gluCOSIAOS. .........coiuiiiiiiiiiiii e 44
llustracidn 8. Exposicidn ultravioleta (264 NM). .......ocviveeiiiiiiiiieieee e 47
llustracion 9. Exposicion con ACido SUIUIICO. .......c.cocveviieeeeececeeeee e 47
llustracién 10. Exposicidn con Cloruro fEIriCO. .......ceviveeiiiiiiiieeee e, 48
llustracion 11. Exposicion con 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)........c.ccccoocvveeennee 49
llustracion 12. Curva patron de fenoles por la técnica Folin-Ciocalteu. ........................ 49
llustracién 13. Actividad antioxidante (hoja b. glabra choisy variedad morada). .......... 51
llustracién 14. Actividad antioxidante (hoja b. glabra choisy variedad naranja). .......... 51

llustracién 15. Curva patrén de flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de

A L8]0 11 o TR 52

11



INTRODUCCION

La Bougainvillea glabra Choisy es una especie botanica nativa de Brasil que se la
encuentra en Sudamérica, cultivadas como plantas de caracter decorativo en la
mayoria de paises tropicales y subtropicales de América y el mundo con un nivel
desde 2400m sobre el nivel del mar. Actualmente existen 14 especies del género
Bougainvillea, familia NictaginAceas del orden Cariofilales, considerandos mas
sobresalientes las B. spectabilis, B. glabra y B. peruviana, debido a las bracteas que

contiene variedad de pigmentos que pueden usarse para muchos propdsitos Utiles * 2.

A lo largo de la historia, se han tratado afecciones con plantas medicinales y sus
derivados. Entre los metabolitos secundarios de la planta se encuentran el pinitol,
alcaloides, azucares, quinonas, compuestos fendlicos, aminoacidos, betacianinas,

flavonoides y taninos. Se afirma que las hojas tienen efectos antiinflamatorios 2 4 °.

Las infusiones de las hojas tiernas y bracteas son utilizadas oralmente para el
tratamiento de afecciones gastrointestinales (diarrea, dolor de estdbmago) vy
respiratorias. Los médicos alternativos oriundos de la zona de Mandsaur (India)
aprovechan las hojas de Buganvilla como tratamiento para diversos trastornos, como
antidiarreico y para normalizar la acidez de estdbmago. En ocasiones, se ha revelado

que la actividad antidiarreica esté ligada a la actividad antimicrobiana 3 ©.

En la presente investigacion se realiz6 un estudio farmacognoéstico de hojas de B.
glabra Choaisy, recolectadas en la Provincia de El Oro-Ecuador. Esto nos permitira no
solo establecer parametros de control de calidad considerando normativa de la
Organizacion Mundial de la Salud . Se puede deducir que la diferencia significativa en
los analisis farmacogndstico de hojas de B. glabra se debe al sitio geografico de

recoleccion.

12



El propdsito de esta investigacion es brindar informacion cientifica sobre el estudio
farmacognoéstico de las hojas de B. glabra para futuras investigaciones en el desarrollo

de fitofarmacos seguros y eficaces.
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PROBLEMA CIENTIFICO

Cudles son las caracteristicas farmacogndésticas para establecer los parametros de
calidad y metabolitos secundarios presentes en las hojas de Bougainvillea Glabra
Choisy variedad morada y naranja, que pudieran ser empleados para formulaciones

farmacoldgicas y validar el uso tradicional que le da la poblacién.

HIPOTESIS

Las hojas de Bougainvillea glabra Choisy variedad morada y naranja, cumplen con los
parametros de calidad farmacogndsticos y contienen metabolitos secundarios que

favoreceria su uso como Fitoterapéutico.

OBJETIVOS GENERALES

Caracterizar farmacognosticamente las hojas de Bougainvillea Glabra Choisy,

variedad morada y naranja, recolectadas en la ciudad de Machala y Pasaje.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar morfologica y morfometricamente las hojas de Bougainvillea
Glabra Choisy variedad morada y naranja.

e Evaluar los pardmetros de calidad fisicoquimicas de la droga cruda y extractos
presentes en ambas especies.

o Identificar metabolitos secundarios mediante ensayos cualitativos en las hojas
de Bougainvillea Glabra Choisy variedad morada y naranja, por reacciones
histoquimicas, marcha fitoquimica y cromatografia en capa fina.

e Determinar el contenido de fenoles y flavonoides en ambas especies, mediante

cuantificacién de metabolitos, por el método de Folin-Ciocalteu y el método

colorimétrico de cloruro de aluminio respectivamente.

14



e Evaluar la actividad antioxidante de las hojas de Bougainvillea Glabra Choisy
variedad morada y naranja mediante el método 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

(DPPH).
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CAPITULO | MARCO REFERENCIAL

1.1 Origen de la especie Bougainvillea.

El género Bougainvillea fue nombrado en honor al militar y gran hombre navegante
Capitan Louis Antonine de Bougainville, en su expedicion al mando del rey de Francia
Luis en su 142 circunnavegacion al mundo. Fue el Unico navegante francés que realizé
la expedicion, en los afios 1766-1769 8 °, con el fin de recuperar el prestigio de Francia
tras una derrota muy significativa a lo largo de su historia. El objetivo principal de la
expedicion fue explorar las islas Malvinas ya que en ese entonces el rey de Francia
vendi6 a Espafia para tener poder politico y econdmico, la sustentacion de la
expedicién era pagada por una compafia que se cred en SaintMalo que en ese
entonces eran rutas comerciales. Las blsquedas ademas de exploracion tenian en
mente colonizar tierras en el Pacifico. En el afio de 1767 en las costas de lo que hoy
es Rio de Janeiro se asentaron flotas de barcos y mucha tripulacion de la cual se
encontraba el naturalista Philibert Commerson, el responsable de descubrir la planta

Bougainville, fue nombrada asi por su capitan de exploracion 1 12,
1.2 Representacion general de la planta (Bouganvillae Glabra Choisy).

La planta Bougainvillea glabra Choisy encontrada en Brasil, es un arbusto trepador
con caracteristicas de hojas elipticas, base angosta de apice fino, glabras esparcidas,
con un haz lustroso y envés macilento muy inervado, puede alcanzar los 10 metros de
altura y en climas calidos y soleados puede florecer ampliamente, en la planta
sobresale sus bracteas que tiene variedad de colores, en su interior se encuentran las

flores agrupadas de tres en tres con una forma tubular de color amarillas 2.

Hoy en dia el cultivo de dicha planta se la utiliza con fines ornamentales debido a su
amplia gama de colores en sus bracteas y su resistencia, adaptacion al clima y suelos.
El sector jardinero aprovecha dichas caracteristicas, la veranera en sus bracteas
adorna el ambiente que va desde color naranja, violeta, rosa, rojo y blanco. Es una
planta de uso doméstico que sirve para adornar setos, verjas, jardines y muros. Existe
subestimacion de las plantas ornamentales pues solamente se reconoce su aporte

estético, un aspecto social que debe garantizar la sustentabilidad agraria 2.
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llustracion 1. Bougainvillea glabra Choisy variedad morada y naranja.

Fuente: https://www.gbif.org/occurrence/gallery?taxon_key=5384862

1.3 Etnobotanica.
Segun Philibert Commerson se le denomino a la especie Bougainvillea en memoria de

Louis Antoine de Bougainville, la taxonomia se detalla en la tabla 1 *2.

Tabla 1. Taxonomia (Bougainvillea glabra Choisy).

Reino Vegetal
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Cariophyllidae
Orden Caryophyllales
Familia Nyctaginacea
Género Bougainvillea
Especie B. glabra choisy
Nombre Cientifico Bouganvillea glaba Choisy

Fuente: Espinoza y Espinoza, 2008 ?; Gbif Secretariat !*; Abarca Vargas

y.Petricevich, 2018 4.
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1.4 Descripcion vegetal

1.4.1 Tallos y hojas

La B. glabra Choisy es una planta que puede alcanzar los 12 metros de altura, su
tronco de aspecto lefioso con 35 cm de diametro. En sus ramas poseen espinas
recurvadas de minima longitud. Las hojas son de forma pecioladas
(ovadolanceoladas) que varian de 4 a 10 cm de longitud y aspecto acuminadas o

agudas puberulentas en etapa joven 1° 12 6 14,

1.4.2 Flores y bracteas

Sus flores se caracterizan por ser de color blanco amarillento, puede llegar a medir
aproximadamente 14 mm de longitud. Contiene 5-6 l6bulos pequefios, continuamente
sus bracteas en niumero de 4 se agrupan, tienen forma ovalada entre 2,5 a 4,5 cm de
longitud. Sus colores dependen del contenido de betalainas, metabolitos secundarios
propia del genero Bouganvillea. Su época de florecimiento es en verano, siendo la

variedad de color morada la mas encontrada .

1.5 Usos medicinales atribuidos
En la medicina natural se utilizan las bracteas en forma de infusibn para tratar
afecciones respiratorias como asma, gripe, bronquitis pulmonia entre otros, afecciones

gastrointestinales como dolor de estémago, infecciones gastrointestinales 6.

Se utilizan las raices en forma de decoccién para tratamientos para fiebre, ademas de
tener efecto purgante. Las hojas frescas se usan para lavar heridas y mantenerlas

limpias. Se le atribuye propiedad antitusigena, expectorante, febrifuga y purgante °.

1.6 Constitucién Quimica

Se ha encontrado metabolitos secundarios presentes en la planta entre ellos tenemos
el pinitol, flavonoides, betacianina taninos y alcaloides 2 ® 7. Se teoriza que la
presencia de metabolitos secundarios dependera de la variedad de Bouganvillea, ya
gue segun Rao, K y otros, 2015 *® |a variedad color naranja, se observa mayor
presencia de compuestos fendlicos, mientras que la variedad color blanca, mayor
contenido de carbohidratos y no hay representacion de alcaloides en ninguna

variedad. Se afirma que las hojas poseen actividad antioxidante, flavonoides y fenoles
19

1.7 Toxicidad de la planta

Las hojas de B. glabra "Choisy" fueron sometidas a extracciones sucesivas con
diferentes disolventes como acetona, etanol y agua. Los extractos se administraron
por via oral en ratas albinas de ambos sexos para evaluar la toxicidad. Los resultados

obtenidos no mostraron muerte en estos animales . Se determinaron pruebas de
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toxicidad aguda LD50 en ratones albinos (20—-25 g) macho y hembra, se suministraron
oralmente dosis de 2000 mg/kg a tres grupos compuestos de tres animales, se evalu6
el comportamiento y mortalidad de los mismos. Los resultados obtenidos no dieron

muerte a ningdn animal 2,

Los aceites esenciales en dosis de prueba de 500, 1000, 1500 y 2000 mg / kg de peso
corporal no mostraron efectos contrarios en las respuestas de comportamiento en las
ratas analizadas después de 14 dias de observacion. No se observa cambio de
mortalidad o peso. Por lo tanto, una dosis maxima de 400 mg / kg administrada a ratas

en este estudio se considerd segura %,

Segun estudios se encontré que los extractos tanto acuoso y alcohdlico presentan
toxicidad (500 mg/ ml) para peces del género Mollinessia. En ratones se detect6
toxicidad DL50 en el extracto etanélico por via intraperitoneal con valores de 1.000

mg/kg ©
1.8 Atribucidn terapéutica.

Se han detectado propiedad farmacologica a los extractos de B. glabra Choisy,
mediante ensayos preclinicos. Existen dos especies (B. glabra Choisy y B. spectabilis)
gue son mas nombradas en literaturas, utilizadas para tratar afecciones con finalidad

terapéutica 1°.

Se utilizaron extractos etandlicos para estudios preclinicos que lograron descubrir
actividad hipoglucemiante a la planta de Bougainvillea Spectabilis. El ensayo consistia
en tomar el sujeto de experimentacion (rata wistar) y exponerlo a un ambiente con
aloxano monohidratado por la via intraperitoneal, subsiguientemente administrar el
extracto y valorar los niveles de glucosa en la sangre mediante intervalos de tiempo
con su respectiva curva de glucosa. No se observé morbilidad ni signos de toxicidad
en ninguna de las ratas normales analizadas con extractos. 2%. El extracto de hojas de
Bougainvillea glabra choisy acelera la cicatrizacién de heridas en la diabetes. Los
resultados sugieren que el tratamiento con extracto de Bougainvillea glabra choisy
puede tener una influencia beneficiosa en las diversas fases de la cicatrizacion de
heridas, como la fibroplasia, la sintesis de colageno y la contraccion, lo que resulta en
una curacion mas rapida. Es muy posible que la curacion mejorada de heridas en ratas
diabéticas por el extracto de Bougainvillea glabra choisy sea el resultado de su
actividad hipoglucemiante que se ha demostrado que un control sobre los niveles de
glucosa en la sangre mejora la cicatrizacion de heridas en diabéticos y su capacidad

para estimular fibroblastos 2.
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Se evalud la propiedad antidiarreica en tres extractos de hojas de Bougainvillea glabra
Choisy, el procedimiento se inicié en la induccion de la diarrea, como sujeto se utilizd
ratas wistar, para ello se emple6 el aceite de ricino y droga estandar loperamida, se
administr6 dosis de 200 y 400 mg/Kg, dando como resultado una actividad

antidiarreica significativa (P<0,01) y, el extracto acetonico sobresalié en eficacia 7 3.

Los diversos extractos de la planta B. spectabilis se observaron para determinar
actividad antibacteriana, contra bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus. El éter de petroleo y el extracto de cloroformo de la planta han demostrado a
una concentraciéon de 6 mg/ml contra S. aureus, mientras que todos los demas
extractos no mostraron ninguna actividad a esta concentracion contra ninguna
bacteria. Se observé actividad antibacteriana en el ensayo de difusién en disco en
cloroformo y extractos acetdnicos de la planta contra todas las especies bacterianas

de prueba .

La actividad analgésica del extracto metandlico se estudio utilizando el método de
inmersion en la cola en ratones. Mientras que la eficacia del extracto (150 y 300 mg /
kg.p.o) se comparé con 30 mg / kg de pentazocaina. La extraccién registré 79,88% de
inhibicién con la dosis mas alta y 81,21% con pentazocaina. También se sometieron a
evaluar la actividad antiinflamatoria por edema de pata de rata inducida por
carragenina. La indometacina (100 mg / kg) se tom6 como farmaco estandar. El
extracto metanélico produjo dosis dependientes de edema, que fue comparable a la
indometacina y se encontré que era 48.32% y 42.32% de inhibicion en el modelo de
edema de pata de rata inducida por carragenina. Los hallazgos del presente estudio
mostraron que el extracto metandlico posee actividad analgésica central y periférica,
propiedades antiinflamatorias similares a los agentes esteroideos y no esteroideos, asi

como un efecto antipirético .

1.9 Evaluacion farmacogndstico
La evaluacion farmacognoéstica ayuda al investigador a desarrollar una clasificacion
taxondmica, botanica por medio de ensayos y estudios con el fin de identificar

metabolitos que generen propiedades farmacoldgicas 26 7.

1.9.1 Conceptos generales de farmacognosia
La farmacognosia es el estudio de las caracteristicas bioldgicas, bioquimicas de las
plantas (droga vegetal), ademas de su composicion quimica el cual confiera para su

uso como terapéutico 2.
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La evaluacion farmacogndstica consta de un conjunto de ensayos, las cuales permite
realizar una representacion botéanica y taxondémica esto con el fin de indagar si existen

propiedades farmacolégicas 2.

La importancia de un estudio farmacognéstico beneficia no solo a las industrias
farmacéuticas o para el desarrollo de fitofarmacos, tiene relevancia también en
industrias alimenticias, textil y cosméticas que usen esa informacion segun les

convenga, esto ademas puede traer efectos en las ciencias médicas %°.

El propésito de realizar un estudio farmacogndstico a una especie botanica es
descubrir si en su composicion quimica contiene constituyentes farmacoldgicos que
puedan estar en toda la planta o en un 6rgano en especial pues esto ayudara al

desarrollo de fitofarmacos 2.

1.9.2 Drogas de origen natural

Las drogas de origen natural son consideradas biolégicas debido a su importancia,
propiedades quimicas en mucha variedad. El buen uso de esta materia vegetal
obtendra conocimientos fundamentales para tratar temas de origen agronémicos y

desarrollara habilidades para una recoleccion satisfactoria =°.

La variabilidad en cuanto composicién quimica del principio activo dependera siempre
de la especie y droga vegetal (érgano de la planta), existen factores dependientes que
jugaran un papel importante para el desarrollo de los metabolitos, se conocen los
factores extrinsecos e intrinsecos, los cuales favorecen o deterioran la composicién
guimica presente. Si se habla de factor extrinsecos tenemos variaciones relacionadas
con el tipo de suelo, clima, ubicacion geografica, estacionalidad, ritmo circadiano, por
otro lado, tenemos el factor intrinseco que se relaciona con la edad de la planta,
estadio vegetativo del cultivo y patrimonio genético, todas estas variables se resumen
en la siguiente ilustracion 1 °.

llustracion 2. Factores gque intervienen en la composicién quimica de las drogas
de origen natural.
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1.10 Conocimientos generales de farmacognosia

1.10.1 Preparacion post cosecha.

Segun lo indica la farmacopea argentina las muestras deberan ser preparadas ya sea
por trituraciéon, fragmentacion o granulacién. Esto es con el fin de llegar a un tamafio
de particula de 3mm. Hay que tener en cuenta que esto es solo para drogas que no
utilice el empleo de molinos de alta velocidad, ademas que el contenido de humedad

no debera sufrir cambio alguno 3.

1.10.2 Calidad botanica de la droga cruda.

1.10.3 Caracterizacion morfolégica.

El analisis macro morfolégico también conocido como macroscopico, comprende
parametros fisicos como el tamafio, forma, color entre otros aspectos, este estudio es
empleado en la identificacion de la droga ademas el grado de pureza, es necesario
hacer una comparacién con mas muestras que den la seguridad que la materia vegetal

en estudio cumpla con parametros estandares para un mejor estudio 32.

1.10.4 Analisis termogravimétrico de agua en materia vegetal cruda.

La determinacién de humedad residual significa la cantidad de agua libre que contiene
nuestra materia o producto vegetal, para ello se ha implementado medidas de secado
y preparacion con el fin que no sobrepase el 12% segun lo indica la farmacopea
espafiola 2012 % y 10% la OMS 34 Con el fin de que no ocurra algin cambio
enzimatico y para preservar la calidad de los principios activos presentes en la droga

cruda, actualmente existen varios métodos pero los mas empleados en analitica son

35

¢ Método gravimétrico (desecacién),

e Método azeotropico (destilacion con tolueno)
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e Meétodo volumétrico (Karl Fischer).

1.10.5 Determinacién de residuos minerales en drogas vegetales.

1.10.6 Determinacién de residuos minerales.
Este es un ensayo, consiste en que toda la materia organica se oxida a consecuencia
de altas temperaturas hasta carbonizacién y el material que no se volatiliza, el residuo

se lo conoce como ceniza ®°.

Este método se basa en calcinar la materia hasta que se torne blanquecino y el
sobrante producto de la calcinacion se la denomina cenizas fisiolégicas y de la materia
extrafia no fisioldgicas %*. Seglin la OMS el ensayo de cenizas totales no debe

sobrepasar el 5% de materia residual 3*.

1.10.7 Determinacién de residuos minerales solubles en agua
Este método describe el proceso que tiene que ver la descomposicion de la materia
organica en medios acidos, esta técnica se utiliza por gravimetria haciendo que las

sales se precipiten o también se utiliza lo que es una disolucién acuosa o acida *°.

Para la determinacion solubles en agua se lo puede realizar en sustancias humedas

en cenizas neutras, acidas o alcalinas .

1.10.8 Determinacién de residuos minerales en acido clorhidrico.

El resultado producto de las residuos minerales totales con HCL dan a conocer que si
son insolubles sugiere que existe presencia de tierra o arena en la droga *. La OMS
sugiere que el porcentaje de cenizas en acido no sobrepase el 1.5% en materia

vegetal *°.

1.10.9 Analisis de sustancias extraibles en materia vegetal.
Las sustancias extraibles son el producto de la extraccion alcohdlica, acuosa o0 una

mezcla de ambas, mediante técnicas de extraccion .

Dicho andlisis trata de explicar sobre la solubilidad de alguna sustancia en un solvente

determinado °°.

1.11 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos cualitativos.

1.11.1 Reacciones histoquimicas en tejido vegetal.

Se utilizan reacciones histoquimicas en la localizacién microscopicas de compuestos
quimicos de tejidos vegetales, pues estos se encuentran en las células de la planta y
por medio de una tincién en placa ocurre una reaccién quimica en donde es posible
ver el cambio de manera cualitativa, esto es fundamental al momento de hacer un

estudio farmacogndstico ya que se trabaja con materia prima vegetal ®°.
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1.11.2 Marcha fitoquimica.

Este estudio preliminar es fundamental antes de conocer cuantitativamente la cantidad
de metabolitos secundarios presentes en el material de estudio Se analiza
cualitativamente los componentes quimicos que forman parte de una especie vegetal.
Cabe recalcar que este ensayo sugiere o da una idea sobre la presencia de
metabolitos secundarios para que puedan seguir con los estudios, de extraccién o
cuantificacién. Los metabolitos secundarios son los que confiere accién terapéutica a

la planta 2°.

El procedimiento de este método consiste en determinar por medio de solventes
apropiados los metabolitos secundarios. La aplicacién de esta técnica es sencilla y
facil de hacer. Consiste en una reaccién de sustancias, presentando coloracién o un

precipitado. Se utilizan literaturas como referencia al momento de anotar resultados *¢.

Cabe recalcar que este método solo sugiere la presencia o sirve de orientacion, ya que
los metabolitos secundarios pueden confundirse con factores externos que se
encuentren en la planta. Se puede usar cromatografia en capa delgada para tener

resultados mas confiables 3.

1.11.3 Cromatografia en capa fina.
Cromatografia es el término colectivo para un conjunto de técnicas de laboratorio para
la separacion de mezclas en sus componentes. Todas las formas de cromatografia

funcionan sobre el mismo principio 3.

Todos tienen una fase estacionaria (un soélido o un liquido soportado sobre un sélido) y
una fase movil (un liquido o un gas). La mezcla se disuelve en un fluido llamado fase
movil, que lo transporta a través de una estructura que contiene otro material llamado
fase estacionaria. La fase movil fluye a través de la fase estacionaria y lleva consigo
los componentes de la mezcla. Los diversos componentes de la mezcla viajan a

diferentes velocidades, lo que hace que se separen *'.

Entre ellos, la cromatografia en capa delgada es una técnica de laboratorio muy
utilizada y es similar a la cromatografia en papel. Sin embargo, en lugar de utilizar una
fase estacionaria de papel, implica una fase estacionaria de una capa delgada de

adsorbente como gel de silice, alimina o celulosa sobre un sustrato plano e inerte %,

El principal propésito de la cromatografia en capa delgada es separar o disipar
componentes de mezclas en donde se aplica al andlisis de enlaces, la muestra es una
mezcla de componentes o componentes quimicos. El cromatograma de la muestra se

puede caracterizar por el nimero y la ubicacién de los puntos o zonas. Al comparar los
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cromatogramas de muestra con los cromatogramas de materiales de referencia

conocidos, la muestra puede identificarse .

Las separaciones quimicas por cromatografia en capa delgada resultan de la
interaccion de moléculas con las fases estacionarias y moéviles. El sistema de
disolvente en desarrollo o la fase mévil es el medio de transporte para que los
componentes de las muestras se separen a medida que migran a través de la fase
estacionaria por fuerzas capilares. A medida que el sistema de solvente se desplaza
hacia arriba a través de la placa, los componentes se ven afectados por dos fuerzas
opuestas, la fuerza impulsora de la fase maovil y la accién resistiva o retardadora del

absorbente 8.

1.12 Caracterizacibn de metabolitos secundarios mediante ensayos

cuantitativos.

1.12.1 Determinacién de fenoles por la técnica Folin- Ciocalteu

Los compuestos fendlicos incluyen fenoles simples, acidos fendlicos (derivados del
acido benzoico y cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos hidrolizables y
condensados, lignanos y ligninas. La determinacion cuantitativa de los polifenoles se
ve obstaculizada por su complejidad estructural y diversidad, la espectrofotometria en
la region ultravioleta puede ser una herramienta Util para ayudar a resolver este

problema *°.

Los polifenoles en extractos de plantas reaccionan con reactivos redox especificos
(reactivo de Folin-Ciocalteu) para formar un complejo azul que puede cuantificarse por

espectrofotometria de luz visible 4°.

El método de Folin-Ciocalteu se describe en varias farmacopeas, la reaccion forma un
cromoéforo azul constituido por un complejo fosfotustico-fosfomolibdeno. La absorcion
maxima de los cromoforos depende de la solucién alcalina y la concentracién de

compuestos fendlicos “°.

Sin embargo, este reactivo se descompone rapidamente en soluciones alcalinas, lo
gue hace necesario usar un exceso enorme de reactivo para obtener una reacciéon
completa. Este exceso puede dar como resultado precipitado y alta turbidez, lo que
hace imposible el analisis espectrofotométrico. Para resolver este problema, Folin y
Ciocalteu incluyeron sales de litio en el reactivo, lo que evitd la turbidez. La reaccién
generalmente proporciona datos precisos y especificos para varios grupos de
compuestos fendlicos, porque muchos compuestos cambian de color de manera

diferente debido a las diferencias en la unidad de masa y la cinética de reaccion *.
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Puede existir interferencias al momento de interpretar los resultados, la determinacion
ideal seria con un patron recomendado como el 4cido gdlico, los polifenoles totales
son de mayor interés, debido a que confiere propiedades antioxidantes a productos

vegetales, existe relacion entre fenoles y actividad antioxidante 2.

1.12.2 Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH.
Se denomina radicales libres a las moléculas que tienen uno o mas electrones que en

su orbital externo se desaparea provocando que sean altamente reactivos 2.

Los radicales libres son generados en la cadena respiratoria mitocondrial del ser
humano, esto se da mediante una reaccién del peréxido de hidrogeno con el ion
ferroso. Por medio de una reaccion catalitica de la ciclooxigenasa, en muchas
literaturas se han descrito muchas técnicas para evaluar la actividad antioxidante de
radicales libres. Pero habitualmente en investigaciones de materia vegetal y alimentos,
sobresale la técnica denominada 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas
DPPH “,

La técnica DPPH se ha usado en investigaciones a lo largo de la historia, en donde se
ha logrado observar que muchas literaturas no utilizan la misma concentracién en su
reaccion. No existe una evaluacion precisa, los valores y resultados obtenidos
mediante esta evaluacion se los expresa como un valor IC50 es decir la concentracién

de la muestra problema que produce una inhibiciéon del 50% del radical libre DPPH 44,

Existe una coloracién violeta que indica la deslocalizacion del electrén, se absorbe con
metanol a 517 nm, esta reaccidn se realiza mediante la solucion de DPPH. Al
reaccionar con el sustrato antioxidante dona a&tomos de hidrégeno en donde el color no

perdura. Se utiliza la espectrofotometria para determinar propiedades antioxidantes .

Los resultados se expresan como la concentracion maxima de la media inhibitoria
(IC50), cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial de
DPPH al 50%. Este valor se calcula graficando el porcentaje de inhibicién contra la
concentracion del extracto. Para extractos de plantas o compuestos puros el valor

IC50 cambia de acuerdo a la concentracion final del DPPH 45.

1.12.3 Determinacién de flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de
Aluminio.
Se utiliza el cloruro de aluminio (AICI3) para determinar compuestos quimicos como

antocianinas y flavonoides .
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En 1992 se desarrolla los métodos espectrofotométricos para determinar flavonoides
de manera colorimétrica, se usa quercetina como patron para la elaboracion de la

curva de calibracion 6.

El catiébn de aluminio forma complejos estables con flavonoides en metanol, que se
producen en el andlisis espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes de
onda mayores y una intensificacion de la absorcion. Asi, es posible determinar la
cantidad de flavonoides, evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas,
especialmente acidos fendlicos, que invariablemente acompafian a los flavonoides en

los tejidos vegetales 6.
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CAPITULO Il METODOLOGIA

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Materia vegetal analizada.

Hojas de B. glabra Choisy variedad color morado y naranja.

2.1.2 Materiales.

Tubos de Ensayos (Pyrex).
Gradillas.

Espatulas.

Capsulas de Porcelana (Haldenwanger).
Erlenmeyer (Superior).

Crisoles de Porcelana (Haldenwanger).
Pipetas volumétricas (W-Germany).
Balon aforado (Kimax).

Vasos de Precipitacion (Pyrex).
Probetas (Superior).

Pipetas regulables (Sartorius).
Puntas Desechables.

Embudos cafia larga.

Pliegos de Papel Filtro

Mecheros de alcohol.

Mallas Metélicas.

Agitadores de Vidrio.

Pinzas de metal.

Lunas de reloj.

Papel Aluminio (La Original).

Cinta adhesiva.

Papel Periédico.

YV VV V V V V V Y V VYV V V VY V V V V VY V V V V

Fundas de Cierre Hermético (HomeClub).

2.1.3 Equipos
» Estufa (Memmert).
» Mufla (Thermo Scientific).
» Balanza analitica (RICE LAKE).
» Desecador.
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Cabina de Extraccién de Vapores (Biobase Fume Hood).
Molino Eléctrico (Black & Decker).

pHchimetro (Oakton).

Cocineta (Scientific).

Vortex (Mixer).

Rota evaporadora (Heidolph).

Refractdmetro (Anton Paar).

Agitador ultrasénico (Fisher Scientific).

Lampara Uv Visible.

Espectrofotometro (Thermo Scientific).

V V V V VYV V V VYV V V VYV

Microscopio digital (History).

2.1.4 Sustanciay reactivos

» Etanol 96°
> Acido Nitrico Concentrado.

» Agua Destilada

> Acido Clorhidrico.

» Reactivo de Ninhidrina.

» Reactivo de Sudan llI.

» Reactivo de Mayer.

» Reactivo de Wagner.

» Reactivo de Dragendorff.

» Reactivo de Baljet (A y B).

» Reactivo de Fehling (Ay B).

» Hidroxido de Sodio.

» Solucién Tricloruro Férrico.

» Reactivo de Kedde.

» Extracto seco de hojas de Boungavillea glabra choisy.
» Cloroformo puro.

» Reactivo 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil DPPH.

» Reactivo de Folin-Ciocalteu.

» Carbonato de sodio.

> Acido galico.

» Tricloruro de aluminio.

» Acetato de potasio.

>

Quercetina (patron).
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» Carbonato de sodio.
» Acido picrico.
» Hidroxido de potasio.

» Cloruro férrico.

2.2 Disefio metodolégico

2.2.1 Ubicacién del sondeo investigativo.

La parte experimental de la siguiente investigacion fue realizada en la Av.
Panamericana Km 5 % Via a Pasaje de longitud: -79.965537; latitud: -3.245207
(Universidad Técnica de Machala) en la Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de

la Salud en conjunto con los laboratorios de investigacion y tecnologia farmacéutica.

2.2.2 Zona geogréafica de recoleccién vegetal.
Las hojas, de la planta de bracteas color morada se recolectaron en la ciudad de
Machala, en la parroquia el cambio, latitud: -3.287791; longitud: -79.902488, con una

altura de aproximadamente 6 metros.

Las hojas, de la planta de bracteas color naranja se recolectaron en la via principal a
pasaje, cerca de la Peafa, latitud -3.317722,-79.851053, con una altura de

aproximadamente 5 metros.

2.2.3 Preparacion pre cosecha.

Se recolectdé hojas que no presentaron alteraciones quimicas, microbiolégicas como
impurezas biolégicas presentes en la materia prima. Esto aplica para su
procesamiento, envasado y transporte, segun lo indica las directrices de la OMS

sobre buenas practicas agricolas y de recoleccion ( BPAR ) de plantas medicinales #’.

2.2.4 Preparacion post cosecha.
Se eligieron hojas de B. glabra Choisy (variacion morada y naranja) en buen estado,

gue no contengan alteraciones o cuerpos extrafios que puedan interferir en el estudio.
36

Se realiz6 el lavado de las hojas primero con agua potable y por ultimo con agua
desionizada tipo 2. Las hojas se secaron al medio ambiente aproximadamente 48
horas en secadores manuales y por estufa marca Memmert UF 55 a una temperatura
de 40 °C. Consecutivamente, la materia vegetal fue triturada aproximadamente 1mm
de didmetro en un molino de cuchillas marca Black & Decker, para finalmente
almacenar en fundas con cierre hermético, lejos de la luz y humedad para que no

ocurra una contaminacién microbiolégica “.
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2.2.5 Calidad botanica de la droga cruda.

2.2.5.1 Caracterizacion morfolégica de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy.
Para este estudio se necesito clasificar a las hojas por su forma, tamafo y color, como
universo se cogié 50 hojas de Bougainvillea glabra Choisy de color morado y naranja

respectivamente 6

2.2.5.2 Caracterizacion morfométrico de las hojas de Bougainvillea glabra
Choisy.
En cuanto las propiedades fisicas que se logré evaluar esta la longitud y el ancho de
las hojas, para eso se seleccion6é un nimero de 50 hojas, tanto para la planta de color
morado y naranja, los instrumentos utilizados tenemos una regla y libreta, que
finalmente se determind un promedio de lo antes mencionado 4° °,
2.2.5.3 Evaluacién fisico quimico de la droga cruda molinada
La especie vegetal se sometié a un proceso de ensayos fisico-quimicos, cada muestra
fue evaluada por triplicado tanto para, humedad, residuos minerales y sustancias
extraibles 5! %6,
2.2.5.4 Analisis termogravimétrico de agua en materia vegetal cruda.
Se determiné la humedad residual de la droga cruda molinada, mediante un analisis
termogravimétrico, el cual consiste en pesar 2 gramos de la droga vegetal en una
capsula de porcelana previamente tarada, se introduce a una estufa a una temperatura
de 105° C aproximadamente 4 horas 5! 36,
Finalmente, con la ayuda de la desecadora se dejo enfriar las capsulas hasta verificar
gue la temperatura sea regular, para su posterior pesada y realizar sus célculos
respectivos:

%HR= M1 - M2/ m*100

» Ml=valor en gramos de la muestra mas la capsula.

» M2=valor en gramos de la muestra deshidratada mas la capsula.

» m=valor en gramos de la droga vegetal.
2.2.5.5 Determinacion de residuos minerales en materia vegetal.
Se determinaron residuos minerales (cenizas totales) por medio de la ignicion de la
droga seca en crisoles previamente tarados, se pesaron 2 a 3 gramos de la materia
vegetal, se sometieron a una mufla a 600-750 °C durante tres a cuatro horas, hasta su
carbonizacion total 5 %6
Finalmente se deja enfriar la muestra en un desecador hasta alcanzar una temperatura

ambiente y proseguir con los respectivos calculos y pesada.

RM= M2 - M/ M1 — M *100
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» M= valor en gramos del crisol.
» M1=valor en gramos de la muestra mas el crisol.

» M2=valor en gramos del residuo mineral mas el crisol.

2.2.5.6 Determinacion de residuos minerales solubles en agua
Se trabaj6 con los residuos minerales obtenidas en el crisol, las cuales se agreg6 15
ml de agua, inmediatamente con la ayuda de un mechero se llevé a hervor durante 5
min, dicha solucion se llevé a filtracion con un papel filtro libre de cenizas, el residuo
obtenido se llevé a ignicion en una mufla a una temperatura de 750°C durante
aproximadamente 4 horas 3¢ *°,
Finalmente se llevé al desecador para su enfriamiento y posteriormente realizar sus
calculos.

RA=P1 - Pc/ P — Pv *100

Pv= valor en gramos del crisol.
P=valor en gramos de la muestra en el crisol.

P1= valor en gramos del residuo mineral mas el crisol.

YV V V V

Pc=valor en gramos de los residuos minerales insolubles en agua mas el

crisol.

2.2.5.7 Determinacion de residuos minerales en &cido clorhidrico 10%.

Se agregan 2 ml de HCL a los residuos minerales, para esto se realiz6 una solucion al
10%, la muestra se coloca en un crisol sobre una luna de reloj y se calienta en bafio
de maria aproximadamente 10 minutos 3. El sobrante que queda sobre la luna de reloj

se lava con agua caliente y se afiade al crisol 3.

En un papel filtro previamente tarado se filtra y se enjuaga el residuo con solucion
acidulada de HNOZ3, el filtrado se le afiade unas gotas de AgNO3 hasta comprobar que

no hay un precipitado el cual confirma que la muestra ya no contiene iones cloruro 6.

En un crisol se deshidrata la muestra en una estufa con una temperatura de 105 °C,

después se lleva a mufla a 750° para su proceso final durante 4 horas .
RIHCI= Pc2 - Pca/ Pcl — Pc *100
Pc=valor en gramos del crisol.

Pc1= valor en gramos de la muestra mas el crisol.

Pc2= valor en gramos del residuo mineral mas el crisol.

YV V VYV V

Pca= valor en gramos del residuo mineral insoluble en HCL mas el crisol.
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2.2.5.8 Analisis de sustancias extraibles en materia vegetal.

Se pesan 5 gramos de la droga cruda procesada, se inserta en un Erlenmeyer el cual
se adiciona 100 ml de disolventes polares y una mezcla de ambos, se mantiene en
zaranda aproximadamente 6 horas y en reposo 30 minutos, filtramos y medimaos 20 ml
del extracto para su posterior proceso el cual consiste en traspasarlo en una cépsula
de porcelana en bafio Maria, después se deshidrata a 105°C durante 3 horas en

estufa, finalmente se deja enfriar las capsulas y se realizan los célculos respectivos .

SE= PM *500 *100/ SM (100 — HR) *100

» HR=valor % del resultado de humedad residual.
» SM=valor en gramos del sobrante de la muestra.

» PM=valor en gramos de la muestra a analizar.

2.2.6 Obtencion de extractos
Una vez obtenido la droga seca se procede a elaborar los extractos, acuoso y

etanolico (1:10) 4’ %6 mediante maceracion por agitacion ultrasoénica %2 %3 por 30 min %,

2.2.7 Caracterizacion fisico-quimica de extractos vegetales.

Se realiz6 el control de calidad tanto del extracto etandlico como acuoso siguiendo los
parametros establecidos por la OMS para plantas medicinales 47 3¢. Los parametros
estimados fueron: pH, indice de refraccién y densidad *°. Se utiliz6 un refractometro
Antén Paar Abbemat 200 y en un pHchimetro (Oakton). Cabe recalcar que se realiz6 3

ensayos de la misma muestra.

2.2.8 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos cualitativos.

2.2.8.1 Reacciones Histoquimicas de tejido vegetal

Para la realizacion de las reacciones histoquimicas, previamente se prepara la
muestra a analizar. Se utiliza un micrétomo manual que sirve para sujetar la muestra,
cada corte se lo realiza a mano con la ayuda de un Gillette cortando un filamento del
tejido vegetal aproximado 100 pmm. Realizar la tincibn para la deteccion de
metabolitos secundarios con los reactivos indicados y por ultimo observar en el

microscopio, primero con el objetivo de 10x y luego 40x S°.
a) lIdentificacion de flavonoides.

El corte vegetal se lo humedece en etanol y se aplica hidréxido de potasio al 10% en
etanol, para posterior observarla en el microscopio. El resultado es positivo si se

observa partes color amarillo 6.
b) Identificacién de quinonas.
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El corte vegetal se lo empapa con una solucion de hidréxido de potasio al 10% en

etanol al 50 %. El resultado es positivo si observa partes color rojizo *°.
¢) Identificacion de glucésidos.

Para este ensayo la muestra se humedece con una solucion de &cido picrico en agua
al 1 % durante 30 min, posterior se lava la muestra con agua destilada y se afiade una
gota de solucion de carbonato de sodio al 10% en agua. El resultado es positivo si hay

partes color roja en la muestra .
d) Identificacién de taninos.

El corte vegetal se embebe con una soluciéon acuosa de cloruro férrico all0 % y
posterior una gota de solucion diluida (1-5%) de carbonato de sodio en agua. El

resultado es positivo si se observa partes color azul o verde en la muestra .

2.2.8.2 Marcha fitoquimica.

Se realiz6 dos extracciones a la droga cruda, un extracto etanélico 98° y acuoso, los
extractos se realizaron en proporcién 1:3 (1 gramo de droga cruda y 3 del solvente).
En la ilustracion 3 se detallardn los ensayos realizados, para ello se siguid la

metodologia de literaturas, con algunas modificaciones. ¢ 57 58 |
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llustracion 3. Ensayos ejecutados en la marcha fitoquimica.
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Fuente: Miranda y Coellar, 2002 *¢ ; Rondén y otros, 2018 °’; Hernandez y otros,
2017 ®8,

2.2.8.3 Cromatografia de capa fina.

Se utilizaron placas comerciales de silica gel 60 GF 254 (0,20 mm; Macherey-Nagel) 5°
con dimensiones de 4x6 cm, fase movil se empled Butanol + Acido Acético + Agua
(BAW) en proporciones 65%, 25% y 10%. El ensayo se lo realizé6 en una camara de
vidrio de 21,5 cm de alto, 23 cm x 6 cm en el area de la base con un tiempo de
saturacion de 10 minutos. Se usoé el revelado fisico y quimico, en el fisico se utilizé el

revelado ultravioleta 264 nm de longitud de onda y el revelado quimico se usé acido
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sulfarico, acido sulfirico mas vainillina, cloruro férrico, Dragendorff y por Ultimo una

solucién metandlica al 0,2 % de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 58 ©°,

2.2.9 Caracterizacion de metabolitos secundarios mediante ensayos

cuantitativos.
2.2.9.1 Determinacion de fenoles por la técnica Folin- Ciocalteu

2.2.9.1.1 Curva patron.

Para realizar la curva patron se siguid la metodologia de literaturas, con algunas
modificaciones. Se utilizé el acido galico como muestra patrén a una concentracion de
10mg/ml, para ello se diluyeron a concentraciones de 0,1 — 0,5 mg/ml. Se toman 0,02
ml de cada dilucién y se introduce en un tubo de ensayo. Posteriormente se agrega 1
ml de reactivo Folin-Ciocalteu y 0,18 ml de agua destilada. Todo este proceso se deja
reposar por 5 minutos. Finalmente se adiciona 0,8 ml de carbonato de calcio 7.5%
durante 2 horas y se procede a leer en un espectrofotémetro con una longitud de onda

de 765 nm 20 61 62 63,

2.2.9.1.2 Determinacion de fenoles por la técnica Folin- Ciocalteu a extractos
etanolicos al 1% de hojas de B. glabra Choisy.

Se toman 0.02 ml del extracto etandlico al 1% de hojas de Bougainvillea glabra choisy
en un tubo de ensayo, posterior se afiade 1 ml del reactivo Folin-Ciocalteu y se deja
reposar durante 5 minutos, finalmente se adiciona 0.8 ml de carbonato de sodio al
7,5% durante 2 horas para posterior realizar la lectura en el espectrofotémetro con 765

nm de longitud de onda 0 61 62 €3,

2.2.10 Evaluacion de la actividad antioxidante.

Para evaluar la actividad antioxidante de las hojas en estudio, se siguié la metodologia
de literaturas, con algunas modificaciones. Se utiliz6 una solucién de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), en extractos acuosos 1%. Se diluydé los extractos a 6
concentraciones diferentes y se agrega a cada uno 1,5 ml de la disolucion de DPPH.
Todos los ensayos fueron llevadas a cabo aproximadamente 30 minutos a temperatura
ambiente, protegidas de la luz, después se mide la absorbancia a 516 nm en un

espectrometro 64 65,

La actividad antioxidante se demuestra como porcentaje de inhibicion lo cual
corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una

determinada concentracion, de acuerdo a la siguiente ecuacion 4 65 66 67,

%INHIBICION= Ab — Ab1/ Ab *100
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Ab = Absorbancia de la muestra en blanco
Abl= Absorbancia de la muestra

2.2.11 Determinacién de flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de

Aluminio

2.2.11.1 Curva patron.

Se utilizé la técnica propuesta por literaturas, con algunas modificaciones en la
concentracion de las diluciones. La quercetina se utilizd6 para hacer la curva de
calibracién. Diez miligramos de quercetina se disolvié en etanol absoluto y después se
diluyeron a 25, 50, 75, 100 y 125 ug / ml. Las soluciones estandar diluidas (0,5 ml) se
mezclaron por separado con 1,5 ml de 95% de etanol, 0,1 ml de cloruro de aluminio
10%, 0,1 ml de 1 M de acetato de potasio y 2,8 ml de agua destilada. Después de la
incubacién a temperatura ambiente durante 40 min, la absorbancia de la mezcla de

reaccion se midié a 415 nm %869 70,

2.2.11.2 Determinacion de flavonoides en el extracto etanélico de las hojas de B.
glabra Choisy

Se pes6 aproximadamente 0,015 g de extracto seco de hojas variedad morada y
0,0125 g de extracto seco de hojas variedad naranja, posterior se disuelven en agua y

se lleva a un volumen de 10 m| 68 69 70,

Se toman 0,5ml del extracto acuoso de hojas de Bougainvillea glabra choisy en un
tubo de ensayo, posterior se afiade 1,5 ml de etanol absoluto, 0,1 ml de cloruro de
aluminio al 10%, 0,1 ml de acetato de potasio 1M y 2,8 ml de agua destilada. Se deja

reposar 40 min de para posterior leer las absorbancias a una longitud de onda de 415
nm 68 69 70.

2.2.12 Estudio comparativo estadistico.

Se utilizé el programa estadistico START GRAPHICS Centurion ™ XVIIl y SPSS, los
resultados fueron indicados con media y desviacion estandar. Se utilizé el analisis
estadistico test T de student para muestras independientes y el nivel de significacion

(*a=0,05) en las muestras.
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CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Calidad botanica de la droga cruda.

3.1.1 Caracterizacién morfolégica de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy.
Las caracteristicas morfoloégicas se evaluaron a las dos variedades de hojas de
Bougainvillea glabra Choisy, se determinaron parametros como forma, superficie y

color de la hoja, cabe recalcar que el analisis detallado es de forma macroscépico.

Tabla 2. Caracterizacion morfolégica de las hojas de Bougainvillea glabra

Choisy.
CARACTERIZACION MORFOLOGICA
H. morado H. Naranja
Factores
Forma Oval-Acuminada Ovado-lanceoladas
Superficie Lisa Lisa
Color Verde Verde oliva

En la tabla 2 se puede apreciar el resultado del andlisis macromorfologicas de hojas
de Bougainvillea glabra Choisy. Se encuentran en la naturaleza como hojas alternas,
pecioladas. Para la variacién morada las hojas tienen forma Oval-Acuminada y para la
variacion naranja sus hojas tienen forma Ovado-lanceoladas abruptamente agudas o
acuminadas. Ambas especies presentan superficie lisa, color verde y verde olivo
respectivamente. Estos resultados se encuentran dentro de las caracteristicas

propuestas por Caceres, 1996 6.
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3.1.2 Caracterizacién morfométrico de las hojas de Bougainvillea glabra Choisy.

Los parametros morfométricos hacen referencia al andlisis cuantitativo que abarca el
tamarnio y la forma, dichos estudios son considerados escasos y no hay profundidad en
la investigacion. Las variables a considerar son la longitud y el ancho, con el propdsito
de llevar un control de calidad y proponer datos que sean propios del genero
Bougainvillea *. Los resultados son expresados por la media y deviacion estandar

para cada variedad.

Tabla 3. Caracterizacion morfo métrico de las hojas de Bougainvillea glabra
Choisy (n =50).

CARACTERIZACION MORFOMETRICA

Hojas MEDIA/DESVIACION ESTANDAR
Longitud Ancho
Moradas 11,65/0,97 7,7/0,94
Naranjas 8,75/ 1,23 4,7/0,63

Como se puede apreciar en la tabla 3 se evalué parametros como la longitud y el
ancho de las hojas, para la variedad morada n = 50 dieron valores promedio entre

11,65/0,97 cm y las hojas variacion naranja 8,75/1,23 cm con respecto a la longitud.

Otro parametro a evaluar es el ancho de las hojas, se eligieron n = 50 proporcionando
resultados con valores de 7,7/0,94 cm para la variacion morada y 4,75/0,63 cm para la
variacion naranja. Estas medidas se asemejan a los resultados postulados por
Caceres, 1996 ©.

3.1.3 Evaluacién fisico quimico de la droga cruda molinada de las hojas de B.
glabra Choisy.

Se evalud los parametros fisico quimicos de la droga cruda molinada, para ello se
determinaron pardmetros como humedad residual, residuos minerales totales,
residuos minerales solubles en agua, residuos minerales insolubles en &cido
clorhidrico y sustancias extraibles 3. Cabe recalcar que cada ensayo se lo realizo por
triplicado. Los resultados son expresados en base a su media, desviacion estandar

aplicando el programa estadistico SPSS.
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Tabla 4. Evaluacion fisico quimico de la droga cruda molinada (hojas de B.

glabra Choisy.)

EVALUACION FISICO QUIMICO DE LA DROGA CRUDA MOLINADA

Hojas Hojas
MUESTRAS moradas Naranjas
Media/Desviacion
estandar
HUMEDAD RESIDUAL % 5,47/0,18 7,39/0,05
RESIDUOS MINERALES TOTALES % 12,26/0,07 8,10/0,07
RESIDUOS MINERALES INS. HCI % 0,71/0,25 0,43/0,05
AGUA% 20,61/0,00 18,40/0,00
SUSTANCIAS ETANOL% 16,15/0,00 12,91/0,00
EXTRAIBLES
MEZCLA AGUA Y ETANOL% 48,07/0,00 36,85/00

La humedad residual de las muestras analizadas como lo indica la tabla 4, se puede
apreciar que las hojas de Bougainvillea glabra Choisy dieron como resultado valores
promedio entre 5,47/ 0,18% y 7,39/0,05% para la variacion morada y naranja. Valores
gue estan dentro del rango establecida por la Norma del Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién INEN 2392 para hierbas aromaticas (s12%) ? y la Organizacion
Mundial de la Salud, 2003 (10%) *. Esto explica que el proceso de secado y
almacenado aplicado fue el adecuado para las dos variedades, garantizando asi la
calidad y estabilidad ya que con estos valores de hiumedas las muestras no estan

expuestas a contaminacion o proliferacion microbiana.

Los residuos minerales totales de las muestras analizadas nos dan resultados con
valores de 12,26/0,07% vy 8,10/0,07% tanto para la variedad morada y naranja. La
Organizacion Mundial de la Salud establece un rango permisible del 5% en materia
vegetal (hojas secas). Las muestras objeto de estudio sobrepasan los limites
permitidos, se puede deducir que este incremento se debe al cambio climético muy
irregular, al momento de la recoleccion y el tipo de suelo o cultivo. Este analisis
fisicoquimico nos ayuda a determinar la pureza de la materia vegetal en estudio,
contenido de residuos organicos, que en mayor porcentaje puede causar toxicidad.
Los resultados pueden variar dependiendo del tipo de suelo en que se cultive la planta
ademas de los cambios climaticos. Es importante sefalar que las muestras fueron
tomadas de dos lugares geogréficos diferentes, lo que explica la variacién de

resultados.
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Para los residuos minerales insolubles en acido clorhidrico tenemos resultados que
oscilan entre 0,71/0,25 y 0,43/0,05 %, valores que estan dentro del rango establecido
por las Normas INEN 2392 (<2%) "%, y la OMS que no debe sobrepasar el 1,5% 3.
Estos resultados concuerdan con los estudios realizados por Gupta y otros; 2009 73;
Islam y otros 2016 "*. Establece que la droga vegetal en estudio no presente material
remanente de posible toxicidad del producto de la ignicién, pese al alto contenido de

residuos totales.

Los resultados de sustancias extraibles en solventes de diferente polaridad
proporcionan valores que van desde 20,61/0,00% y 18,40/0,00% en agua,
16,15/0,00% y 12,91/0,00% en etanol y para solvente hidroalcohdlico (etanol 98° +
agua) 48,07/0,00% y 36,85/00%, para las variaciones morada Yy naranja
respectivamente. Estos resultados son de vital importancia ya que nos ayudan a
determinar el menstruo de mayor extraccion, siendo el hidroalcohdlico (etanol 98° y
agua 50:50) que dio resultados superiores a los demas. Estos resultados concuerdan
con el estudio realizado por Robles, 2016 " con la diferencia que éstos son bracteas
pertenecientes al mismo genero Bougainvillea glabra Choisy, ya que para hojas no hay

informacion reportada hasta la presente.

3.1.2 Caracterizacion fisico-quimica de extractos vegetales.

Se determiné los parametros fisico quimicos de los extractos acuoso y etandlico 98°
de hojas de Bougainvillea glabra Choisy, se evaluaron pardmetros de calidad como
pH, indice de refraccion y densidad. Cabe recalcar que cada ensayo se lo realizo por
triplicado y no se encontré referencias del tema, se puede deducir que estos

resultados son los primeros en ser reportados.

Los resultados son expresados en base a su media, desviacién estandar aplicando el

programa estadistico SPSS.
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Tabla 5. Caracterizacioén fisico-quimica de extractos (hojas de B. glabra Choisy.)

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO

MUESTRA Hojas Hojas Muestras Hojas Hojas
moradas Naranjas moradas Naranjas

Media/Desviacion Media/Desviacion

estandar estandar
pH 6,27/0,01 6,41/0,03 pH 6,80/0,00 6,55/0,00
IR 1,33/0,00 1,33/0,00 IR 1,36/0,00 1,36/0,00
Densidad  1,00/0,00 1,00/0,00 Densidad  1,06/0,00 1,06/0,00
(g/ml) (g/ml)

Los ensayos se determinaron a una temperatura de 20° C para ambos extractos.
Como se puede apreciar en la tabla 5 se analizé el pH de ambos extractos para cada
muestra, los resultados nos dan valores de 6,27/0,01 y 6,41/0,03, correspondiente al
extracto acuoso y no difiere en cuanto al extracto etanolico que da valores de
6,80/0,00 y 6,55/0,00 tanto para hojas variacibh morada y naranja respectivamente.
Estos resultados se asemejan al pH de las bracteas ya que poseen valores similares,
deduciendo que el motivo se debe a que las betalainas son estables a un pH entre 3,5-
7, metabolitos propios del género Bougainvillae, siendo reportado estos resultados por
Delgado y otros (2000) ®.

Se evalu6 el indice de refraccion de los extractos, proporcionando resultados de
1,33/0,00 y 1,33/0,00 para el extracto acuoso. El extracto etandlico que no difiere, da
resultados de 1,36/0,00 y 1,36/0,00 tanto para hojas variacion morada y naranja

respectivamente.

Otro pardmetro a evaluar tenemos la densidad de los extractos, como lo indica la tabla
5, tenemos valores iguales a 1,00/0,00 g/ml para el extracto acuoso. Por otro lado,
tenemos al extracto etanélico, que no difiere con resultados iguales de 1,06/0,00 g/ml

tanto para hojas variacidon morada y naranja respectivamente.

Cabe recalcar que estos resultados no se encuentran reportados en literaturas, se

puede asumir que son los primeros en ser publicados.
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3.1.3 Caracterizacién de metabolitos secundarios mediante ensayos cualitativos.

3.1.4 Reacciones histoquimicas de hojas de B. glabra Choisy.

Se realiz6 las reacciones histoquimicas al tejido vegetal de hojas de B. glabra Choisy,
por medio de tinciones que a posterior se fue evidenciando coloraciones en el tejido
que demostraban que hay presencia de metabolitos secundarios, propios para cada
reaccion 3 77, Cabe recalcar que estos resultados son los primeros en ser reportados
para esta especie.

llustracion 4. Identicacion de quinonas.

Hojas variacion morada Hojas variacion naranja

Al realizar un corte transversal a una hoja de B. glabra Choisy y realizar la tincién
respectiva como se muestra en la ilustracion 4, se puede observar en el microscopio
objetivo 10 x, la presencia de unos pigmentos rojizos en la lamina foliar de la hoja.
Segun Miranda y Cuellar, 2002 *¢ indica que esa coloracién en la epidermis de la hoja
sugiere la presencia de quinonas en su estructura.

llustracion 5. Identificacion de taninos.

Hojas variacion morada Hojas variacion naranja
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El corte transversal a la lamina foliar de la hoja de B. glabra Choisy nos deja ver que la
epidermis, después de haber realizado la tincion como lo indica la ilustracién 5, se
puede observar en el microscopio objetivo 10 x la presencia de una coloracion azul en
la superficie de la hoja. Segin Miranda y Cuellar, 2002 % indica que esa coloracion en

la epidermis de la hoja sugiere la presencia de taninos en su estructura.

llustracion 6. Identificacion de flavonoides.

Hojas variacion morada Hojas variacion naranja

Al estudiar la anatomia foliar de la hoja de B. glabra Choisy y realizar la tincion como lo
indica la ilustracién 6, se puede observar en el microscopio objetivo 10 x y 40 X
respectivamente, la presencia de manchas amarillas en la epidermis de la hoja. Segun
Miranda y Cuellar, 2002 % sefiala que esa coloracién sugiere la presencia de

flavonoides en su estructura.

llustracion 7. Identificacién de glucésidos.

Hojas variacion morada Hojas variacion naranja
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Al realizar un corte transversal a una hoja de B. glabra Choisy y realizar la tincién

respectiva como se muestra en la ilustracion 7, se puede observar en el microscopio

objetivo 10 x, la presencia de una coloracion rojiza en la lamina foliar de la hoja. Segun

Miranda y Cuellar, 2002 ¢ indica que esa coloracion en la epidermis de la hoja sugiere

la presencia de glucosidos en su estructura.

3.1.4 Marcha fitoquimica.

Se emple6 la marcha fitoquimica o tamizaje fitoquimico a los extractos de hojas de B.

glabra Choisy, para ello se siguid la metodologia escrita por Miranda, M., Cuellar. 2002

y literaturas renombradas. Este ensayo es fundamental al inicio de una investigacion

de productos naturales debido a que sugiere sobre la composicién quimica de la

materia vegetal en estudio.

Tabla 6. Marcha fitoquimica (hojas de B. glabra Choisy.)

EXTRACTO ETANOLICO

EXTRACTO ACUOSO
ENSAYOS/metabolitos Hojas Hojas ENSAYOS/metabolitos ~ Hojas Hojas
moradas Naranjas moradas Naranjas

Dragendorff/ Alcaloides *** e Dragendorff/ et et
Mayer/ Alcaloides i - Alcaloides
Wagner/ Alcaloides * - Mayer/ Alcaloides i *
Resinas - - Wagner/ Alcaloides ++ e
Fehling/ Azicares * *

CI3Fe/ Compuestos Verde Verde
Baljet/ Lactonas - - L

fenolicos
Liebermann Buchard/  Verde Verde : _

_ Shinoda/ Flavonoides  * ¥

Quinonas
Espuma/ Saponinas — — Fehling/ Azicares * *
CI3Fe/ Compuestos Verde Verde Espuma/ Saponinas * *

fenolicos

Shinoda / Flavonoides

Mucilagos

Borntrager/ Quinonas

Antocianidina

+++

++

Sudan

Ninhidrina/Aminoéacidos

+

Presencia Abundante (+++); Moderado (++); Leve (+); Ausencia (-)

Como se puede apreciar en la tabla 6 se realiz6 un tamizaje fitoquimico a los extractos

tanto acuoso como etanolico. Este ensayo preliminar se lo ejecuta ya que nos permite



sugerir la presencia o ausencia de metabolitos secundarios presentes en nuestra
muestra. La certeza de este método es un poco improbable debido a que los reactivos

pueden reaccionar con muchos grupos funcionales similares 8.

En el extracto etanolico se puede apreciar la presencia de alcaloides, azlcares,
quinonas, compuestos fendlicos y aminoacidos para ambas variedades de hojas, lo

cual concuerda con lo publicado por Umamaheswari y otros (2008) °; Fawad, S (2012)
17

Para el extracto acuoso se encontré6 metabolitos como alcaloides, compuestos
fendlicos, flavonoides, saponinas y azucares que a diferencia del extracto acuoso no
se evidencio la presencia de flavonoides, lo cual concuerda con Sheeja, E y otros

(2007) 2 en su publicacion.

Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Rao, K y otros (2015) al
género Bougainvillae en donde aplico un perfil fitoquimico y potencial antioxidante in
vitro ademas de HPLC en donde se evidencio metabolitos como compuestos fendlicos,
saponinas, flavonoides, taninos y proteinas, los cuales coinciden con los resultados

obtenidos en esta investigacion 8.

Jancy Rani, J y otros (2012) en el trabajo de investigacion actividad antioxidante,
investigacion fisica preliminar y estudio GC-MS de hojas de bougainvillea glabra
choisy, en el reporte fitoquimico indica que hay presencia de metabolitos secundarios
como taninos, saponinas, flavonoides, esteroides, terpenoides y glucdsidos

cardioténicos, lo que concuerda con los resultados de la presente investigacion °.

3.1.5 Cromatografia en capa fina.
Se utiliz6 cromatografia en capa como técnica analitica que sirve de herramienta para
qgue el investigador lleve un control durante el desarrollo, la cual permita separar los

componentes de una mezcla *°.

Se utilizé una fase estacionaria de silica gel y como fase movil se utilizé Butanol -

Acido acético y agua (BAW) en proporciones de 65-25-10%.

3.1.5.1 Exposicién con luz UV

Como se puede ver en la ilustracién 8 se realiz6 el revelado con luz UV 264 nm, en
donde se puede apreciar manchas oscuras en ambas muestras, demostrando la
presencia de grupos croméforos conjugados los cuales absorben apreciablemente a
esta longitud de onda, que indican o sugieren que las muestras objeto de estudio

contienen en su composicion quimica metabolitos bioactivos.
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llustracion 8. Exposicion ultravioleta (264 nm).

4: hojas de B. glabra Choisy variacion morada; 5: hojas de B. glabra Choisy variacion naranja.

3.1.5.2 Exposicion con Acido sulfarico

Como se puede ver en la ilustracion 9 se realizo el revelado quimico con Acido
sulfarico en donde se puede apreciar manchas coloreadas en ambas muestras. Esto
significa que existe presencia de metabolitos de mediana y alta polaridad y se debe a
gue el &cido sulfurico es un revelador general que permite identificar la presencia de

diferentes compuestos en la muestra.

Se adiciono vainillina a la misma placa, como se puede observar en la ilustracion 6
literal B existe manchas de mediana a alta polaridad atenuandose en la mitad de la
placa hasta el punto final del disolvente. Se puede sugerir la presencia de compuestos
terpénicos y flavonoides en ambas muestras con un factor de retencion superior al del
punto de aplicacion. Se observa que las hojas variacibn morada tiene manchas mas

atenuadas a comparacion con las hojas variedad naranja.

llustracion 9. Exposicion con Acido sulfirico.

""_"‘_‘""‘
- "
v
SR B q oo S
it N
A: Acido sulfurico B: Acido sulfarico +
Vainillina

4: hojas de B. glabra Choisy variacion morada; 5: hojas de B. glabra Choisy variaciéon naranja.
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3.1.5.3 Exposicion con Cloruro férrico

Se realiz6 el revelado quimico con cloruro férrico sobre la placa empleando calor.
Como se observa en la ilustracion 10 existen manchas oscuras de baja intensidad,
pero notables. Este hecho sugiere presencia de compuestos de naturaleza fendlica, e
indica ademas la elevada polaridad que estos metabolitos poseen, motivo de la

afinidad que conserva la fase estacionaria.

El recorrido de la placa presenta un factor de retencién superior al del punto de
aplicacion, por tal motivo se puede asimilar que existen mas compuestos que

reaccionen de forma similar a los fenoles frente al cloruro férrico.

llustracion 10. Exposicién con Cloruro férrico.

4: hojas de B. glabra Choisy variacién morada; 5: hojas de B. glabra Choisy variacién naranja.

3.1.5.4 Exposicién con 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
Por ultimo, se realiz6 un revelado con DPPH en metanol (0,2%) actuando como
generador de radicales libres. Un resultado positivo genera una decoloracion de la

placa.

Como se aprecia en la ilustracion 11 en ambas muestras se presenta una
despigmentacién, de manera favorable que demuestra actividad secuestradora de
radicales libres en ambas muestras, se puede sugerir que este resultado se debe a los
compuestos fendlicos que se apreciaron en la placa anterior, pues justo la
decoloraciéon se muestra en la misma zona de retencion, donde revelaron compuestos

fendlicos de elevada polaridad.
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llustraciéon 11. Exposicion con 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

4: hojas de B. glabra Choisy variacion morada; 5: hojas de B. glabra Choisy variacion naranja.

3.1.6 Caracterizacién de metabolitos secundarios mediante ensayos

cuantitativos.

3.1.7 Determinacion de fenoles por la técnica Folin- Ciocalteu.

Se realiz6 la determinacion de fenoles por el método Folin-Ciocalteu, como se puede
observar en la ilustracion 12 se obtuvo una curva de calibracion con una R2=0,982,
donde la ecuacion (y=0,03+1,06*x) garantiza que los resultados sean confiables. Los
resultados se expresan en mg/ml de acido galico que equivale por cada ml de extracto

de Bougainvillea glabra choisy.

llustracion 12. Curva patrén de fenoles por la técnica Folin-Ciocalteu.
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El contenido de fenoles totales Tabla 7 para las hojas de B. glabra color naranja fue de
450,6 mg AG/g ES y para las hojas de color morado 363,8 mg AG /g E, con un nivel de
significancia 0,00 (*a=0,05) esto significa que hay diferencia significativa entre
muestras. Las hojas variedad naranja presentan mayor contenido de compuestos
fendlicos con respecto a la variedad morada. Estos resultados se pueden comparar
con lo postulado por Li, Ay otros, 2014 " donde se evalud el contenido de fenoles y la
capacidad antioxidante de flores del mismo genero Bougainvillae dando valor de 6,87
mg AG/g ES. Resultado inferior al de las hojas.

Segun otras literaturas evaluaron el contenido de fenoles totales de bracteas color
amarilla y rosada, presentaron valores de 319.33 y 217.03 mg/ml respectivamente,
datos muy inferiores en comparacion a nuestra muestra &, con lo que se establece
gue las hojas tienen mayor contenido de compuestos fendlicos, siendo de vital
importancia continuar con estudios para que nos permitan validar y potenciar estos

resultados y aprovechar en forma total a la planta de esta especie.

Tabla 7. Determinacion de fenoles totales (hojas de b. glabra choisy.)

X Concentracién mg acido
Muestras Absorbancia mg/ml galico/g

Extracto Seco

Hojas 0,44767/0,00 0,4506/0,00 450,6
naranjas

Hojas 0,35567/0,00 0,3638/0,00 363,8
moradas

3.1.8 Evaluacién de la actividad antioxidante

Como se puede apreciar en la ilustracion 13 tenemos los resultados correspondientes
a la Clso del extracto de hojas variedad naranja, se puede constatar que a una baja
concentracion 0,2061 mg/ml logra inhibir, es decir el poder antioxidante capta el 50%
del DPPH, por otro lado, tenemos en la ilustracién 14 el Clso del extracto de hojas
variedad morada, la cual da un valor de 0,2757 mg/ml. Estos resultados llevan una
relacién con los valores obtenidos para fenoles totales, ya que la variacion naranja
tuvo mayor concentracion de mg acido gélico/g Extracto Seco; siendo para la actividad
antioxidante mejor ya que inhibe los radicales libres a una baja concentracion de

muestra.
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Estos resultados se relacionan en la investigacion realizado por Echeverria y otros,
2016 8! el cual determind la actividad antioxidante al mismo género Bougainvillae, en
donde encontr6 presencia de compuestos polifendlicos, ademas de flavonoides y

taninos, posiblemente todos causantes de la actividad observada.

Estos resultados llevan una correlacién con los niveles de fenoles y flavonoides
determinados para cada extracto, se puede deducir que el mayor contenido de

compuestos fendlicos, mayor sera la capacidad antioxidante 82,

llustracion 13. Actividad antioxidante (hoja b. glabra Choisy variedad naranja).
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llustracion 14. Actividad antioxidante (hoja b. glabra choisy variedad morada).

Gréfico del Modelo Ajustado
%DPPH = 23,3566 + 96,6259*Concentracion

77

67

57

%DPPH

a7

37

27

0,2 0,3 0,4 0,
Concentracion

o
o
=
[3;



Clso=0,2757 mg/mi

3.1.9 Determinacion de flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de
Aluminio.

Se realiz6 la determinacion de flavonoides por el método colorimétrico de Cloruro de
Aluminio, se obtuvo una curva de calibracién con una R2=0,9982 y una ecuacion (y=-
0,0085+0.0072040*x) que garantiza que los resultados sean confiables. Los resultados
se expresan en mg/ml de quercetina que equivale por cada ml de extracto de hojas de

Bougainvillea glabra choisy.

llustracion 15. Curva patron de flavonoides por el método colorimétrico de

Cloruro de Aluminio.
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Los flavonoides son un gran grupo de compuestos fendlicos que se distribuyen
ampliamente en las plantas. Son los constituyentes de los remedios tradicionales
efectivos. Hasta la fecha, un gran nimero de estos compuestos se han evaluado tanto
en su estado libre como en glucoésidos. Ademas se han informado varias propiedades
biolégicas de los flavonoides, que incluyen antioxidantes, anti cancer, quimiopreventivo

del cancer y propiedades antiinflamatorias 2.

52



Tabla 8. Determinacion de flavonoides totales (hojas de b. glabra choisy.)

X Concentracion mg
Muestras Absorbancia ug/ml Quercetinalg

Extracto Seco

Hojas 0,5610/0.04  79,053/6,77 63,242
naranjas

Hojas 0,5066/0,02  71,511/2,83 47.674
moradas

El contenido de flavonoides totales Tabla. 8 para las hojas de B. glabra color naranja
fue de 63,242 mg QE/g ES y para las hojas de color morado 47,674 mg QE/g ES, con
un nivel de significancia 0,009 (*a=0,05) esto significa que hay diferencia significativa

entre muestras.

Estos resultados nos sugieren que los metabolitos secundarios predominantes en las
hojas son los compuestos fendlicos, ya que su comportamiento es similar y sigue

predominando la especie variedad naranja.
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CAPITULO IV CONCLUSIONES

e Se evalu6é farmacognosticamente las hojas de Bougainvillea glabra choisy, la
cual permiti6 establecer parametros de calidad para las variedades morada y
naranja, con el fin de desarrollar monografias que sirvan de apoyo en estudios
de elaboracién de fitofarmacos.

e Se realizé el control de calidad como pardmetros morfolégicos y morfométricos
a las hojas de Bougainvillae glabra choisy variedad morada y naranja, de la
droga cruda se logré caracterizar parametros como humedad residual, residuos
totales y sustancias extraibles, para los extractos se evaluaron parametros
como Ph, densidad e indice de refraccion, ambas muestras se encuentran
dentro de los limites establecidos por farmacopeas, OMS vy literaturas.

e Se identificaron metabolitos secundarios presentes en las hojas, al tejido
vegetal se le realiz6 una evaluacion histoquimica, tamizaje fitoquimico
acoplada a una cromatografia en capa delgada que refuerzan la investigacion,
dichas evaluaciones sugieren la presencia de metabolitos secundarios como
compuestos fendlicos, flavonoides, aminoacidos, saponinas, taninos, quinonas
y glucosidos.

e Se cuantificaron fenoles los cuales dieron valores significativos
cualitativamente y cuantitativamente, por tal motivo se determiné flavonoides
dando resultados muy favorables a comparacion de las bracteas del mismo
género, por ultimo, se evalud la actividad antioxidante reafirmando que nuestra
muestra tiene presencia de compuestos fendlicos por ende mejor actividad
antioxidante, se puede sugerir que dichos metabolitos dan la facultad
terapéutica a la planta.

e Las hojas de color naranja poseen mas contenido de metabolitos secundarios a
diferencias de las hojas de color morado, esto fue demostrado para cada

ensayo.
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CAPITULO V RECOMENDACIONES

e Se recomienda seguir con la determinacion de metabolitos secundarios de
hojas de Bougainvillea glabra choisy tanto para la variacion morada y naranja.

e Evaluar la actividad antioxidante en ensayos preclinicos de extractos de hojas
de Bougainvillea glabra choisy para verificar y rectificar lo usos terapéuticos
que se le atribuye.

¢ Validar la toxicidad de los extractos de las hojas de Bougainvillea glabra choisy

e Seguir estudiando al género Bougainvillea para que en futuro logren desarrollar
un fitofarmaco que cumpla con las especificaciones que necesite y contribuya a
la sociedad.

e Realizar una difusion de estos estudios a los estudiantes e incentivar a la
sociedad sobre la variedad de plantas medicinales que ofrece el Ecuador para

contribuir a la salud y evitar enfermedades que dia a dia se van desarrollando.
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ANEXOS

ANEXO# 1

Lugar de recoleccion (Machala y Pasaje).

ANEXO# 2

Andlisis macro morfolégico y morfo métrico de hojas de Bougainvillea glabra Choisy
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ANEXO #3

4

Lavado y secado de la materia prima, previo para su procesamiento.

ANEXO #3

Droga pulverizada, elaboracion de extractos, filtracion de los mismos

y concentracion de la muestra.
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ANEXO# 4

Control de calidad de la droga cruda (humedad residual, residuos minerales totales,

residuos minerales insolubles en HCl y sustancias extraibles.

ANEXO# 5

Control de calidad de los extractos de hojas de Bougainvillea glabra Choisy.
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ANEXO# 6

Evaluacién histoquimica a las hojas de Bougainvillea glabra Choisy

ANEXO # 7

Tamizaje fitoquimico a los extractos acuoso y etandlico de hojas de Bougainvillea

glabra Choisy.
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ANEXO #8

Cromatografia en capa fina.

ANEXO #9

Cuantificacion de fenoles por el método Folin-Ciocalteu

69



ANEXO #10
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Evaluacion de la actividad antioxidante

ANEXO# 11

Cuantificacion de flavonoides.
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